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3257-82

6-methoxy~-I1soML-2368 lacton med formlen:

og den tilsvarende fri hydroxycarboxylsyre og salte og
estere af syren fremstilles ved enzymatisk alkoxylering

af en ML-236B forbindelse under anvendelse af en mikro-
organisme af slazgten Syncephalastrum, Absidia eller Cunning-
hamella, f.eks. Absidia coerulea, eller en cellefri, enzym-
holdig ekstrakt af den pigaldende mikroorganisme, Heref-
ter omdannes lactonen eller carboxylsyren p& almindelig

méde til saltet eller esteren.

Forbindelserne er lagemidler, der er i stand til at hamme
biosyntesen af cholesterol.
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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmade til
fremstilling af en rakke hidtil ukendte derivater af for-
bindelserne ML-236B som defineret i krav 1's indledning,
hvilken fremgangsmdde er ejendommelig ved det i krav l's

kendetegnende del angivne.
ML-236B er omhandlet i US-patentskrift nr. 3 983 140, og

udtrykket "ML 236B" anvendes til omtale af to forbindel-
ser, en lacton benavnt "ML-236B lacton", der har formlen:

0 OH

HqC

CH3 CH3

og den tilsvarende frie hydroxycarboxylsyre benzvnt "ML~
236B carboxylsyre", der har formlen:
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Disse ML-236B forbindelser er blevet isoleret og renset
ud fra stofskifteprodukter fra mikroorganismer af slagten
Penicillium, specielt Penicillium citrinum, en art af
bladskimmel. De har vist sig at h@mme cholesterolbiosynte-
sen af enzymer eller dyrkede celler isoleret fra forsggs-
dyr ved at konkurrere med det hastighedsbegrensende en-
zym, der er aktivt ved cholesterolbiosyntesen, dvs. 3-hy-
droxy-3-methylglutaryl-coenzym A-reductase, og som et re-
sultat heraf reducerer de signifikant serumcholesterolni-
veauerne hos dyr (Journal of Antibiotics, 29, 1346
(1976)).

En rzkke forbindelser, der strukturelt er beslagtet med
ML—236'B, er ogsd blevet opdaget, og visse har vist sig
at have samme evne til at hamme cholesterolbiosyntesen.
Blandt de ML-236B derivater, der er blevet opdaget, er
den bedste omhandlet i engelsk patentskrift 2 077 264. I
lactonformen kan disse forbindelser afbildes med formlen:
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og de er blvet betegnet IsoM-4 lacton og IsoM-4' lacton
afhengigt af den specielle konfiguration ved de forskel-
lige asymmetriske carbonatomer, der findes i molekylet.
Den tilsvarende IsoM-4-carboxylsyre og IsoM-4'-carboxyl-
syre er ogsd omhandlet, og disse forbindelser fandtes al-
le at vere i stand til at hzmme cholesterolbiosyntesen.

IsoM-4- og IsoM-4'-forbindelserne og deres alkalimetal-
salte kan fremstilles ved enzymatisk hydroxylering af Ml-
236B eller et derivat heraf, og andre salte og estere kan
naturligvis herefter fremstilles ved almindelig saltdan-
nelse eller esterificering, idet der gas ud fra det frem-
stillede hydroxyleringsprodukt. Den enzymatiske hydroxy-
lering udfgres fortrinsvis under anvendelse af en passen-
de mikroorganisme eller et enzymholdigt ekstrakt af disse
mikroorganimer, sk¢nt den ogsa kan udfgres som en del af
pattedyrsmetabolismen af M1-236B eller under anvendelse
af lever- eller et enzymholdigt ekstrakt af leveren fra
disse dyr. Foretrukne mikroorgahismer til denne metode er
mikroorganismer af slagterne Absidia, Cunninghamella,
Syncephalastrum, Mucor, Pycnoporus eller Rhizotonia.

