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Eli Lilly and Company, 307 East McCarty Street, Indianapolis,
Indiana, Yhdysvallat.

Menetelmi A-30912-antibioottien valmistamiseksi ~ Fdrfarande
fér framstdllning av A-30912-antibiotika

Tdmd keksintd koskee menetelmdd, jolla voidaan valmistaa
A-42355-antibiocottiseos, joka sisdltdd A-30912-tekijat A, B, D
" ja.H, sekd erilliset tekijdt siten, ettd vasta eristettyd
Aspergillus nidulans var. roseus NRRL 1llhil0O~kantaa viljellddn
elatusaineessa, joka sisdltdd assimiloituvia hiili- ja typpildh-
teitd ja epHorgaanisia suoloja, pinnanalaisviljelmissd aerobisis-
sa olosuhteissa kunnes riittdvd md33rd antibiocottista aktiivisuut-
ta on kertynyt, antibioottiseos erotetaan elatusaineestaj halut-
taessa yksittdiset tekijdt erotetaan antibioottiseoksesta.

Témdn keksinn®n tarkoituksena on tarjota menetelmd, jolla
voidaan valmistaa A-42355-antibioottiseos, joka sisdltdd
A-30912-tekijdt A, B, D ja H, sekd erilliset tekijdt siten, ettd
viljell¥dn vasta eristettyd Aspergillus nidulans var. roseus
NRRL 11440 kantaa elatusaineessa, joka sisidltdd assimiloituvia
hiili- ja typpildhteiti ja epHorgaanisia suoloja, pinnanalaisvil-
jelmissd aerobisissa olosuhteissa kunnes riittdvd m8drd antibi-
oottista aktiivisuutta on kertynyt, antibioottiseos erotetaan
elatusaineesta ja yksittdiset tekijdt erotetaan antibioottiseok-



sesta. A-30912-tekijd H on vasta ldydetty antibiootti, jolla on
sientenvastainen vaikutus.

Tdm& keksint® tarjoaa menetelmdn, jolla voidaan valmis-
taa A-42355-antibiocottiseos, joka sisdltdd A—30912-tekij&t'A, B,
D ja H, sekd antibiocotti A-30912-tekijd A, antibiootti A-30912-te-
kijd B, antibiootti A-~30912-tekijd D ja antibiootti A-30912-te-
kijd H, t unne t t u siitd, ettd a) viljellddn Aspergillus
nidulans var. roseus NRRL ll440-kantaa elatusaineessa, joka
sisdltdd assimiloituvia hiili- ja typpildhteitd ja epdorgaa-
nisia suoloja, pinnanalaisviljelmdss¥ aerobisissa olosuhteissa
kunnes riittdvd médrd antibioottista aktiivisuutta on muodostu-

nut, b) haluttaessa erotetaan A-42355-antibiocottiseos elatus-
 aineesta ja c¢) haluttaessa erotetaan antibioottiset tekijédt
A-30912 A, B, D ja H A-42355-antibioottiseoksesta.

Keksintd tarjoaa myds biologisesti puhtaan Aspergillus
nidulans var. roseus NRRL 1lli40-kannan. '

A-30912-tekij¥8 A (antibiootti A-22082) ja sen valmis-
tusta kdyttidmdlld Aspergillus nidulans NRRL 8112-kantaa on selos-
tettu U.S.A:n patenttijulkaisussa 4 024 246 ja A-30912-tekijditd
A, B, C, D, E, F ja € ja niiden valmistusta kiyttdmdlli
Aspergillus rugolosus NRRL 8l13~kantaa on selostettu U.S.A:n
patenttijulkaisussa 4 024 245. A-30912-tekijdd H, joka on vasta
18ydetty A-30912~seoksen sis¥ltimd pienend mddrdnd esiintyvd te-
kijd, on selostettu rinnakkaisessa patenttihakemuksessa, joka on
jatetty Qirastoon tdmin kanssa samana pdivdni, ja jonka hakija
on Karl H. Michel ja nimi "antibiottinen A-30912-tekijd H".

A-30912-tekijdn H infrapuna-absorptiospektri KBr-kiekossa
on esitetty liitteend olevassa kuvassa 1.

Liitteend olevassa kuvassa 2 on esitetty yhteenveto
A-30912-tekijbiden suhteellisesta liikkumisesta ohutkerroskroma-
grafisessa analyysissd (TLC) k¥yttdm&lld adsorbenttina silika-
geelid (Merck-Darmstadt), liuotinsysteemind etyyliasetaatti-
metanoliseos (3:2) ja ilmaisijana Candida albicans-bioautografia.
Nuoli ilmaisee liuottimen kulkusuunnan ja "+" tarkoittaa 1&htdpis-
tettd. Hakasulkeilla on merkitty alueet, joissa pienind m#&rind
esiintyvdt tekijdt E, F ja G voidaan ndhdd. A-30912-tekijén A ja



pienind m#drind esiintyvien tekijdiden E, F ja G Rf-arvojen
keskindinen vertailu on esitetty U.S.A:n patenttijulkaisussa
.4 024 245 (ks. taulukko I sarakkeessa 4).

