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Fremgangsmide tll fremstilling
af et antlbloticum kaldet For=
bindelse 46192.

Opfindelsen angér en fremgangsmdde til fremstilling af et hidtil
ukendt antibioticum, kaldet Forbindelse 46192, tilhegrende gruppen
af svovlholdige polypeptider. Denne familie af antibiotica inklu-
derer thiostrepton (Antibiotics Ann., 1955-1956, 554~559); siomy-
cin (J. Antibiotics, 14:255, 1961); A-59 (J. Antibiotics, Al4:194,
1961); thiopeptin (J. Antibiotics, 23:113-119, 1970); og sporan-
giomycin (J. Antibiotics, 21:525-531, 1968).

Det har ifglge opfindelsen vist sig, at dette hidtil ukendte anti-
bioticum produceres af enhver af to stammer af en hidtil ukendt
underart af Streptosporangium under submerse aerobe betingelser
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i vandige nzringsmedier, og i overensstemmelse hermed er fremgangs-
miden ifglge opfindelsen ejendommelig ved det i kravets kendeteg-
nende del anferte.

Forbindelse 46192 er aktiv overfor en rekke forskellige mikroor-
ganismer og har den virkning at forbedre fodereffektiviteten hos

drgvtyggere.

De antibioticumproducerende mikroorganismer, som anvendes ved frem-
gangsmaden ifelge opfindelsen, er isoleret fra jordprever i Cana-
da og Frankrig og fandtes ved undersegelse at have de morphologis-
ke trzk, som er karakteristiske for en Streptosporangium. Denne
slzgt skelnes fra andre tilherende gruppen af actinomyceter ved
dannelsen af snoede keder af runde til elliptiske sporer indeholdt
1 sporangier og dannelsen af luftmycelium pd kulturens overflade.

De to stammer af Streptosporangium, Pfizer F.D. 25824 og Pfizer
F.D. 25898, er blevet deponeret i The American Type Culture Collec-
tion, Rockville, Md. under accessionsnumrene ATCC 31265 og ATCC
31266.

Begge kulturer blev prapareret til udplantning pd medier ved den me-
tode, som er beskrevet i Inter. Jr. Sys. Bacteriology 16(3):322,
1966. Inkubationstemperaturen var 28°c. Aflzsninger af resultater
blev foretaget ved intervaller op til 21 dage. Rulturernes farver
blev bestemt ved gammenligning med merkater fra the Color Harmony
Manual, fourth edition, sdvel som personlige beskrivende vendin-
ger.

De til karaterisering af kulturerne anvendte identifikationsmedier
og referencer for deres sammens®tning er som felger:

Trypton - gerekstrakt - vmske (ISP No. 1 - Difco)
Gerekstrakt - maltekstrakt - agar (ISP No. 2 - Difco)
Havremel - agar (ISP No. 3 - Difco)

Uorganiske salte - stivelse - agar (ISP No. 4 - Difco)
Glycerol - asparagin - agar (ISP No. 5 - Difco)
Pepton - gerekstrakt - jern - agar (ISP No. 6 - Difco)
7. Tyrosin - agar (ISP No. 7 - Difco)

(SN I~ S VI
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8. Dextrose - nitrat-vaske - S.A. Waksman, The Actinomyceres,
vol. 2, medium 1, side 328, 1961, med 3 g dextrose i stedet
for 30 g sucrose og agar udeladt.

9. Organisk nitrat - vmske - R.E. Gordon and J.M. Mihm. Jr. Bac
73: 15-27, 1957.

10. Gelatine - Ibid.

11. Stivelse - Ibid.

12. Skummetmelk - Difco.

13. Ledningsvand ~ agar.

14. Glucose - asparagin - agar - S.A. Waksman, op. cit. medium 2,
side 328.

15. Czapek - sucrose - agar - Ibid, medium 1, side 328.

16. Emerson's agar - lbid, medium 28, side 331.

17. Nmringsagar - Ibid, medium 14, side 330 ,

18. Calciummalat - agar - S.A. Waksman, Bact. Rev. 21:1-29, 1957.

19. Cellulose
a) H.L. Jensen, Proc., Linnean Soc. N.S. Wales 55:231-248, 1930
b) M. Levine and H.W. Schoenlein, A Compilation of Culture
Media, medium 2511, 1930.

