(B) (11) KUULUTUSJULKAISU

UTLAGGNINGSSKRIFT 87234
Y e v o I
s \ / N
- 1 - bl AR
(51) Kv.1k.5 - Int.c1.5
C 12pP 21704, 1/06, C 12N 1/38
(21) Patenttihakemus - Patentansdkning 861834
SUOMI-FINLAND (22) Hakemispdivd - Anstkningsdag 30.04.86
Fl (24) Alkupdivd - Lopdag 30.04.86
( ) (41) Tullut julkiseksi - Blivit offentlig 22.11.86
(44) Nahtaviksipanon ja kuul.julkaisun pvm. -
Patentti- ja rekisterihallitus Ansdkan utlagd och utl.skriften publicerad 31.08.92

Patent- och registerstyreisen

(1)

(72)

(74)

(32) (33) (31) Etuoikeus - Prioritet

21.05.85 GB 8512795 P

Hakija - Sokande

1. Gruppo Lepetit S.p.A., Via Roberto Lepetit, 8, 20124 Milano, Italia, (IT)

Keksijd - Uppfinnare

1. Assi, Francesco, 34, Via Corridoni, 20063 Cernusco Sul Naviglio (MI), Italia, (IT)
2. Lancini, Giancarlo, 4, Via Vittadini, 27100 Pavia, Italia, (IT)
3. Gianantonio, Anacleto, 1, Via Barzilai, 20146 Milano, Italia, (IT)

Asiamies - Ombud: Oy Jalo Ant-Wuorinen Ab

(54) Keksinndn nimitys - Uppfinningens bendmning

(56)

(57)

Menetelmd, joka selektiivisesti 1isdd teikoplaniini A2:n kompleksin yksittdisten

padkomponenttien suhteellista osuutta

Metod, vilken selektivt Gkar den proportunella andelen av enstaka huvudkomponenter av

teikoplanin A2 komplex

Viitejulkaisut - Anférda publikationer

EP A 137506 (C 07G 11/00), GB A 2121401 (C 07G 11/00), US A 4239751 (A 61K 35/00)

TiivisteImd - Sammandrag

Taman keksinnon kohteena on menetelmi, joka
komponenttien suhteellista osuutta T-A2-komp-
leksissa., Erityisesti taman keksinntn kohtee-
na on menetelmd, jolla saadaan teikoplaniini
Az selektiivisesti rikastettua minkd tahansa
paakomponenttinsa T-A2-1, T-A2-2, T-A2-3,
T-A2-4 ja T-A2-5 suhteen ja jossa menetel-
massd lisdtadn kannan Actinoplanes teichomy-
ceticus nov.sp. ATCC 31121 tai
joka tuottaa T-A2-kompleksia saman metaboli-

sen mutantin,

sen kaavion mukaisesti, viljelyalustaan se-
lektiivisesti tehokas midard sopivaa prekur-

soria.

Denna uppfinning avser en metod, vilken se-
lektivt Okar proportionen av enstaka T-A2-huvud-
komponenter i teikoplanin T—A2~komplex. Sdr-
skilt avser denna uppfinning en process for
erhdllande av teikoplanin A2 selektivt an-
rikad i vilken som helst av dess huvudkompo-
nenter T-A2-1, T-A2-2, T-A2-3, T-A2-4 och
T-A2-5 och i vilken process i odlingsmediet
av Actinoplanes teichomyceticus nov.sp.

ATCC 31121 eller en mutant ddrav, vilken
producerar T-A2-komplex genom samma metabo-
liska schema, tillsattes en selektivt effek-
tiv mingd av en 1dmplig prekursor.
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MENETELMA, JOKA SELEKTIIVISESTI LISAA TEIKOPLANIINI A2:n
KOMPLEKSIN YKSITTAISTEN PAAKOMPONENTTIEN SUHTEELLISTA

OSUUTTA

Teikoplaniini (aikaisemmin nimetty teikomysiini) on glyko-

peptidinen antibiootti, jota tuotetaan viljelemdalld kantaa

Actinoplanes teichomyceticus nov.sp. ATCC 31121. Tamd anti-
biootti on aktiivinen pddasiassa gram-positiivisten baktee-
reiden aiheuttamia infektioita vastaan.

Menetelman mukaan, joka on kuvattu US-patentissa 4,239,751,
teikoplaniini eristetdan tuottavan kannan kdymisliemistad

kompleksina, joka sisaltdd kolme tekijdaa, nimeltddn A1, A2
ja A3. Tekijad A2 on vallitsevassa madrin edelld mainitun
kannan kdaymisliemistd saadussa antibioottikompleksissa ja
se on kaikkein tdrkein biologisilta vaikutuksiltaan. Teki-

Jja tekijaa A, on ainocastaan vahdisissd mdarin.

Jaa A 3

1
US-patentin 4,239,751 mukaan teikoplaniini A2 (T-A2) eris-
tetdan teikoplaniini-kompleksin muista tekijoista pylvas-
kromatografisesti, kdyttden Sephadex(ﬂ) LH-20:td, joka on
ristiinkytketyn polydekstraanigeelin hydroksipropyylijoh-
dannainen, jonka ekskluusioraja on molekyylipaino noin
4000.

Laajemmassa mittakaavassa suoritetuista valmistus- ja puh-
distusmenetelmistd (esimerkiksi naitd menetelmid on esitet-
ty EPO-patenttijulkaisussa No 0122969) saadaan tavallisesti
teikomysiinituote paaasiallisesti muodostuneena teikopla-
niini A2:sta, Johon on liittyneenda pieni mddra teikoplanii-
ni A3
sa sovellutuksissa. Katso: Drugs of the Future; Vol. 9,

No 6, 1984, sivut 429-430, toimittaja J.R. Prous Publishers,
Barcelona, Espanja.

ta. Tdmad tuote on sopiva kdytettavaksi terapeuttisis-

Artikkelissa, jonka ovat julkaisseet A. Borghi, C. Coronelli
et al. julkaisussa Journal of Antibiotics, Vol. 37., No 6,
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sivut 615-620, 10.06.1984, osoitetaan, ettda teikoplaniinin
tekijd A2 (T-A2) on puolestaan viiden laheistd sukua ole-
van pdakomponentin, joilla on hyvin samanlainen polaari-
Suus, seos.