DK 159397 B
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Det har nu overraskende vist sig, at behandlingen af Ml-
236B-lacton eller ML-236B carboxylsyre eller et salt el-
ler en alkylester heraf med visse af disse mikroorganis-
mer eller med enzymholdige ekstrakter heraf ogsa kan
fremstille andre specielle, men beslagtede forbindelser,
der ligeledes har vist sig i stand til at hzmme choleste-

rolbiosyntesen.

Herudover nedbrydes de omhandlede forbindelser med st¢rre
besver efter administrering end ML-236B. De omhandlede
forbindelser mister derfor ikke s& let aktiviteten, hvor-

for de har en mere vedvarende virkning, med medfglgende
fordele, der vil vare velkendt inden for fagomradet.

Forbindelserne fremstillet ved fremgangsmaden ifglge oOp-

findelsen er lactonen med formlen I:

0 OH

CH3 CH3

0CH3

savel som dens tilsvarende fri hydroxy-carboxylsyre, der

kan afbildes med formlen I1I:
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OH

Il

CH3

0CH3

og farmaceutisk acceptable alkalimetalsalte eller Cl—c4-
alkylestere af syren.

Forbindelsen med formlen I omtales som 6-methoxy-IsoML-
236B lacton, . og forbindelsen med formlen II omtales som
6-methoxy-IsoML-236B carboxylsyre, idet saltene og estre-

ne benavnes i overensstemmelse hermed.

Alkalimetalsaltene af 6-methoxy-IsoML-236B carboxylsyre
kan afbildes med formel III:

M 00C

0H

H3C I11

CH3 CH3

0CH3
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hvori M betyder et alkalimetalatom specielt natrium eller

kalium.

Esterne af 6-methoxy-IsoML-236B carboxylsyre har formlen
V:

OH

R—— a0c

H3C

hvori R betegner'alkoholdelen af en ester.

R kan vare en lige eller forgrenet gruppe sdsom methyl-,
ethyl-, propyl-, isopropyl-, isobutyl- eller n-butyl.

De omhandlede forbindelser har vist sig at hzmme cho-
lesterolbiosyntesen i leveren, og de kan sdledes anvendes
ved behandlingen af hypercholesteraehi eller forhindre
arteriosclerose pd samme mdde som de forbindelser, der er
omhandlet i engelske patentskrifter nr. 2 075 013 og nr.
2 077 264.

De hazmmende virkninger af visse af de omhandlede for-
bindelser udtrykt som koncentrationen i pg/ml, der er
ngdvendig for at hzmme cholesterolbiosyntesen med 50 %
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(mdlt ved metoden beskrevet i Journal of Biological
Chemistry, 234, 2835 (1959)), er f¢lgende:

6—methOKY"ISOML"236B laCton R RN A N I B RN A ) O, 015
Natrium-6-methoxy-IsoML-236B carboxylat ...... 0,0044.

Til sammenligning er vardien for M1-236B lacton 0,010
ug/ml, der er sammenlignelig med de niveauer, der opnas
med de omhandlede forbindelser, men som tidligere bemer-
ket er aktiviteten af de her omhandlede forbindelser pa
grund af deres modstandsdygtighed mod in vivo nedbrydning

betydeligt lzngere varende.

De omhandlede forbindelser kan administreres pd sadvanlig
made, f.eks. parenteralt (f.eks. subcutant, intravengst
eller intramusculzrt) eller peroralt, (f.eks. i form af
tabletter, kapsler, pulvere eller granuler). Daglig dosis
til en voksen patient vil naturligvis variere, afhangigt
af patientens alder, legemsvagt og tilstand sével som ad-
ministreringsvejen og hyppigheden, men sadvanligvis ad-
ministreres de omhandlede forbindelser i en mengde pa fra
0,5 til 500 mg/dag for voksne i en enkelt dosis eller i
opdelte doser, fortrinsvis 3 eller 4 gange om dagen.