20. Carbonhydrater - G.M. Luedemann and B.C. Brodsky, Antimicro-
bial Agent and Chemotherapy 1964: 47, 1965.

Kulturerne blev karakteriseret som folger:

Gerekstrakt - maltekstrakt - agar - Vekst moderat til god, hsvet,
farvelgs til lyst redlig (6 1/2 gc og 6 1/2 le) med hvidt
luftmycelium, som bliver lyseredt i lebet af 21 dage; under-
side hvid til lysered; blegt lyseredt opleseligt pigment 1
lgbet af 21 dage.

Havremel - agar - Vekst ringe til moderat, fledefarvet £il blegt
lysered (6 ca) viser sig som smd isolerede kolonier med flgjls-
agtig overflade, luftmycelium kontinuert hele vejen eller ring-
lignende; underside fledefarvet til blegt lysered; blegt ly-
sergdt opleseligt pigment.

Uorganiske salte - stivelse - agar - Vskst ringe til moderat, blegt
lysered eller farvelss (5 ca til 6 ca), luftmycelium ringlig-
nende; underside som overfladen; intet opleseligt pigment. o
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Glycerol - asparagin - agar - Vekst ringe, smd isolerede prikker,
hvid; underside farvelgs til flgdefarvet; intet opleseligt

pigment.

Czapek - sucrose - agar - Vekst ringe, blegt lysefzd (6 ca) til
hvid, smd isolerede prikker; underside hvid; intet oplose-

ligt pigment.

Glucose - asparagin - agar - Vaskst ringe til moderat, hvid, svagt
hevet, glat med 1lidt luftmycelium; undersiden har samme far-
ve som overfladen; intet opleseligt pigment.

Neringsagar - Vekst ringe til moderat, blegt gullig, hmvet, svagt
rynket, med lidt hvidt eller intet luftmycelium; undersiden
har samme farve som overfladen; intet opleseligt pigment.

Emerson's agar - Vekst moderat, blegt gullig, stmrkt hmvet, ryn-
ket, intet luftmycelium eller smd omrdder med hvidt luftmy-
celium; undersiden har samme farve som overfladen; intet op-
loseligt pigment.

Stivelse - agar - Vakst moderat til god, hvid til blegt grélig,
havet, rynket, intet luftmycelium; underside brunlig (4 le);
blegt lyseredt opleseligt pigment.

Gelatine - Vzkst moderat, hvid,svagt hzvet, rynket; underside gul-
lig brun (3 ic); meget blegt lyseredt til intet opleseligt
pigment.

Calciummalat - agar -Vakst ringe, hvid til blegt lysersd (nzr 6 ca)
viser sig som smd isolerede prikker; underside farvelegs; in-

tet opleseligt pigment.

Tyrosin - agar - Vekst ringe til moderat, hvid til blegt lysered,
viser sig som smd isolerede prikker; lyseregdt opleseligt pig-

ment.

Ledningsvand - agar - Hvide til blegt lysersde smd prikker; under-
siden har samme farve som overfladen; intet oplgseligt

pigment.
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Sporangier og sporer (fra Czapek sucrose - agar) - Sporangier mest
runde, 6,5-10 (mest 7-8) Jm i diameter, p& lange 3-14 pm spor-
angiophorer; sporer runde til bredt elliptiske, mest 2,2 x 1,6 um,
men varierende fra 1,6-2,7 x 1,1-1,2 pw, eller runde, 2,2

jam i diameter; ikke-~motile.

Biokemiske egenskaber - Der produceres intet melanin; intet HZS;
gelatine smeltes; stivelse hydrolyseres meget svagt; nitra-
ter reduceres; vekst pad Jensens cellulose, men ingen nedbryd-
ning og ingen vakst pd Levine og Schoenleins cellulose; in-
gen virkning pd melk; calciummalat hydrolyseres ikke.

Carbonudnyttelse - Udnyttes: glucose, celloblose, fructose, galac-
tose, inositol, mannose, rhamnose, ribose, stivelse, trehalo-
se, xylose; udnyttes ikke: adonitol,'arabinose, dulcitol, gly-
cerol, lactose, mannitol, melezitose, raffinose, sorbitol,
sorbose, saccharose; variabelt for de to stammer: melibiose,

salicin.