Nama komponentit, joita merkitdan T-A2-1, T-A2-2, T-A2-3,
T-A2-4 ja T-A2-5, eristetddn kdyttden ensimmaisessa vai-
heessa kdanteisfaasi-jakaantumiskromatografiaa normaali
paineessa silanoidussa piihappogeelipylvaassa. Komponent-
tien T-A2-3, T-A2-4 ja T-A2-5 puhdistaminen vaatii seuraa-
van vaiheen, jossa kdytetddn puolipreparatiivista HPLC:tad
Whatman Partisil’® 0DS M-9-pylvddssd, joka eluoidaan
0,2-prosenttisella vesipitoisella ammoniumformiaatti-ase-
tonitriili-seoksella (76:24). Kaikki mainitut komponentit
ovat kemiallisesti ja biologisesti karakterisoituja. Katso
myos GB-patenttihakemusjulkaisu No 2,121,401,

Rakenteelliset tutkimukset, joita ovat esittdaneet J.C.
Barna, D.M. Williams et al. julkaisussa J. Am. Chem. Soc.
1984, 106, 4895-4902, osoittavat, ettd teikoplaniini A2:n
padkomponentit voidaan esittdd seuraavalla rakennekaa-
valla:
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T-A2-1: R' = -CO-(CHZ)Z-CH=CH-(CH2)4-CH3
((Z)-4-dekenoyyli)
T-A2-2: R' = -CO-(CHZ)G-CH(CH3)2 (8-metyylinonanoyyli)
T-A2-3: R' = —CO-(CH2)8-CH3 (n-dekanoyyli)
53
T-A2-4: R' = -CO—(CH2)6-CH\ (8-metyylidekanoyyli)
CoHsg
T-A2-5: R' = -CO-(CH2)7-CH(CH3)2 (9-metyylidekanoyyli)
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In vitro- ja in vivo-testit, jotka on esitetty edelld mai-

nitussa GB-patenttihakemusjulkaisussa No 2,121,401, osoit-
tavat, ettd jokainen komponenteista T-A2-2, T-A2-3, T-A2-4
ja T-A2-5 on aktiivisempi kuin teikoplaniini Az-kompleksi
kokonaisena.

Sen tdahden on ilmeistd, ettd menetelmd, joka selektiivises-
ti 1isdd teikoplaniini A2:n jokaisen pddkomponentin tuotan-
toa, on ensisijaisena kohteena teikoplaniinin teollisessa
tuottamisessa. Se voisi tarjota merkittiavan teknisen edun
koskien sekd yksittdisten T-A2-pddkomponenttien eristimis-
td puhtaaksi muodoksi ettd mahdollisuutta saada T-A2-komp-
lTeksissa rikastumaan aktiivisimmat komponentit. Lisiksi
mahdollisuus muuttaa yksittiisten T-A2-pddkomponenttien
suhdetta T-A2-kompleksissa suuressa teollisessa mittakaa-
vassa tapahtuvassa kdymisessd, tarjoaa kdyttokelpoisen kei-
non sdilyttdd vakiona kdymistuotteen koostumus, jonka tulee
pysyd standardiohjeissa. Toisin sanoen, kun mistid tahansa
syystd (esim. johtuen teollisesta viljelyalustan modifikaa-
tiosta, jossa kdytetddn vahemman kalliita aineita) yksit-
taisten komponenttien prosentuaalinen koostumus pyrkii eroa-
maan standardikoostumuksesta, mahdollisuus selektiivisesti
Tisdatd jokaista T-A2-pdikomponenttia, merkitsee kdayttakel-
poista keinoa td&llaisen puutteen korjaamiseksi.

Tdmdn keksinndn kohteena on menetelmd, joka selektiivises-
ti 1isdd yksittdisten T-A2-pddkomponenttien suhdetta T-A2-
kompleksissa. Vield tarkemmin, tamidn keksinnon kohteena on
menetelmd, jolla saadaan teikoplaniini A2 selektiivisesti

rikastumaan missda tahansa pddakomponentissaan T-A2-1, T-A2-2,
T-A2-3, T-A2-4 ja T-A2-5, jossa menetelmassa Actinoplanes

teichomyceticus nov.sp. ATCC 31121-kannan tai sen mutantin,

joka tuottaa T-A2-kompleksia saman metabolisen kaavion mu-
kaisesti, viljelyalustaan lisdtaan selektiivisesti tehokas
maard T-A2:n glukoosiamiiniosaan Tiittyneen, karakterisen
asyyliryhmdn sopivaa prekursoria (katso edelld merkityksiid,

Jotka on annettu tdhteelle R'), jaljempana: "T-A2:n glukoo-
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siamiiniosan kunkin asyyliryhmdn sopiva prekursori®.

Tdaman keksinnon mukaiselle menetelmdlle on tunnusomaista,
ettd:

a) sopiva prekursori, joka Tisad T-A2-1:n suhteellista
osuutta T-A2-kompleksissa, on linolihappo, sen emasten
kanssa saadut mikro-organismille myrkyttomdt suolat ja
sen esterit mono- ja polyhydroksi-alempialkanolien kanssa;

b) sopiva prekursori, joka lisaa T-A2-2:n suhteellista
osuutta T-A2-kompleksissa, on valiini, sen hapon ja emds-
ten kanssa saadut mikro-organismille myrkyttomat suolat,
alfa-keto-isovaleriaanahappo, sen emdsten kanssa saadut
mikro-organismille myrkyttomdat suolat, sen esterit mono-
ja polyhydroksi-alempialkanolien kanssa, isovoihappo, sen
emasten kanssa saadut mikro-organismille myrkyttomat suo-
lat, sen esterit mono- ja polyhydroksi-alempialkanolien
kanssa, isobutanoli ja sen happojen kanssa saadut mikro-
organismille myrkyttomat suolat;

c) sopiva prekursori, joka lisdd T-A2-3:n suhteellista
osuutta T-A2-kompleksissa, on 0ljyhappo, sen emdsten kans-
sa saadut mikro-organismille myrkyttomat suolat, sen este-
rit mono- ja polyhydroksi-alempialkanolien kanssa;