Den omhandlede enzymatiske alkoxyleringsfremgangsmade ud-
fores fortrinsvis ved at bringe M-236B lacton, ML-236B
carboxylsyre eller et alkalimetalsalt eller en Cl-c4-al-
kylester af syren (i det efterfglgende sammenfattende
omtalt som "ML236B forbindelsen") i kontakt med en mikro-
organisme af slagten Syncephalastrum, Absidia eller
Cunninghamella, der er i stand til at omdanne ML-236B
forbindelsen.til den ¢nskede omhandlede forbindelse, el-
ler ved at bringe ML-236B forbindelsen i kontakt med en
enzymholdig ekstrakt af mikroorganismen og herefter ad-
skille den omhandlede forbindelse fra dyrkningssubstratet

eller reaktionsblandingen.

DK 1593978
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Foretrukne mikroorganismer er Syncephalastrum racemosum
IF0-4814 (NRRL 12562), Syncephalastrum racemosum IF0-4828
(NRRL 12563), Absidia coerulea IF0-4423 (NRRL 12560) og
Cunninghamella echinulata IFO-4445 (NRRI. 12561). Disse
mikroorganismer er alle frit tilgengelige under oven-
navnte deponeringsnumre uden begransninger indtil mindst
&r 2011 fra Agricultural Research Culture Collection,
USA.

Den ¢gnskede omdannelse kan opnds ved at kontakte helcelle
mikroorganismer eller i visse tilfalde cellefri ekstrak-
ter af mikroorganismerne med ML-236B forbindelsen. Den
fremstillede form af forbindelsen vil afhange af dyrk-
ningsbetingelserne og af den anvendte form for mikro-
organismen. Dersom for eksempel helcelle mikroorganismen
dyrkes i narverelse af ML-236B forbindelsen, kan den op-
ndede forbindelse vare carboxylsyren, lactonen, Cl-C4—
alkylesteren eller alkalimetalsaltet afhengigt af dyrk-
ningsbetingelserne, specielt pH-vardien. Hvis derimod ML-
236B forbindelsen blot bringes i kontakt med et hvilende
cellesystem eller med en cellefri ekstrakt, er den om-
handlede forbindelse, der opnds, oftest i form af alka-

limetalsaltet.

Omdannelsens fremadskriden kan fglges ved at wudtage
prover af reaktionsblandingen under reaktionsforlgbet og

bestemme omdannelsesgraden.

Dersom mikroorganismerne skal dyrkes i narvarelse af ML-
236B forbindelsen for at frembringe de omhandlede for-
bindelser, udvalges dyrkningsbetingelserne og dyrknings-
substratet specielt med henblik p& den pagzldende mikro-
organisme, der skal dyrkes. Da de arter af mikroorganis-
mer, der er foresldet anvendt ved fremgangsmaden if¢glge
opfindelsen, er wvelkendte, er ogsd dyrkningsbetingelser
og dyrkningssubstrater, der skal anvendes +til disse

mikroorganismer, velkendte.



10

15

20

25

30

35

DK 159397B

De omhandlede forbindelser kan skilles fra reaktions-
blandingen p& almindelig made, f.eks. ved affiltrering af
cellerne (dersom ng¢gdvendigt) og herefter underkaste den
tilbageblevne blanding en hvilken som helst kombination
af tyndtlagskromatografi, s¢jlekromatografi eller high
performance vaeskekromatografi. De forskellige omhandlede
forbindelser eller forskellige isomere af omhandlede for-
bindelser, dersom to eller flere fremstilles samtidigt,
kan eventuelt adskilles fra hinanden i lgbet af en eller
flere af de kromatografiske rensningstrin, eller de kan

fraskilles som en blanding.