Tdmd keksint® koskee uutta A-30912-antibioottien valmis-
tusmenetelmdd. A-30912-antibiocotit muodostuvat seoksena, joka
sisdltdd useita erillisid tekijditd.

Termi "antibioottiseos", jota t&ssd selostuksessa ja fermen-
tointialalla kdytet#in, tarkoittaa seosta, joka sisdltdd useita
erillisid samanaikaisesti syntyneitd antibiocottitekijéitd. Kuten
henkil&t, jotka ovat perehtyneet antibioottien tuotantoon fermen-
taatiolla, tietdvidt, syntyvien erillisten tekijdiden suhteelliset
mddrit antibioottiseoksessa. vaihtelevat fermentaatio-olosuhteista
riippuen. ' '

Tdmdn keksinndn sisdltdmdlle antibiocottiseokselle on
mielivaltaisesti annettu nimi A-42355-antibiocottiseos. Sekaan-
nuksen védlttdmiseksi k&ytetddn kuitenkin A~42355-seoksen sisdl-
tdmistd erillisistd tekijdistd A-30912-nimitystd, jos ndmd ovat
identtisid A~30912-tekij®diden kanssa.

Samoin kuin A-30912-antibioottiseoksessa, A-30912-tekijdi
A esiintyy eniten myds A-42355-antibiocottiseoksessa, ja A-30912-
tekij®itd B, D ja H esiintyy edelleen pienini mddrini A-42355-
seoksessa.

"~ A-30912-tekij34 A (antibiootti A-22082) selostetaan
U.S.A:n patenttijulkaisuissa 4 024 245 ja 4 024 2u6. Siind vai-
heessa, kun ndmd patentit julkaistiin, uskottiin, ettd A-30912-te-
kij4 A ei ole sama kuin -echinocandin B (vert. F. Benz et al.,
Helv. Chim. Acta 57, 2u59-2477 (1974) ja sveitsildinen patent-
tijulkaisu 568 386 (Derwent Abstract 7588u4W). My8hemmin on ilmen-
nyt, ettd A-30912-tekijd A ja echinocandin B ovat identtisid.
Antibiootti SL 7810/F on my8s identtifioitu echinocandin B:ksi
(C. Keller~Juslen, et al., Tetrahedron Letters 1976 (u6), 4147 =~
4150 ja belgialainen patenttijulkaisu 834 289 (Derwent Abstract
30159X).

Keller-Juslen, et al., ovat ehdottaneet echinocandin B:lle
(SL 7810/F) kaavan 1l mukaista rakennetta:
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Echinocandin B:t4 (antibiootti 32204) valmistetaan fermen-
toimalla kantaa Aspergillus nidulans var. echinulatus A 32204
(NRRL 3860) sveitsil8isessd patenttijulkaisussa no. 568 386
(Derwent no. 75884W) kuvatulla tavalla. Antibioottia SL 7810/F.
tuotetaan kannalla Aspergillus rugulosus, Thom and Raper (NRRL
8039) belgialaisessa patenttijulkaisussa no. 834 289 (Derwent
no. 30159X) kuvatulla tavalla. T&mdn keksinn®n mukainen menetel-
mi, jolla valmistetaan A-30912-tekijdd A (echinocandin B, SL
7810/F) viljelemdlld Aspergillus nidulans var. roseus-kantaa,
eroaa ennestdin tunnetuista menetelmisti. Yksinkertaisuuden
vuoksi tdstd antibiootista kdytet#dsn seuraavassa nimitystd
A-30912.

A-30912-tekijsitd on selostettu U.S.A:n patenttijulkaisus-
sa 4 024 245, A-30912-tekijd B on samanlainen kuin antibiootti
SL 7810/II ja saattaa olla sen kanssa identtinen. A-30912-tekiji
D on samanlainen kuin antibiocotti SL 7810/III ja saattaa olla
sen kanssa identtinen. Antibiootteja SL 7810/II ja SL 7810/I1I
tuotetaan kannalla Aspergillus rugulosus, Thom and Raper
(NRRL 8039) belgialaisessa patenttijulkaisussa 834 289 (Derwent
no. 30159X) kuvatulla tavalla.



A-30912-tekijd H

A-30912-tekiji H (A~30912H), joka on A-30912-antibiotti-
seoksesta vasta ldydetty komponentti, on hyvin samantapainen
kuin A-30912-tekijd A. Tihdn asti tunnetuissa olosuhteissa
A-30912H on lidsnd vdhdisend mddrdnd A-30912-seoksessa, mddrdn
ollessa noin 0,01-1,0 % koko komponenttiseoksesta. A-30912-seok-
sesta on tunnistettu vield erds pienend mddrdnd esiintyvd tekijd,
mutta sitd ei ole vield voitu eristdd riittdvdd m#8rdd identi-
fiointia varten. A~30912-tekijd H voidaan parhaiten erottaa
tdstd tekijdstd silikageeliohutkerroskromatografisesti kdyttd-
mdllsd liuotinsysteeminid etyyliasetaatti-metanoliseosta (3:2) tai
asetonitriili-vesiseosta (95:5). Kummassakin n&istd systeemeistd
tunnistamaton pienempi tekij4 on polaarisempi kuin muut A-30912-
tekijét.