d) sopiva prekursori, joka 1lisda T-A2-4:n suhteellista
osuutta T-A2-kompleksissa, on isoleusiini, sen happojen ja
emasten kanssa saadut mikro-organismille myrkyttomat suo-
lat, alfa-keto-beta-metyylivaleriaanahappo, sen emasten
kanssa saadut mikro-organismielle myrkyttomat suolat, sen
esterit mono- ja polyhydroksi-alempialkanolien kanssa, 2-
-metyylivoihappo, sen emdsten kanssa saadut mikro-organis-
mille myrkyttomit suolat, sen esterit mono- ja polyhydrok-
si-alempialkanolien kanssa, 2-metyylibutanoli ja sen happo-
jen kanssa saadut mikro-organismille myrkyttomdat esterit;
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e) sopiva prekursori, joka lisda T-A2-5:n suhteellista
osuutta T-A2-kompleksissa, on leusiini, sen happojen ja
emdsten kanssa saadut mikro-organismille myrkyttomat suo-
lat, isovaleriaanahappo, sen emdasten kanssa saadut mikro-
organismille myrkyttomdt suolat, sen esterit mono- ja poly-
hydroksi-alempialkanolien kanssa, alfa-keto-isokaproni-
happo, sen emdsten kanssa saadut mikro-organismille myrkyt-
tom6t suolat, sen esterit mono- ja polyhydroksi-alempialka-
nolien kanssa, isoamyylialkoholi ja sen happojen kanssa
saadut mikro-organismille myrkyttomdt esterit.

Suolat emdasten kanssa, jotka ovat myrkyttomid mikro-organis-
mille, ovat suoloja, joissa annetun kationin tyyppi ja kon-
sentraatio on sellainen, ettd se ei heikennd mikro-organis-
miviljelmdan kasvua tai toivotun antibiootin tuotantoa huo-
mattavassa madrin. Esimerkkeja mainituista kationeista ovat
natrium, kalium, ammonium ja vastaavat.

Esterit mono- ja polyhydroksi-alempialkanolien kanssa ovat
estereita (C1—C6)a1kano1ien kanssa, joissa on 1, 2, 3, 4, 5

tai 6 hydroksifunktiota per molekyyli.

Kdytettdessa (C4-C6)a1kano1eja, niiden tdytyy olla erilai-
sia kuin ne, jotka toimivat muiden T-A2-padkomponenttien
prekursoreina (esim. isobutanoli, isoamyylialkoholi ja
2-metyylibutanoli) jollei toivota yhden tai useamman maini-
tun komponentin samanaikaisesti lisdantyvan.

Edullisia esimerkkejd polyhydroksi-alkanoleista ovat gly-
seroli ja propyleeniglykoli.

Kun alempialkanolia on lasnd erilaisissa enantiomeerisissa
ja epimeerisissa muodoissa, tdssa esitetyssd selityksessa

ja vaatimuksissa, tarkoitetaan sekd yksittaistd muotoa erik-
seen ettd yksittaisten muotojen seosta missa tahansa suh-
teessa.

Esterit, jotka ovat myrkyttomid mikro-organismille, ovat
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(CZ-CZZ)a1kanoyy11esterit, joissa alkanoyyliosan tyyppi
ja konsentraatio kaymisalustassa on sellainen, ettd se ei
heikennd mikro-organismiviljelmdn kasvua tai toivotun
antibiootin tuotantoa huomattavassa mdadrin. Yleensd suo-
raketjuiset (C2—C4)a1kano1it ovat edullisia.

Tdmdan keksinnon mukainen menetelmd kasittdd edelld maini-
tun kannan viljelyn vesipitoisessa ravintoalustassa, joka
sisdltdd assimiloituvan hiilildhteen, assimiloituvan typpi-
ldhteen ja epdorgaanisia suoloja, tavanomaisissa olosuh-
teissa, jotka on esitetty tunnetussa tekniikassa teiko-
planiinin tuottamiseksi, silla parannuksella, ettd selek-
tiivisesti tehokas madrd sopivaa prekursoria lisatdan kay-
misalustaan ennen kannan ymppdamistd tai kdaymisprosessin
kuluessa, jolloin selektiivisesti lisdantyy yhden tai useam-
man teikoplaniini Az-kompponettien T-A2-1, T-A2-2, T-A2-3,
T-A2-4 ja T-A2-5 tuotanto.

Maininta "sen mutantti, joka tuottaa T-A2-kompleksia saman
metabolisen kaavion mukaisesti" tarkoittaa niitd luonnolli-
sia tai keinoteikoisia Actinoplanes teichomyceticus ATCC

31121 (peruskanta) -kannan mutantteja, jotka tuottavat T-A2-
kompleksia kayttamalld olennaisesti samoja entsymaattisia
systeemeja kuin peruskanta, tuoden T-A2-kompleksiin R'

rasva-asyyliosan.

Tdssda selityksessd ja vaatimuksissa sanonnalla "selektiivi-
sesti tehokas mdard" tarkoitetaan selektiivisen prekursorin
mdarad, joka lisdttdessda viljelyalustaan muodostaa selektii-
visen prekursorin konsentraation, joka on riittavd aikaan-

saamaan T-AZ2-kompleksin spesifisen komponentin selektiivi-

sen lisddntymisen, aiheuttamatta myrkyllisid vaikutuksia

mikro-organismiin.

Ravintoviljelyalusta, joka on sopiva T-A2:ta tuottavan kan-
nan kdymiseen ja jota voidaan kdyttdda taman keksinnon mukai-
sessa suoritusmuodossa, sisdltdd tavallisesti: sopivan hii-

Tildhteen, joka voi olla esimerkiksi sokeri (esim. glukoo-
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si, sakkaroosi, maltoosi), polysakkaridi (esim. tarkkelys,
dekstraani), polyalkoholi (esim. glyseroli, propyleenigly-
koli); sopivan typpildhteen, joka voi olla esimerkiksi am-
moniumsuola, asparagiini, maapahkindjauho, soijapapujauho,
lihauute, tryptoni, peptoni, hiiva-hydrolysaatti, hiiva-
uute ja maissineste (corn step liquor); happamia mineraali-
suoloja, kuten natriumkloridia, kalsiumkarbonaattia, mag-
nesiumsulfaattia.

Kdymisen suorittamiseksi kaytetdaan vaihtelevia aikoja 50 -
200 tuntia, aerobisia olosuhteita, Tampotila on 250C -
350C, mieluimmin 27°C - 33°c. Sopivien prekursoreiden se-
lektiivisesti tehokkaan mdardn lisdaminen voidaan tehdd
kdaymisalustaan ennen kuin ympdtdan tuottavalla kannalla,
kuitenkin se mieluimmin tehdddn 24 - 48 tuntia sen jalkeen,
kun kdyminen on aloitettu. Lisdys voidaan tehdd yhdella
kertaa tai useissa annoksissa tai jatkuvasti.