Nar den omhandlede enzymatiske alkoxyleringsfremgangsmade
frembringer 6-methoxy-IsoML-236B carboxylsyre eller 6-me-
thoxy-IsoML-236B lacton, kan disse omdannes ved alminde-
lige kemiske reaktioner til de tilsvarende alkalimetal-
salte eller Cl—C4—alkylestere (hvor det drejer sig om
carboxylsyren, kan denne eventuelt f¢rst omdannes til
lactonen). F.eks. kan metalsaltene (dvs. forbindelserne
med formel III) fremstilles ved fremgangsmaden beskrevet
i engelsk patentskrift nr. 1 555 831 til fremstilling af

salte af ML-236B carboxylsyre.

Cl-C4—alkylestere af 6-methoxy-ML-236B carboxylsyre
(dvs. forbindelser med formel V) kan fremstilles ved
esterificering af 6-methoxy-IsoML-236B lactonen eller
carboxylsyren sdledes som beskrevet i engelsk patent-
skrift nr. 1 555 831 for fremstillingen af estere af ML-
236B carboxylsyre, dvs. enten ved omsatning af 6-methoxy-
IsoML-236B forbindelsen med en alkohol i narvarelse af en
passende katalysator eller ved omsatning af forbindelsen
med en diazoforbindelse, fortrinsvis diazomethan eller en

C-substitueret diazomethan.

Opfindelsen beskrives narmere i de fglgende eksempler.



10

15

20

25

30

35

DK 159397B

10

EKSEMPEL 1

Fremstilling af 6-methoxy-IsoML-236B lacton

Tyve 500 ml Erlenmeyer-kolber, der hver indeholder 100 ml
substrat, der har den nedenfor beskrevne sammensatning,
podedes med sporer af Absidia coerulea IF0-4423. Kolberne
rystedyrkedes ved 26 °C og 220 rystninger pr. minut i 4
dage. Herefter tilsattes ML-236B lacton til hver af kol-
berne til en slutkoncentration pa 0,05 vagt/rumfangspro-
cent. Dyrkningen fortsattes ved 26 °C og 220 rystninger
pr. minut i yderligere 6 dage.

Sammensatningen af substratet var (procenterne er vagt/-

rumfang):

GlUCOSE .vecvecceocses tecsecessssseasans .. 2,0%
KZHPO4 cecececccsasencess ceececssane ee... 0,15 %
MgSO4‘7H20 *® ®© ® 0 8 00 0P 0 e " S0 o0 ® ® & ® 0 00 e e o o o, 15 %

NH4NO3 e tereeessscscsacscscsecscanasssss 0,1 %

Pepton Q.I..O.‘....l...l....l....l.IQ.... 0,1%
Majsstgbeveske ....cecce.. teececnessesess 0,2 %
Gerekstrakt ....... ceecescsanans teeeesess 0,1 %
ZnSO4.7H20 ettt eeeeeeseseaesssseeesss 0,01 %
Postevand ..ccccececsscens cesecescscens ... resten

(Indstillet til pH 7,0)

Efter at dyrkningen var afsluttet, frafiltreredes reak-
tionsvasken, og filtratet indstilledes med trifluored-
dikesyre til pH 3. Den fremstillede blanding ekstra-
heredes med tre 1 liters portioner ethylacetat, hvorved
der opndedes ekstrakter, der indeholdt 6-methoxy-IsoML~-
236B carboxylsyre.

Ekstrakterne sloges sammen og vaskedes herefter med en
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mettet vandig oplesning af natriumchlorid og terredes over
vandfrit natriumsulfat, hvorefter en katalytisk mengde
trifluoreddikesyre sattes til for at lactonisere. Den
opndede blanding vaskedes herefter med en 5 vagt/rum-
fangsprocent vandig oplgsning af natriumbicarbonat, ter-
redes over vandfrit natriumsulfat og inddampedes til

torhed under reduceret tryk. Remanensen rensedes ved hjalp
af kromatografi gennem en Lobar-sgjle (Merck Si 60, stor-
re]se A), der elueredes med en 7:3 rumfangsblanding ben-
ze% og acetone, hvorved der opndedes 23 mg 6-methoxy-