De to kulturer blev ogsd dyrket pd nogle f& medier som skitseret
af J.N. Couch, Jr. Elisha Mitchell Soc. 79:53-70 1963 og ogsé preo-
vet for vmkst ved forskellige temperaturer pd ATCC medium No. 172.
Resultaterne var som felger:

Czapek - sucrose - agar - Kolonier 8-11 mm brede i lebet af 4-5
uger, flade, tynde, med frynsede radiale linier af lyseredt
luftmycelium ved kanten eller med krans af undertrykt blegt

lysergdt mycelium; luftmycelium Hydrangea Pink til Pale Con-
go Pink (Ridgway).

Pepton - czapek - agar - Kolonier 10-15 mm brede, flade til svagt
hevede, 1lidt ru i den centrale del, men med flad ydre del,
kant regelmgssig, mest negen, Olive Buff til Pale Olive Buff
(Ridgway), noget hvidt luftmycelium nzr kanten; opleseligt
pigment meget blegt lyseredt til lyseredt-vinredt.

Kartoffel - dextrose - agar - Kolonier 10-15 mm brede, hmvede,
noget ru, dekket med hvidligt til lyseredt luftmycelium (Pa-
le Congo Pink - Ridgway), kanten hel; lysebrunt opleseligt
pigment.
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Emerson's agar - Kolonier 12-17 mm brede; havet merkbart, uregel-
messigt ru over hele overfladen, kanten uregelmszssig, negen,
farven nsr Deep Olive Buff (Ridgway).

Temperaturforhold
42% 37°C 28°¢ 21°¢
ingen vekst god vzkst god vskst god vxkst

De to hidtil ukendte kulturer af Streptosporangium blev sammenlig-
net med de nmrt beslsgtede Streptosporangium roseum ATCC 12428 og
S. vulgare subsp. antibioticum ATCC 21906. De to hidtil ukendte
kulturer fandtes at wvere forskellige fra S. vulgare subsp. anti-
bioticum ATCC 21906, men at ligne S. roseum ATCC 12428 i mange
henseender. P& ISP medium 2, ISP medium 3, ISP medium 5, tyrosin-
agar, Czapek-sucrose-agar, Czapek-pepton-agar, Emerson's agar, nz-
ringsagar, ledningsvand-agar, kartoffel-gulerod-agar og calciumma-
lat-agar lignende kolonierne af de to hidtil ukendte kulturer me-
get nzr kolonierne af S. roseum. De to hidtil ukendte kulturer og
S. roseum viste positiv stivelseshydrolyse, positiv gelatinesmelt-
ning, positiv nitratreduktion, negativ melaninproduktion, negativ
cellulosenedbrydning og det samme omrdde for veksttemperatur. Ster-
relsen og formen af sporangier og sporangiosporer hos de tre kul-
turer var identisk. Udnyttelsesmensteret for 7 carbonhydrater var
ens hos de tre kulturer.

Kolonierne af de to hidtil ukendte kulturer var forskel-
lige fra kolonierne af S. roseum pd kar-offel-dextrose-
agar og stivelse-agar og var lidt forskellige herfra pa
ISP medium 4, glucose-asparagin-agar og gelatine-agar.
Streptosporangium roseum udnyttede arabinose, medens

"de to hidtil ukendte kulturer ikke gjorde det.

Det blev konkluderet p& basis af kulturmsssige, morphologiske og
sammenligningsdata, at de to hidtil ukendte kulturer ikke kan skel-
nes fra hinanden og reprasenterer en ny underart af Streptosporan-
gium roseum. P& grund af deres lyserede farve er det foresldede
navn for de to hidtil ukendte kulturer Streptosporangium roseum
subsp. incarnatum Routien subsp. nov.
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Dyrkning af Streptosporangium-kulturerne finder fortrinsvis sted i
neringsmedier ved en temperatur pé 28-36°C og under submerse aero-
be betingelser med omrering. Neringsmedier, som er nyttige til
s&danne form&l, inkluderer en kilde for assimilerbart carbon, sé&-
som sukkerstoffer og stivelse, en kilde for organisk nitrogen, si-
som casein, enzymatisk nedbrudt casein, soyabennemel, bomuldsfre-
mel, jordneddemel og hvedegluten. En kilde for vekststoffer, sé-
som distillers solubles, fiskemel og gerekstrakt, si vel som sal-
te, sdsom natriumchlorid og calciumcarbonat, og spormineraler, sé-
som jern, magnesium, zink, cobalt og mangan, kan ogsd udnyttes med
fordelagtige resultater. Hvis der opStér overdreven skumning un-
der gmringen, kan der ssttes antiskummemidler, sdsom vegetabllske
olier eller siliconer til geringsmediet. Luftning af mediet i tan-
ke til submers vmkst opretholdes fortrinsvis med en hastighed péd
omkring 1/2 til 2 voluminer fri luft per volumen veske per minut.
Omregring kan opretholdes ved hj®lp af omrerere, som alment er af
den art, der anvendes inden for geringsindustrien. Aseptiske be-
tingelser m& selvfolgelig opretholdes under overfegrslen af organis-
men og under dens vzkst.