Tamdn keksinnon mukaisen tyypillisen suoritusmuodon mukaan
kaurajauhoagarivinopinnoilla oleva Actinoplanes teicho-

myceticus-kanta ympatdan pulloon, joka sisaltda 100 ml
kasvualustaa. 36 tunnin kuluttua kaytetddan viljelman ndyt-
teitda (5 ml) ympattaessda joukko kaymispulloja, jotka sisdl-
tdavdt 100 ml kaymisalustaa. 24 tunnin ja 48 tunnin kaymi-
sen jalkeen selektiivisesti tehokas madara prekursoria 1li-
sdtddan niinkuin on esitetty. Jos halutaan samanaikaisesti
kahden tai useamman T-A2-kompleksin padkomponentin lisdan-
tyvdn, samaan kdaymispulloon voidaan lisdtd kaksi tai useam-
pi prekursori. Kiymistd jatketaan vield 60 - 150 tuntia,
kasvualusta sentrifugoidaan ja liemestd otetut ndytteet ana-
lysoidaan T-A2-padkomponenttien konsentraation osalta kor-
keapaine-nestekromatografisesti (HPLC).

Prekursorin lisaaminen suoritetaan tavallisesti siten,
etti se ei muuta etukateen sdadettya kdaymisalustan pH-ar-
voa. Niin ollen esimerkiksi, kun vapaat happo-prekursorit

lisatddan suoraan kasvatusalustaan, pH-arvoa kontrolloidaan
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puskuroimalla kasvatusalusta tai neutraloimalla valittomds-
ti emiksilla, jotka ovat myrkyttomia mikro-organismille.

Kun lisattava prekursori on aminohappo, se voidaan lisdtad
kaymisalustaan sen suolan vesipitoisena liuoksena, joka
suola saadaan happojen tai emdsten kanssa, jotka eivat ole
myrkyllisia tuottavalle mikro-organismille, esim. hydroklo-
ridit ja natriumsuolat. Sekd raseemisia seoksia ettd opti-
sesti aktiivisia isomeereja voidaan kdyttd prekursoreina.

Kuitenkin ainakin jossain tapauksissa L-muodon lisdd@minen
antaa suurempia saantoja kuin vastaava D-muoto.

Timin keksinnon mukaiselle edulliselle suoritusmuodolle on
siksi kuvaavaa, ettd kdytetdan L-aminohappo-prekursoria
teikoplaniini Az-kompleksin T-A2-2:n (valiini, sen suola
tai esteri), T-A2-4:n (L-isoleusiini, sen suola tai este-
ri) ja/tai T-A2-5:n (L-leusiini, sen suola tai esteri)

‘konsentraation lisdamiseksi. Tdmdn edullisen suoritusmuo-

don mukaan on myos mahdollista lisdta T-A2-2:n, T-A2-4:n
tai T-A2-5:n prosenttia kdymistuotteessa aina 90 - 95 pro-
senttiin kompleksissa.

Alempialkaanihappo-prekursoreilla (esim. isovoihappo, 2-
-metyylivoihappo, isovaleriaanahappo, alfa-keto-isovaleri-
aanahappo, alfa-keto-beta-metyylivaleriaanahappo ja alfa-
-keto-isokapronihappo) lisdys voidaan tehdd kdayttden niiden
suolojen vesipitoista liuosta, jotka suolat saadaan myrkyt-
tomien emasten kanssa; edullisia ovat tavallisesti ammonium-

ja natriumsuolat.

Kiytettdessd tyydyttamattomien rasvahappojen, kuten lino-
1ihapon ja 01jyhapon suoloja, sopivana prekursorina ovat
edullisia yleensd natriumsuolat. Kuitenkin mitd tahansa
emiksen kanssa saatua suolaa, joka ei ole myrkyllinen

tuottavalle kannalle, voidaan kdyttaa.
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Kun kdytetddn edelld mainittujen alempialkanaanihappojen
Ja tyydyttymdttomien rasvahappojen estereitd, jotka saadaan
monohydroksialempialkanolien kanssa, prekursoreina, maini-
tut esterit johdetaan tavallisesti metanolista, etanolista
ja propanolista, vaikka voidaan kdyttda myos estereitd,
Jotka valmistetaan C4—C6—a1kano1ien kanssa. Tdssd tapauk-
sessa C4-C6-alkanolin tdaytyy olla erilainen kuin ne, jotka
toimivat muiden T-A2-pdakomponenttien prekursoreina (esim.
isobutanoli, isoamyylialkoholi ja 2-metyylibutanoli) ellei
haluta nostaa yhden tai useamman mainitun komponentin suh-
teellista osuutta samanaikaisesti.

Edel1d mainittujen alempialkaanihappojen ja tyydyttymatto-
mien rasvahappojen edullisia estereits polyhydroksi-alem-
pialkanolien kanssa ovat esterit etyleeniglykolin ja glyse-
rolin kanssa, esim. tri-isobutyriini, tri-oleiini ja tri-
-Tinoleiini.

Tyydyttymattomien rasvahappojen lisdaminen voidaan suorit-
taa myos kdyttamalla luonnollisia raaka-aineita, jotka si-
sdltdvdt mainittuja happoja sellaisinaan tai niiden glyse-
ridejd. Esimerkiksi kaupallinen soijapapudljy tavallises-

ti sisdltdd noin 20 - noin 35 ¢ O0ljyhappoa ja noin 50 % -

- noin 60 % linolihappoja triglyserideini; laardi sisiltii
noin 40 - noin 55 % 6l1jyhappoa; puuvillansiemendljy sis3dltia
noin 20 - noin 45 % 6ljyhappoa ja noin 30 - noin 55 % 1i-
nolihappoa; auringonkukkasiemen6ljy sisdltdd noin 15 - noin
25 % 6ljyhappoa ja noin 65 - noin 75 ¢% Tinolihappoa.