IéoML-236B lacton.

|
‘ B —

6-methoxy-IsoML~-236B lactonen havde folgende fysiske egen-
s%aber:

1. \Det kernemagnetiske resonansspektrum, mdlt ved 90 MHz
i deuterochloroform under anvendelse af tetramethylsilan
som den indre standard, var fglgende, & ppm:

6,15 (1H, doublet)
5,70 (1H, kvartet)
5,70 (1H, multiplet)

5,40 (1H, multiplet)
4,60 (1H, multiplet)
4,40 (1H, multiplet) -
3,45 (1H, doublet)

3,30 (3H, singlet).

2. Infrargdt absorptionsspektrum (methanol) Amaxnm:
235,

3. Infraregdt absorptionsspektrum (tynd film) vmaxcm'1:

3450, 1730.

4, Massespektrum m/e:
420 (M%), 402, 318, 300, 286, 268.

5. Tyndtlagskromatografi:
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Plade: Merck silicagel Art 5715:
Oplgsningsmiddel: benzen/acetone (1:1 rumfang):
Rf-vardi: 0,7.

6. Elementaranalyse:
Beregnet for C24H3606: C 68,54% - H 8,63%.
Fundet . C 68,53% - H 8,81%.

EKSEMPEL 2

149 6-methoxy-IsoML-236B Tacton oplgstes i en ringe maengde
acetone, og 13 m1 af en 0,2N vandig oplgsning af natriumhy-
droxid sattes til den fremstillede oplgsning. Blandingen
henstod 1 time ved 40°c for at muliggere hydrolyse. Efter
reaktionen var lgbet til ende, afdestilleredes acetonen

fra reaktionsblandingen, og den fremkomne remanens vaskedes
med 5 m1 chloroform. Den vandige fase indstilledes til en
pH-verdi p& 8,0 ved tils@tning af 0,1N saltsyre. Fraktionen,
der indeholdt det pdgaldende natrium-6-methoxy-IsoML-2368
carboxylat, absorberedes pd en dianion HP-20 sgjle (et pra-
parat fra Mitsubishi Chemical Industries Co.). Fraktionen
indeholdende natrium-6-methoxy-IsoML-2368 carboxylat elue-
redes herefter med 50 rumfangsprocent vandig acetone. Ace-
tonen afdestilleredes eluatet, og remanensen frysetorredes,
hvorved der opndedes 1,003 g af det pdgezldende natrium-6-
methoxy-IsoML-236B carboxylat.

Natrium-6-methoxy-IsoML-236B carboxylat har fglgende fy-
siske egenskaber:

1. Det kernemagnetiske resonansspektrum, mdlt ved 60 MHz
i deuteromethanol under anvendelse af tetramethylsilan som
den indre standard, var fglgende, § ppm:
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3,31 (3H, singlet)
5,42 (1H, multiplet)
5,70 (1H, multiplet)
5,71 (1H, kvartet)
6,12 (1H, doublet).

2. Ultraviolet absorptionsspektrum (methanol) XA ___nm:

max

235.

3. Infraredt absorptionsspektrum (tynd film) va'1:
3400, 2950, 1580.

4. Elementaranalyse:
Beregnet for CZ4H3707Na: C 62,61% ~- H 8,04%
Fundet : C 62,54% - H 8,11%.

EKSEMPEL 3

1 g natrium-6-methoxy-IsoML-236B carboxylat oplgstes i en
ringe mengde methanol, og herefter syrnedes den fremstil-
lede oplesning ved tilsatning af trifluoreddikesyre under
afkeling. En stekiometrisk mengde af en etheroplgsning af
diazomethan tilsattes umiddelbart herefter, og blandingen
henstod i 30 minutter. Herefter afdestilleredes oplos-
ningsmidlet, og remanensen rensedes gennem en Lobar-sgjle
(Merck RP-8, storrelse B), der elueredes med en 6:4 rum-
fangsblanding af methanol og vand, hvorved der opndedes
780 g af det gnskede methyl-6-methoxy-IsoML-236B carboxy-
lat som en farvelss olie, der havde fglgende fysiske egen-
skaber:

1. Det kernemagnetiske resonansspektrum, mdi1t ved 60 MHz i
deuterochloroform under anvendelse af tetramethylsilan som
den indre standard, var fglgende, & ppm:
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3,30 (3H, singlet)
3,60 (3H, singlet)
4,37 (1H, multiplet)
4,62 (1H, multiplet)
5,30 (1H, multiplet)-
5,70 (1H, multiplet)
5,71 (1H, kvartet)
6,13 (1H, doublet)

2. Ultraviolet absorptionsspektrum (methanol) A, nm:
235.

3. Infrargdt absorptionsspektrum (tynd film) vmaxcm-1:

3400, 1725.

4, Massespektrum:

Det anvendte instrument var af typen D-300, fremstillet af
Nippon Electronics, 0g m&lingen foretoges, efter at forbin-
delsen var silyleret med N,0-bis(trimethylsilyl)trifluor-

acetamid, m/e: 668 (M*¥).

5. Elementaranalyse:

Beregnet for C25H4007: C 66,34% - H 8,91%
Fundet . C 66,384 - H 8,98%.
EKSEMPEL 4

Tyve 500 ml Erlenmeyer-kolber, der hver indeholdt 100 ml1 af
et substrat, der havde den nedenfor beskrevne sammens&tning,
podedes med sporer af Absidia coerulea IF0-4423. Kolberne
rystedyrkedes herefter ved 220 rystninger pr. minut og 26°¢C
i 4 dage. Efter afslutning af denne periode tilsattes meth-
yl ML-236B carboxylat £i1 en slutkoncentration pd 0,05 vaegt/
rumfangsprocent. Dyrkningen fortsattes yderligere 6 dage
ved 26°¢C og 220 rystninger pr. minut.
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Sammens&tningen af substratet var (procenterne er vegt/rum-
fang):

GTUCOSE tvvevenusoosssoesoosonssessossnsans vees 2,0%
KZHPO4 ............... Cheresaesnenn Ceeeaee eeo. 0,15%
MgSO4.7H20 ...................... eeeseeee e 0,15%
NH4NO3 e reseeeressenannes e e eseeensaecesenens 0,1%
Pepton ....cvveveen et reenens et escsaanenaas 0,1%
MajsstobevesSKe coeevecerssncrsonersnsosensnses . 0,2%
GErekStrakt vveveeeeoessnoeesecsenssossanaonsos 0,1%
ZnSO4.7H20 ...... e ceecsceesnsaaassesesennnens 0,001%
Postevand ....covvvivecensoncanne cessenses ..., Resten

(indstilles til pH 7,0)

Efter dyrkningen var afsluttet, behandledes reaktionsvasken
som beskrevet i eksempel 1, hvorved der opndedes 11 mg 6~
methoxy-IsoML-236B lacton, der havde de samme fysiske egen-
skaber som forbindelsen fremstillet i eksempel 1.

EKSEMPEL 5

Fremgangsmdden i eksempel 1 gentoges, bortset fra at der an-
vendtes sporer af Syncephalastrum racemosum IF0-4814 i stedet
for Absidia coerulea IF0-4423, Der opnédedes 5 mg af den on-
skede 6-methoxy-IsoML-236B lacton.

EKSEMPEL 6

vt v - o - o o Ml - S - T e mv tm e N e e e e et e G e B e e e v e

Fremgangsmdden beskrevet i eksempel 1 gentoges, bortset fra
at sporer af Cunninghamella echinulata IFO 4445 anvendtes i
stedet for Absidia coerulea IF0-4423. Der opndedes 3 mg af
den gnskede 6-methoxy-IsoML-236B Tacton.