Podematerialet til fremstilling af Forbindelse 46192 kan opnés
ved anvendelse af vekstmateriale fra et skrdsubstrat af kulturen
pd et medium, s&som ATCC medium 172 (ATCC Catalogue, 10th edition,
side 235, 1972). Vekstmaterialet kan anvendes til at pode enten
rystekolber eller podetanke, eller alternativt kan podetankene
podes fra rystekolberne. Vmksten i rystekolber vil almindeligvis
have ndet sit maksimum pd omkring 4 dage, medens podematerialet

i submerse podetanke smdvanligvis vil vere i den mest favorable
periode p& 2-3 dage. Vesentlig antibiotisk aktivitet opnds i det
endelige fermentor trin pd fra omkring 72 til omkring 120 timer.

Antibioticumproduktionen felges hensigtsmessigt under gmringen
ved biologisk prevning af vaksten under anvendelse af en felsom
stamme af Staphylococcus aureus. Der anvendes standard-pladeprev-
ningsteknik, hvorved inhiberingszonen omkring en filterpapirskive
mettet med vesken anvendes som et mdl for amtibiotisk styrke. Ef-
ter at geringsvesken har ndet et ensket niveau af antibiotisk
styrke, isoleres antibioticummet fra enten hele wvesken eller den
filtrerede vewske. I det sidstmmvnte tilfmlde fjernes myceliet wved
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filtrering eller centrifugering. Forskellige typer udstyr, sdsom
filterpresser, centrifuger osv., kan anvendes.

Tyndtlags—-chromatografi under anvendelse af silicagel er et nyt-
tigt redskab til analyse af Forbindelse 46192 produceret sammen
med et antal mindre betydende antibiotiske komponenter i gerings-
medier og sammensztningen af rd og rensede materialer extraheret
fra geringsvesker. Adskillelsen af komponenterne i den antibiotis-
ke blanding er i vigtig grad afhsngig af systemets antibioticum-
indhold. For 1idt antibiotisk styrke ferer til, at mindre betyden-
de antibiotiske komponenter ikke afsleres; for megen antibiotisk
styrke resulterer i en medslszbsvirkning, som ferer til for darlig
adskillelse.

Udviklingssystemet for tyndtlags-chromatografi er chloroform/ace-
tone i1 volumenforholdet 3:1. De antibiotiske stoffer kan synlig-
gores ved udszttelse for 254 nm lys, sprejtning med vand for at
finde vandafvisende pletter eller overhzldning med agar podet med
en felsom stamme af Staphylococcus aureus.

Komponenterne i den antibiotiske blanding kan adskilles og udvin-
des fra garingsvasken ved oplesningsmiddelextraktion, modstremsfor-
deling, adsorption, sejlechromatografi eller kombinationer deraf.
De antibiotiske stoffer kan extraheres fra hel wveske ved et pH om-
rdde p& 4,0-10,0 under anvendelse af et organisk oplesningsmiddel,
s8som butanol, pentanol, ethylacetat, methylisobutylketon og andre
beslagtede med vand ublandbare oplegsningsmidler. Oplesningsmidlet
koncentreres derpd under vacuum, og de antibiotiske stoffer udfsl-
des ved tilsztning af et ikke-oplegsningsmiddel, sd&som n-heptan.