Alkanoli-prekursorit, kuten isobutanoli, isoamyylialkoholi
Ja 2-metyylibutanoli, 1isdtddn tavallisesti sellaisenaan
kdymisalustaan. Kuitenkin ne voidaan 1isdtd myds happojen
estereind, jotka eivdt ole myrkyllisij mikro-organismeille.
Ndiden happojen tulee olla erilaisia, kuin ne, jotka voi-
vat toimia muiden T-A2-pddakomponenttien prekursoreina
(esim. isovoihappo, isovaleriaanahappo, 2-metyylivoihappo,
Tinolihappo jne. ellei toivota samanaikaisesti yhden tai
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useamman mainitun komponentin lissintymistd. Tavallisesti
esterit lineaaristen alempialkaanihappojen, kuten etikka-,

propioni- ja voihapon kanssa ovat edullisia.

"Selektiivisesti tehokas mazra", joka lisdtddn kdaymisalus-
taan timin keksinnon mukaisesti riippuu prekursorin tyy-
pistd. Tavallisesti alempialkaanihappojen (isovoihappo,
2-metyylivoihappo, isovaleriaanahappo) estereiden ja tyy-
dyttymattomien rasvahappojen (1inolihappo, 61ljyhappo) es-
saamiseksi kaymisalustaan, vaihtelevat valilla 0,5 g/1 -

- 15 g/1, edullisen alueen ollessa valilla 1 g/1 - 5 g/1.
Alempialkanoleilla (isobutanoli, 2-metyylibutanoli, iso-
amyylialkoholi) tai niiden happojen kanssa saaduilla mik-
ro-organismille myrkyttomilld estereilld, maarat, joilla
saadaan konsentraatio, vaihtelevat valilla 0,5 g/1 - 5 g/1,
edullisen kiyttdalueen ollessa vdlilld 1 g/l - 2 g/1.

Aminohapoilla (esim. valiini, leusiini, isoleusiini) ja
keto-hapoilla (alfa-keto-isovaleriaanahappo, alfa-keto-
-beta-metyylivaleriaanahappo, alfa-keto-isokapronihappo)
tai niiden happojen ja emdsten kanssa saaduilla suoloilla
ngelektiivisesti tehokas madra", joka lisatdan kdaymisalus-
taan, vaihtelee tavallisesti valilla 0,5 g/1 - 5 g/,
alueen 1 g/1 - 3 g/1 ollessa edullinen.

Kun alempialkaanihappoja (esim. isovoihappoa, 2-metyyli-
voihappoa, isovaleriaanahappoa), tyydyttymattomia rasva-
happoja (esim. linolihappoa, 61jyhappoa) tai ndiden suolo-
ja lisdtaan suoraan kaymisalustaan, "selektiivisesti teho-
kas miari" vaihtelee tavallisesti vililla 0,1 g/1 - 2,5 g/l,
alueen 0,3 g/1 - 1,5 g/1 ollessa edullinen.

Suuremmat konsentraatiot ovat vielad tehokkaita edistden T-A2-
paakomponenttien selektiijvistd lisdantymistd, mutta T-A2-
kompleksin kokonaissaanto pienenee, koska ilmenee toksisia

vaikutuksia mikro-organismilia.
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Seuraavat esimerkit kuvaavat yksityiskohtaisesti tamin
keksinnon erditd spesifisid suoritusmuotoja.

ESIMERKKI 1

YLEINEN MENETELMA

Kannan Actinoplanes teichomyceticus nov.sp. ATCC 31121

yksi kaura-agarvinopinta ympattiin 500 ml:n pulloon, joka
sisdalsi 100 ml seuraavaa kasvualustaa:

glukoosia 10 g/1
peptonia Difco 4 g/1
hiivauutetta 4 q/1
MgSO4 0,5 g/1
CaCO3 5 g/1
standardi oligoalkuainetta T ml jokaista liuoksista
A, B ja C
vettd 1000 m]

(pH saadettiin arvoon 6,7 steriloinnin jalkeen)

Liuos A: 10 % natriumkloridi (paino/til.)

Liuos B: 10 % kalsiumkloridi (paino/til.)

Liuos C: H3BO3: 50 mg; CuSO4: 4 mg; KI: 10 mg; FeC13: 20 mg;
MgS0,: 40 mg; FeSO0,: 40 mg; (NH4)2M004: 20 mg;
100 ml:ssa tislattua vetta.

Kasvatettiin 36 tuntia pyOrivdassd ravistelijassa, jonka jal-
keen kdytettiin 5 ml viljelmdd ympdttidessd testipullot ja
standardipullot, jotka sisalsivat jokainen 100 ml kaymis-
alustaa, jonka koostumus oli seuraava:

hiivaa (yeast lisate) 5 g/1
asparagiinia 1,5 g/1
glukoosia 20 g/1
Mgso, 0,5 g/1
Caco, 5 g/1
standardi oligoalkuainetta T ml jokaista liuoksista

A, B ja C
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vettd 1000 ml
(pH sdadettiin arvoon 6,9 steriloinnin jilkeen)

Liuokset A, B ja C samat kuin edella.

Kdyminen suoritettin 28-30%C:ssa pydorivdssd ravistelijassa.
24 tunnin kuluttua lisdttiin sopiva prekursori. Viljelmi
sentrifugoitiin 72 tunnin kuluttua ja ndytteet, jotka oli-
vat 50 ul lientd, analysoitiin T-A2-pddkomponenttien kon-
sentraation suhteen.

Analyysi suoritettiin kayttden seuraavaa HPLC-menetelmids:
a. EROTTAMINEN GRADIENTTI-KAANTEISFAASTIJAKAANTUMISELLA

Laite: pumppu Varian 5000 A;
detektori Varian 254 mikrometrilla:
injektori Rheodyne model 7125;
integraattori Spectra Physics model 4000;

Kolonni: Zorbax® 0DS 5 mikrometria, 4,6 x 150 mm;
(Du Pont)
Liikkuva faasi: A) CH3CN: 0,025 M NaH2PO4 1:9, pH 6,0
B) CH3CN: 0,025 M NaH2P04 7:3, pH 6,0
Gradientti
profiili: Tineaarinen alkaen 0 prosentista B:ta -

50 prosenttiin B:tda 30 minuutissa, virtaus-
nopeus 2 ml/min.