DK 159397B
16

EKSEMPEL 7

Tyve.500 ml Erlenmeyer-kolber, der hver indeholdt 100 ml

af et substrat, der havde samme sammens&@tning som angivet

i eksempel 1, podedes med sporer af Absidia coerulea IFO-
4423. Herefter dyrkedes kolberne under omrystning ved 26°C
i 4 dage og med 220 omrystninger pr. minut. De fremstille-
de klumper af mikroorganismer opsamledes ved centrifugering,
der vaskedes med fysiologisk saltvand og centrifugeredes
atter. Herefter opslammedes i 1,8 liter af en 0,1 M phos-
phatpufferoplesning (pH 7,0). Herefter tilsattes natrium-
ML-236B carboxylat og glucose til suspensionen til en slut-
koncentration pa henholdsvis 0,05% og 0,2%. Kulturen holdtes
under omrystning i yderligere 5 dage ved 26°C og 220 omryst-
ninger pr. minut. Herefter filtreredes reaktionsvasken, og
der behandledes som beskrevet i eksempel 1, hvorved opndedes
8 mg 6-methoxy-IsoML-236B lacton.
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Patentkravwv:

1. Fremgangsméde til fremstilling af en lacton med formel
I:

H3C
CH3

0CH3

ellef den tilsvarende fri hydroxycarboxylsyre eller
dennes alkalimetalsalte eller Cl-C4 alkylestere, k e n-
detegnet ved, at man enzymatisk methoxylerer en
ML-236B forbindelse med formlen

0 Ot

CH3 3,
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den tilsvarende fri hydroxycarboxylsyre eller dennes
alkalimetalsalte eller Cl—C4-alkylestere, ved at kontakte
den med en mikroorganisme af slegten Syncephalastrum,
Absidia eller Cunninghamella, eller med en cellefri,
enzymholdig ekstrakt éf en sadan mikroorganisme, hvorpa
en dannet lacton med formlen I eller en dannet
tilsvarende fri carboxylsyre om ¢nsket omdannes til et
alkalimetalsalt eller en Cl-c4 alkylester pa i og for sig
kendt made.

2. Fremgangsmade ifglge Krav 1, kendetegne t
ved, at mikroorganismen er Syncephalastrum racemosum IFO-
4814 (NRRL 12562), Syncephalastrum racemosum IFO-4828
(NRRL 12563), Absidia coerulea IFO-4423 (NRRL 12560)
eller Cunninghamella echinulata IFO-4445 (NRRL 12561).

3. Fremgangsmade ifglge krav 1 eller 2, kendeteg-
n e t ved, at mikroorganismen er Absidia coerulea IFO-
4423 (NRRL 12560).

4. Fremgangsmade ifglge et vilkarligt af de foregéende
krav, k e nde tegnet ved, at en forbindelse med
formel I eller dens tilsvarende fri hydroxycarboxylsyre
fraskilles reaktionsblandingen, og at der herefter salt-
dannes eller esterificeres til fremstilling af et salt

eller en ester af syren.

5. Fremgangsmade ifg¢lge et vilkarligt af de foregdende
krav, k ende tegne t ved, at der fremstilles en

forbindelse med formel III
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IT1
H3C
CH3

0Ch3

hvor M betyder et alkalimetalatom.

6. Fremgangsmidde ifgplge krav 5, ke nde te gn e t

ved, at M betegner natrium eller kalium.

7. Fremgangsmade ifglge et vilkarligt af kravene 1-4,
kendetegnet ved, at der fremstilles en

forbindelse med formel V:

OH

aac

CH3

0CH3
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hvor R betyder Cl-C4-alkyl.

8. Fremgangsmade ifglge krav 7, kendetegnet
ved, at R betegner en methylgruppe.
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