En metode til udskillelse og udvinding af Forbindelse 46192 er

som fglger: Hel gmringsvaske indstillet til pH ca. 5,0 med 50%
svovlsyre extraheres med methylisobutylketon. Oplgsningsmidlet
fjernes i vacuum. Det merke olieagtige koncentrat udrives med hep-
tan, diethylether og endelig med ethylacetat. Det resulterende fas-
te stof opleses derpd i methanol og udfzldes ved afkeling til op-
ndelse af et nmsten hvidt pulver. En portion af dette pulver op-'
legst i chloroform chromatograferes pd silicagel, fortrinsvis "si-
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lica gel 60" (forhandlet af E. Merck, Darmstadt, BRD) og elueres
med chloroform indeholdende stigende mengder af methanol op til
et maksimum pd 3% methanol-97% chloroform. Disse fraktioner, som
er rige pd Forbindelse 46192, renses yderligere ved praparativ
tyndtlags-chromatografi ("silica gel PF-254" forhandlet af E.
Merck, Darmstadt, BRD) udvikles og elueres med ethylacetat. For-
bindelse 46192 krystalliserer fra methanol. Alle trin i rensnings-
sekvensen kontrolleres ved tyndtlags—chromatografi ("Analtech si-
lica gel Gf", chloroform/acetone, 3:1). Forbindelse 46192 synlig-
gores ved (a) udszttelse for 254 nm ultraviolet lys, (b) bioover-
lag under anvendelse af en agarsuspension indeholdende en felsom
stamme af Staphylococcus aureus eller (c) sprejtning med vand for
at finde vandafvisende pletter.

Den krystallinske form af Forbindelse 46192 har et smelte-
punkt pd 210-216 °C, er opleselig i chloroform, ethylacetat
og methylisobutylketon og uopleselig i heptan, har absorp-
tionsmaxima i ethanol i spektrets ultraviolette omrade ved
238 og 300-3055knm med Ei%cm verdier pad henholdsvis 350 og
80, har den gennemsnitlige vagtmessige sammensatning 48,49%
carbon, 5,05% hydrogen, 13,03% nitrogen, 10,88% svovl og
22,55% oxygen (som forskel), har en optisk drejning pé
[a]Dz -129° ved en koncentration pd 1% i chloroform og ud-
viser, pelleteret i KBr, karakteristisk absorption i det
infrargde omrdde ved de folgende belgelangder i pm:

2,97, 5,77, 6,02, 6,30, 6,6-6,75, 7,25, 8,25, 9,75 og
11,20.

Forbindelse 46192 er aktiv overfor en rgkke forskellige Gram-po-
sitive bakterier som belyst i tabel I.

TABEL I
Organisme Minimal inhiberende koncentration
(pg/ml)
Staphylococcus aureus sp. <0,10
Bacillus subtilis <0,10
Streptococcus pyogenes <0,10
Streptococcus faecalis <0,10

Clostridium sp. <0,12-3,12
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Signifikant beskyttelse ydes mus, som er eksperimentelt inficeret
med Staphylococcus aureus 01A005, af Forbindelse 46192 i doser pd
50-200 mg/kg og en oral dosis p& 200 mg/kg.

R& antibiotiske blandinger, sdsom de der opnds direkte fra vesken
eller i ethvert af de mellemliggende udvindingstrin, savel som
renset Forbindelse 46192 kan anvendes til behandling af antibio-
ticum-felsomme infektioner hos mennesker og dyr i parenterale do-
ser p& 200 til 1000 mg, afhzngigt af infektionens type og alvor

og det behandlede individs vegt. Oplesninger af Forbindelse 46192
i sesamolie, jordneddeolie og/eller propylenglycol i koncentratio-
ner pd 200-500 mg,/ml kan anvendes til subcutan eller intramuskulsr
indgivning. Forbindelsen kan ogsd indgives til dyr med dets foder
bestdende af smdvanlige foderingredienser, sé&som majs og sojabenns-
mel,