Injektio: 50 pl kdymislientd
retentioajat (minuutteja)
T-A2-1 = 16,9
T-A2-2 = 18,0
T-A2-3 = 18,6
T-A2-4 = 20,5

T-A2-5 = 20,9
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Sisdinen standardi: 3,5-dihydroksitolueeni (retenticaika
6,3 minuuttia).

b. PROSENTUAALINEN JAKAUTUMINEN

Komponentit erotettiin edelld esitetylld menetelmdalla ja
niiden suhteellinen jakautuminen saatiin prosenttina vii-
den piikin kokonaisalasta, kayttden alaprosenttimenetelmaa.
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ESIMERKKI 2
YLEINEN MENETELMA

Actinoplanes teichomyceticus nov.sp. ATCC 31121-kanta

esiviljeltiin 500 ml:n ravistelupullossa, joka sisdlsi
100 ml seuraavaa kasvualustaa:

lihauutetta 3 g/1
tryptonia 5 g/1
hiivauutetta 5 g/1
glukoosia 1 g/1
liukenevaa tdrkkelystd 24 g/1
kalsiumkarbonaattia 5 g/1
vettd 1000 m1l

(pH sdddettiin steriloinnin jalkeen arvoon 6,7)

Pulloja ravisteltiin 24 tuntia 28-300C:ssa, Jonka jdlkeen
esiviljelmdd kdytettiin ympdttdessd kaymisastiat, joista
jokainen sisdlsi 10 litraa seuraavaa ravintoalustaa:

Tihauutetta 4 g/1
peptonia 4 g/1
hiivauutetta 1 g/1
natriumkloridia 2,5 g/1
soijapapujauhoa 10 g/1
glukoosia 50 g/1
kalsiumkarbonaattia 5 g/1
vesijohtovettd q.s. 1000 ml

(pH sdddettiin steriloinnin jdlkeen arvoon 6,9).

Kdymisastioita inkuboitiin aerobisesti, samalla hiammentaden
24 tuntia, jonka jalkeen sopiva prekursori lisattiin. Kdy-
mistd jatkettiin edelleen 90 tuntia, jonka jalkeen kaymis-
astioista korjattiin tuote. Liemestd otetut ndytteet (100

ml) suodatettiin pH-arvossa 11 (pH sdddettiin 1isdamalli

20-prosenttista (paino/til.) natriumhydroksidia) ja analy-
soitiin menetelmdl11d, joka esitettiin esimerkissda 1 injek-
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toimalla 40 pl jokaista suodatettua ndyteliuosta, jonka
pH oli sdadetty arvoon 7,38 0,1 M fosfaattipuskurilla.
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Vertailua varten myristiinihappoa, tripalmitiinia ja tri-
steariinia lisdttiin neljddan kdymisastiaan konsentraatios-
sa ollessa vastaavasti 1 g/1, 5 g/1 ja 10 g/1 edelld esi-
tetyissd olosuhteissa. Minkdan T-A2-padkomponentin suhteen
ei havaittu Tisddntymista.

ESIMERKKI 3

Kantaa Actinoplanes teichomyceticus nov.sp. ATCC 31121

esiviljeltiin kuten esimerkissd 2 on kuvattu. Esiviljel-
man pulloja kaytettiin ympdattdessd kaymisastia, joka si-
salsi 10 litraa ravintoalustaa, joka on esitetty esimer-

kissa 2.

Kaymisastia inkuboitiin aerobisesti, samalla hammentden
25%C:ssa 24 tuntia, jonka jdlkeen lisattiin 2 g/1 L-va-
Tiinia. L-valiini oli etukdteen liuotettu veteen (2 g/15

ml) 1isdamdlla rikkihappoa pH-arvoon 3 asti ja saatua liuos-

ta oli hammennetty 120°C:ssa 10 minuutin ajan.

Kaymistd jatkettiin 25%C:ssa edelleen 50 tuntia, jonka
jalkeen kdymisastiasta otettiin tuote talteen.

Liemi suodatettiin pH-arvossa 11 ja analysoitiin menetel-
man mukaan, joka on esitetty esimerkissd 1, se sisdlsi
220 pg/t T-A2-kompleksia, jolla oli seuraava koostumus:
T-A2-1: 2%; T-A2-2: 95%; T-A2-3: 3%.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd teikoplaniini A,:n (T-A2) valmistamiseksi se-
lektiivisesti rikastettuna minkd tahansa pd8komponenttinsa
T-A2-1, T-A2-2, T-A2-3, T-A2-4 tai T-A2-5 suhteen, t un -
nettu siitd, ettd kannan Actinoplanes teichomyceticus
nov.sp. ATCC 31121, viljelyalustaan lis&t&8n T-A2:n glu-
koosiamiiniosan kunkin asyyliryhm&n sopivaa prekursoria,
jolloin

a) sopiva prekursori, joka lis#¥ T-A2-1:n suhteellista
osuutta T-A2-kompleksissa on linolihappo, sen emd&sten kans-
sa saadut mikro-organismille myrkytt&mdt suolat 0,1-2,5
g/l:n mé8r&nd ja sen esterit mono- ja polyhydroksi-alempi-
alkanolien kanssa 0,5-15 g/l:n mddrénd,

b) sopiva prekursori, joka lisdd8 T-A2-2:n suhteellista
osuutta T-A2-kompleksissa on valiini, sen happojen ja
emdsten kanssa saadut mikro-organismille myrkyttdm&t suo-
lat 0,5-5 g/1:n m88r&8nd8, alfa-keto-isovaleriaanahappo, sen
emdsten kanssa saadut mikro-organismille myrkytt&mdt suo-
lat, sen esterit mono- ja polyhydroksi-alempialkanolien
kanssa 0,5-5 g/1:n m83rdnd, isovoilhappo ja sen emdsten
kanssa saadut mikro-organismille myrkytt&m&t suolat 0,1-
2,5 g/1:n m88rdnd, sen esterit mono- ja polyhydroksi-
alempialkanolien kanssa 0,5-15 g/l:n m88rdnd tai isobuta-
noli ja sen happojen kanssa saadut mikro-organismille myr-
kyttdmdt esterit 0,5-5 g/1l:n m88r&nd,

c) sopiva prekursori, joka lis8d T-A2-3:n suhteellista
osuutta T-A2-kompleksissa on 8ljyhappo, sen emdsten kans-
sa saadut mikro-organismille myrkytt¥m&t suolat 0,1-2,5
g/l:n m88rdnd, sen esterit mono- ja polyhydroksi-alempial-
kanolien kanssa 0,5-15 g/l:n m8&rdn4,

d) sopiva prekursori, joka lis#8 T-A2-4:n suhteellista
osuutta T-A2-kompleksissa on isoleusiini, sen happojen ja
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emisten kanssa saadut mikro-organismille myrkyttdmét suo-
lat 0,5-5 g/l:n mddrdnd, alfa-keto-beta-metyylivaleriaana-
happo, sen em#sten kanssa saadut mikro-organismille myr-
kytt8m4dt suolat, sen esterit mono- ja polyhydroksi-alempi-
alkanolien kanssa 0,5-5 g/l:n m#&r3n3, 2-metyylivoihappo,
sen emisten kanssa saadut mikro-organismille myrkyttdm&t
suolat 0,1-2,5 g/l:n m#4r&n¥, sen esterit mono- ja poly-
hydroksi-alempialkanolien kanssa 0,5-15 g/1l:n mé8rdnd tai
2-metyylibutanoli ja sen happojen kanssa saadut mikro-
organismille myrkyttdm#t esterit 0,5-5 g/l:n m&é8rdnd,

e) sopiva prekursori, joka lisdd T-A2-5:n suhteellista
osuutta T-A2-kompleksissa on leusiini, sen happojen ja
emisten kanssa saadut mikro-organismille myrkytt&m&dt suo-
lat 0,5-5 g/l:n m&4r&n¥, isovaleriaanahappo, sen emdsten
kanssa saadut mikro-organismille myrkytt&mét suolat 0,1-
2,5 g/1:n m#4r&n¥, sen esterit mono- ja polyhydroksi-alem-
pialkanolien kanssa 0,5-15 g/l:n mddrdnd, alfa-keto-iso-
kapronihappo, sen emdsten kanssa saadut mikro-organismille
myrkytt®mit suolat, sen esterit mono- ja polyhydroksi-
alempialkanolien kanssa 0,5-5 g/l:n médrdnd tai isoamyyli-
alkoholi ja sen happojen kanssa saadut mikro-organismille
myrkyttdm&t esterit 0,5-5 g/l:n m&83rana.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm#, t unn e t-
t u siit4d, ettd sopiva prekursori, joka lisdt&&n on lino-
lihappo tai sen emdsten kanssa saadut mikro-organismille
myrkyttémét suolat, ja vastaava selektiivisesti tehokas
m84r4 vaihtelee v&1ill4 0,3-1,5 g/1l.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t un n e t-
t u siit4, ettHd sopiva prekursori, joka lis#tdén, on 1i-
nolihapon esteri mono- tai polyhydroksi-alempialkanolin
kanssa, ja vastaava selektiivisesti tehokas mé3rd vaihte-
lee v&1ill8 1-5 g/1.
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4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm¥, t un n e t-

t u siit¥, ettd sopiva prekursori, joka lis&t¥8n, on va-

liini tai sen happojen ja em#sten kanssa saadut mikro-or-

ganismille myrkytt&m#t suolat, ja vastaava selektiivisesti
tehokas m44r¥ vaihtelee v41i114 1-3 g/l.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm#, t un n e t-
t u siit¥, ettd sopiva prekursori, joka lis&t88n, on iso-
voihappo tai sen emdsten kanssa saadut mikro-organismille
myrkyttdmdt suolat, ja vastaava selektiivisesti tehokas
m&&rd vaihtelee v41i114 0,3-1,5 g/1.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t un n e t-
t u siitd, ettd sopiva prekursori, joka lis#t#%n, on iso-
voihapon esteri mono- tai polyhydroksi-alempialkanolin
kanssa, ja vastaava selektiivisesti tehokas m&4r% vaihte-
lee v&11118 1-5 g/1.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unn e t-
t u siitd, ettd sopiva prekursori, joka 1is4t&%4n, on iso-
butanoli tai sen happojen kanssa saadut mikro-organismille
myrkyttdmét esterit, ja vastaava selektiivisesti tehokas
m&8rd vaihtelee v41i114 1-2 g/1.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm3, t u n n e t-
t u siit¥, ett¥ sopiva prekursori, joka lis&t84n, on 81-
jyhappo tai sen em4sten kanssa saadut mikro-organismille
myrkytt&mét suolat, ja vastaava selektiivisesti tehokas
mddrd vaihtelee v41il14 o0,3-1,5 g/l.

9. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm#, t un n e t-

t u siitd, ettd sopiva prekursori, joka lis&t&3n, on 81-
jyhapon esteri mono- tai polyhydroksi-alempialkanolin kans-
sa, ja vastaava selektiivisesti tehokas m#4r4 vaihtelee
vdlills 1-5 g/1.
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10. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm#, t un n e t-
t u siit#, ett4 sopiva prekursori, joka lis&dtddn, on iso-
leusiini tai sen happojen ja emisten kanssa saadut mikro-
organismille myrkyttdmét suolat, ja vastaava selektiivi-
sesti tehokas m#4r4 vaihtelee v#11ill4 1-3 g/1.

11. Mink4 tahansa edell¥ esitetyn patenttivaatimuksen mu-
kainen menetelm%, t unnet t u siit¥, ettd kdyminen
suoritetaan l4mpStilassa, joka on v#&lilld 25°C ja 35°C, ja
mieluimmin v81i114 27°C ja 35°C.

12. Mink4 tahansa edelli esitetyn patenttivaatimuksen mu-
kainen menetelm¥, tunne t tu siitd, ettd sopiva pre-
kursorin lis&&minen suoritetaan 24-48 tuntia sen jdlkeen,

kun k#yminen on alkanut.
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Patentkrav

1. Férfarande for framstdllning av teikoplanin A, (T-A2)
selektivt anrikad med avseende pd vilken som helst av
dess huvudkomponenter T-A2-1, T-A2-2, T-A2-3, T-A2-4 el-
ler T-A2-5, kd8annetecknat ddrav, att od-
lingsmediet av stammen Actinoplanes teichomyceticus nov.