Virkningen af vakstfremmende midler i dyrefoder er almindeligvis
blevet bestemt ved direkte dyrefodring. GB patentskrift nr. 1 197
826 beskriver i detaljer en in vitro teknik til bestemmelse af mu-
lig vekstfremmende aktivitet hos drevtyggere. Prgvningsmetoden in-
debzrer anvendelsen af et apparat, hvori drevtyggernes fordgjelses-
processer gennemfgres og studeres in vitro. Dyrefoderet, vommate-
riale og forskellige vekstfremmende midler indfsres i og udtages
fra en laboratorieenhed under omhyggeligt kontrollerede betingel-
ser, og de zndringer der finder sted studeres kritisk og fortls-
bende, medens den mikrobielle flora i vomindholdet forbruger fo-
deret. En forggelse i propionsyreindholdet i vomvasken viser, at
det vekstfremmende middel i fodersammensmtningen har medfeort en
gnsket reaktion i vommens samlede funktion. fndringen i propion-
syreindholdet udtrykkes som procent af det propionsyreindhold,som
findes i kontrolvomvasken. Langvarige in vivo foderundersegelser
anvendes til at vise en pdlidelig korellation mellem propionsyre-
forggelse i vomvaesken og forbedret virkning pd dyr.

Vomvaske opsamles fra en fistuleret ko, som fodres pd en kommerciel
opfedningsration plus he. Vomvesken filtreres umiddelbart igennem et
osteklede, og 10 ml sattes til en 50 ml konisk kolbe indeholden~

de 400 mg standard substrat (68% majstivelse + 17% cellulose +

15% extraheret sojabennemel), 10 ml af en pH 6,8 puffer og prove-
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forbindelsen. Kolberne gennemskylles med oxygenfrit nitrogen i
omkring 2 minutter og inkuberes i et rystevandbad ved 39°C i om-
kring 16 timer. Alle prevninger gennemferes tredobbelt.

Efter inkubering blandes 5 ml af preven med 1 ml 25% metaphosphor-
syre. Efter 10 minutter tilsattes 0,25 ml myresyre, og blandingen
centrifugeres ved 1500 omdr./min. i 10 minutter. Pregver analyseres
derpé& ved gas-veske-chromatografi ifelge den metode, som er beskre-
vet af D.W. Kellog i J. Dairy Science 52, 1690 (1969). Maksimums-
hgjder for eddikesyre, propionsyre og smersyre bestemmes for pro-
ver fra ubehandlede og behandlede inkubationskolber. Resultaterne

er anfert i tabel II.

TABEL IT

Koncentration af for- Propionsyre (%) x

bindelse 46192 (ppm)

20 165
10 159
5 | 163

X Ubehandlet kontrol = 100%

P& basis af disse data kan det udledes, at forbedret foderudnyt-
telse hos drevtyggere, sdsom kveg og fér, og enmavede dyr, sdsom
heste, svin og kaniner, vil opnds ved indferelse af Forbindelse
46192 i dyrefoder. Foruden ren Forbindelse 46192 og den ré& isole-
rede forbindelse kan terret gsringsveske indeholdende Forbindelse
46192 inkorporeres i fodersammensetninger i den enskede koncentra-
tion,

Fremgangsmdden ifglge opfindelsen belyses nzrmere ved de efterfgl-
gende eksempler.



145063
12

EKSEMPEL I

Der fremstilles et sterilt vandigt medium med den folgende sammen-
setning:

Ingrediens Gram/liter
- Glucose 10
Stivelse 20
Enzymatisk nedbrudt casein 5
Dikaliumhydrogenphosphat 0,5
Cobaltchlorid 0,002
Calciumcarbonat 4
Kedmel 5
Gerekstrakt 5
pH 7,1-7,2

Celler fra en skrékultur af S. roseum subsp. incarnatum ATCC 31265
pa& ATCC medium 172 overferes til en rekke 300 ml kolber, som hver
indeholder 50 ml af dette medium, og kolberne rystes pd en rota-
tionsryster i 3-4 dage ved 28-30°C. Aliquoter af dette vakstmate-
riale overfgres til 300 ml kolber, som hver indeholder 100 ml af

det ovennzvnte sterile medium. Efter rystning i 3-4 dage. ved 28-30°C
overfores 5-10 volumenprocent af dette podemateriale til en 4 liters
fermentor indeholdende 2 liter af det felgende sterile medium:

Ingrediens Gram(liter

'Giucose 20

Sojamel 30

Majsstebevand 5 ml

Cobaltchlorid 0,002
pH 6,9-7,1

Geringen gennemferes i 70-120 timer ved 30°C under omrgring ved
1700 omdr./min. og luftning med omkring et volumen luft per volu-
men veske per minut. Hele vasken extraheres to gange med det hal-
ve volumen methylisobutylketon efterfulgt af indstilling af pH-ver-
dien til 5,0 med 50% svovlsyre. De kombinerede oplesningsmiddel-
ekstrakter koncentreres i vacuum, og den antibiotiske aktivitet
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udfeldes ved tilsstning af flere volumener n-heptan. Det faste
stof opsamles ved filtrering eller centrifugering.