sp. ATCC 31121 tills#tts med en ldmplig prekursor av var

och en acylgrupp av glukosamindelen av T-A2, varvid

a) en lamplig prekursor, som &kar den proportionella an-
delen av T-A2-1 i T-A2-komplexet, &r linolsyra, dess sal
ter med baser, vilka &r giftfria foér mikroorganismen, i
en mangd av 0,1-2,5 g/1 och dess estrar med mono- och
polyhydroxi-lagalkanoler i en m#ngd av 0,5-15 g/l,

b) en l1l&mplig prekursor, som 8kar den proportionella an-
delen av T-A2-2 i T-A2-komplexet, &r valin, dess salter
med syror och baser, vilka &r giftfria fo6r mikroorga-
nismen, i en m&ngd av 0, 5-5 g/1l, alfa-keto-isovaleriansy
ra, dess salter med baser, vilka &r giftfria f6r mikro-
organismen, dess estrar med mono- och polyhydroxi-lagal-
kanoler, i en m&ngd av 0, 5-5 g/l, isosmérsyra och dess
salter med baser, vilka &4r giftfria for mikroorganismen,
i en m&ngd av 0,1-2,5 g/1, dess estrar med mono- och po-
lyhydroxi-lagalkanoler i en m&ngd av 0,5-15 g/l eller
isobutanol och dess estrar med syror, vilka &r giftfria
for mikroorganismen, i en méngd av 0,5-5 g/l,

c) en ldmplig prekursor, som &kar den proportionella an-
delen av T-A2-3 i T-A2-komplexet, dr cleinsyra, dess salter
med baser, vilka &r giftfria f&r mikroorganismen, i en
mangd av 0,1-2,5 g/1, dess estrar med mono- och polyhyd-
roxi-l3agalkanoler i en mangd av 0,5-15 g/1,

d) en l&mplig prekursor, som &kar den proportionella an-
delen av T-A2-4 i T-A2-komplexet, &r isoleucin, dess sal
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ter med syror och baser, vilka &r giftfria for mikroorga-
nismen, i en mdngd av 0,5-5 g/1, alfa-keto-beta-metylva-
leriansyra, dess salter med baser, vilka 8r giftfria for
mikroorganismen, dess estrar med mono- och polyhydroxi-
ldgalkanoler, i en méngd av 0,5-5 g/1, 2-metylsmorsyra,
dess salter med baser, vilka &r giftfria f6r mikroorga-
nismen, i en mdngd av 0,1-2,5 g/l, dess estrar med mono-
och polyhydroxi-lagalkanoler i en mingd av 0,5-15 g/1
eller 2-metylbutanol och dess estrar med syror, vilka &r

giftfria fo6r mikroorganismen, i en mdngd av 0,5-5 g/1,

e) en lamplig prekursor, som 6kar den proportionella an-
delen av T-A2-5 i T-A2-komplexet, &r leucin, dess salter
med syror och baser, vilka ar giftfria f6r mikroorga-
nismen, i en mangd av 0,5-5 g/1, isovaleriansyra, dess
salter med baser, vilka 4r giftfria for mikroorganismen,
i en midngd av 0,1-2,5 g/1, dess estrar med mono- och po-
lyhydroxi-lagalkanoler, i en mangd av 0,5-15 g/1, alfa-
keto-isokapronsyra, dess salter med baser, vilka ar gift-
fria foér mikroorganismen, dess estrar med mono- och po-
lyhydroxi-lagalkanoler i en mdngd av 0,5-5 g/1 eller iso-
amylalkohol och dess estrar med syror, vilka &r giftfria

f8r mikroorganismen, i en m#ngd av 0,5-5 g/l.

2. Férfarande enligt patentkravet 1, k d@d&nnetec k -
n a t dirav, att en lamplig prekursor, som tillsatts, ar
linolsyra eller dess salter med baser, vilka ar giftfria
f6r mikroorganismen, och den motsvarande selektivt effek-

tiva mingden varierar mellan 0,3-1,5 g/l1.

3. Fdrfarande enligt patentkravet 1, k d&nnetec k -
n a t darav, att en lamplig prekursor, som tills&tts, ar
en ester av linolsyra med en mono- eller polyhydroxi-1lag-
alkanol, och den motsvarande selektivt effektiva mangden

varierar mellan 1-5 g/1.
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4. Forfarande enligt patentkravet 1, k & nneteck -
n a t ddrav, att en l8mplig prekursor, som tills3tts, &r
valin eller dess salter med syror och baser, vilka &r
giftfria f6r mikroorganismen, och den motsvarande selek-

tivt effektiva midngden varierar mellan 1-3 g/1.

5. Forfarande enligt patentkravet 1, k 4 nneteck -
n a t ddrav, att en lamplig prekursor, som tills#dtts, &r
isosmbrsyra eller dess salter med baser, vilka &r gift-
fria f6r mikroorganismen, och den motsvarande selektivt

effektiva mdngden varierar mellan 0,3-1,5 g/1.

6. F6rfarande enligt patentkravet 1, k 4 nneteck -
n a t ddrav, att en ldmplig prekursor, som tills&tts, &r
en ester av isosmdrsyra med en mono- eller polyhydroxi-

lagalkanol, och den motsvarande selektivt effektiva ming-

den varierar mellan 1-5 g/l1.

7. Fbrfarande enligt patentkravet 1, k &nneteck -
n a t ddrav, att en l&mplig prekursor, som tills&tts, &r
isobutanol eller dess estrar med syror, vilka &r giftfria
f6r mikroorganismen, och den motsvarande selektivt effek-

tiva mdngden varierar mellan 1-2 g/1.

8. Forfarande enligt patentkravet 1, k @& nneteck -
n a t darav, att en ldmplig prekursor, som tills&dtts, &r
oleinsyraeller dess salter med baser, vilka &r giftfria for
mikroorganismen, och den motsvarande selektivt effektiva

mangden varierar mellan 0,3-1,5 g/l.

9. Férfarande enligt patentkravet 1, k 4 nneteck -
n at ddrav, att en l8mplig prekursor, som tillsdtts, 4r
en ester avoleinsyra med en mono- eller polyhydroxi-l4&gal-
kanol, och den motsvarande selektivt effektiva miangden

varierar mellan 1-5 g/l1.
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10. Forfarande enligt patentkravet 1, k a8 nn e -
tecknat dirav, att en l3mplig prekursor, som till-
sitts, &r isoleucin eller dess salter med syror och ba-
ser, vilka &r giftfria f6r mikroorganismen, och den mot-

svarande selektivt effektiva m#ngden varierar mellan 1-3

g/l.

11. Férfarande enligt ndgot av de ovan angivna patentkra-
ven, k4d4nnetecknat darav, att fermenteringen
utfdrs i en temperatur mellan 25 °C och 35 °C, och foére-
tradesvis mellan 27 °C och 35 °C.

12. Férfarande enligt nagot av de ovan angivna patentkra-
ven, kdannetecknat dirav, att tillsdttningen
av den limpliga prekursorn utfdrs 24-48 timmar efter det

att fermenteringen pabdrjats.
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