EKSEMPEL 1T

Fremgangsmdden fra eksempel I kan gentages med tilsvarende resul-
tater under anvendelse af Streptosporangium roseum subsp. incarna-
tum ATCC 31266 i stedet for Streptosporangium roseum subsp. incar-
natum ATCC 31265 og et geringsmedium med den felgende sammenset-

ning:

Ingrediens Gram/liter
Glucose 10
Stivelse 20
Gerekstrakt 5
Enzymatisk nedbrudt casein 5
Cobaltchlorid 0,002
Calciumcarbonat 1
PH 6,9"791

Hele geringsvesken inddampes til terhed, fortrinsvis ved sprejte-

torring.

EKSEMPEL ITI

En gering i stor mdlestok blev gennemfort under anvendelse af po-
dematerialet og produktionsmediet fra eksempel I. En 190 liters
fermentor indeholdende 95 liter af produktionsmediet fra eksempel
I blev podet med 5 volumenprocent podemateriale af S. roseum sub-
sp. incarnatum ATCC 31265 og derpé kert i 5 dage ved 30°C med en
luftningshastighed p& 1 volumen luft per volumen veske per minut.
95 liter hel geringsveske blev extraheret med 30 liter methyliso-
butylketon efter indstilling til pH 5 med 50% svovlsyre. Oples-
ningsmidlet blev fjernet i vacuum og efterlod en megrk olie. Denne
blev udrevet i rekkefelge med 250 ml heptan, 50 ml diethylster og
derpd med 25 ml ethylacetat. Det resulterende faste stof blev der-
pd oplest i methanol og udfzldet ved afkeling til opndelse af 1,77
g af et nmsten hvidt pulver. En portion af dette pulver (1,50 g)
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blev oplest i chloroform og chromatograferet pd en sejle indehol-
dende tilnmrmelsesvis 230 g "silica gel 60" under udvikling og e-
luering med chloroform indeholdende stigende mzngder af methanol
op til et maksimum pd 3% methanol/97% chloroform. De fraktioner,
som var rige pd Forbindelse 46192, blev yderligere renset ved prao-
parativ tyndtlags-chromatografi under anvendelse af "silica gel
PF254". Det materiale, som blev opndet ved eluering med ethylace-
tat, blev krystalliseret fra methanol, smp. 210-216°C.

Forbindelse 46192 er opleselig i chloroform, ethylacetat og methyl-
isobutylketon, delvis opleselig i methanol og uopleselig i heptan.

Fuldstandig sur hydrolyse af Forbindelse 46192 viser tilstedeverel-
sen af threonin og flere uidentificerede aminosyrer. 130—NMR—spek—

tret (CDC13) antyder tilstedeverelsen af omkring 73 carbonatomer.

Anglyse giver de felgende procentforhold:

Carbon 48,49
Hydrogen 5,05
Nitrogen 13,03
Svovl 10,88
Oxygen (som forskellen) 22,55

Forbindelse 46192 er optisk aktiv med en drejning p& [a]D = -129°
(e = 1,0, CHC1,).

De ultraviolette absorptionsmaxima i ethanol er som folger:

300-305_, 1m E3%m 80

Forbindelse 46192's infrarede spektrum er vist pa tegningen. En kali-
umbromidpille viser karakteristisk absorption i det infrarsde om-
rédde ved de feglgende belgelzngder ipm: 2,97, 5,77, 6,02, 6,30,
6,6-6,75, 7,25, 8,25, 9,75 og 11,20.
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Patentkrav:

—— o o >

Fremgangsmdde til fremstilling af et antibioticum, kaldet
Forbindelse 46192, ke nde t egnet ved, at Strepto-
sporangium roseum subsp. incarnatum Routien ATCC 31265
eller Streptosporangium roseum subsp. incarnatum Routien
ATCC 31266 dyrkes under submerse aerobe betingelser i et
vandigt naringsmedium indeholdende assimilerbare kilder

for carbon og nitrogen, hvorefter den antibiotiske for-

bindelse udvindes derfra.

Fremdragne publikationer:
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