A-30812-tekijd H on valkoinen amorfinen kiinted aine.
A-30912H:n alkuaineanalyysi antoi seuraavan likimddrdisen
prosgntuaalisen koostumuksen: hiili 58,27 %, vety 7,49 %,
typpi 8,67 %, happi 24,99 %.

A-30912-tekijdn H molekyylipaino on noin 1073. T&amd mole-
kyylipaino perustuu A-30912-tekij&n A (052H81N7016) ja A-30912-
tekijdn H kvasimolekulaaristen ionien piikkien sovitukseen
(FD/FD). A-30912-tekij&n H kvasimolekulaarisella ionilla (+Na)
massaksi todettiin 1096,5782, 1096,5814. Keskimddriinen massa
1096,5798 vastaa koevirhe mukaanluettuna kaavassa C53H83N7016'Na,
jonka teoreettinen massa on 1096,57940.

Ndin ollen A-30912-tekijdn H keskimddrdisen empiirisen
kaavan uskotaan olevan CS3H83N7016' A-30912-tekijdn H alkuaineana-
lyysi vastaa erittdin hyvin empiiristd kaavaa C53H83N7016'H20
(laskettu: C 58,30, H 7,79, N 8,98, 0 24,93).

A-30912~-tekijdn H infrapuna—absorptiospekfri KBr-kiekossa
on esitetty liitteend olevassa kuvassa l. Seuraavat karakteristi-
set absorptiohuiput ovat havaittavissa: 2,9 (hyvin voimakas), 3,4
(voimakas), 3,5 (keskimddrdinen), 5,9-6,1 (hyvin voimakas), 6,6
(voimakas). 6,9 (voimakas), 7,9-8,1 (keskimdédrdinen) ja 9,1
(voimakas) mikronia.

- A-30912-tekij&n H ultraviolettiabsorptiospektreissi sekd
neutraalissa ettid happamassé metanolissa on absorptiomaksimit
kohdissa 223 nm (€ 13 100) ja 275 nm, leved piikki ( £ 2 100).
A-30912-tekijdn H ultraviolettispektrissd emdksisessd metanolissa



on absorptiomaksimit kohdissa 245 nm (¢ 1% 700) ja 290 nm,
leved piikki (€ 3 500) ja myds pddteabsorptio.
A-30912 tekijdn H 13C—nmr-spektrilléi perdeuterometanolissa

on seuraavat ominaisuudet:

6§ 176.07, 174.15, 173.49, 172.56, 172.47, 169.88,
158.45, 133.01, 130.90, 129.52, 129.04, 116.21,

g82.15, 77.00, 75.98, 75.71, 71.27, 69.55, 69.42,
68.22, 62.44, 58.69, 57.23, 56.81, 56.08, 52.88,
51.32, 39.08, 38.60, 36.89, 32.65, 30.77, 30.45,
30.26, 28.18, 27.14, 26.55, 20,11, 19.60, 11.337

A-30912-tekij&l1l4 H on seuraavat keskimddrdiset kiertymdt:

(*72% -40° (c 0,5, CH,HOH)
- £ 25 o
(#J33: -151° (c 0,5, CHLOH)

Kun A-30912-tekij4 H titrattiin elektrometrisesti dime-
tyyliformamidin 66 % vesiliuokseséa, havaittiin sen sisdltdvdn
titrattavan ryhmén, jonka PK_-arvo on noin 12,90 (alku-pH 7,12).

A-30912-tekij8n H aminohappoanalyysi hydrolysoinnin jdlkeen
osoittl sen sisdltdvdn treoniinia ja neljdd muuta vield tunnista-
matonta aminohappoa.

"~ A-30912~tekij4d H liukenee useihin orgaanisiin liuottimiin
kuteh metanoliin, etanoliin, dimetyyliformamidiin, dimetyyli-
sulfoksidiin ja etyyliasetaattiin, mutta se on liukenematon ei-
polaarisiin orgaanisiin liuottimiin kuten dietyylieetteriin ja
petrolieetteriin. A-30912-tekijd H liukenee my®ds vesiliuoksiin
ja varsinkin sellaisiin, joiden pH on yli 7,0.

A-30912-tekijd H (molekyylipaino 1073) erocaa A-30912-te-
kij¥std A (molekyylipaino 1059) vain 14 massayksik®1l4. Molemmat
komponentit ovat fysikaalisilta ja kemiallisilta ominaisuuksil-
taan hyvin samanlaisia ja kummastakin vapautuu hydrolysoitaessa
linoleenihappoa. A-30912H sisdltdd lisdksi yksikdn -CH2-, joka
on ldsnd ryhménd -O-CH3 korvaten yhden ~0H-ryhmdn molekyylin
syklisessd peptidiosassa.

Tekij&n A~30912H rakenne on esitetty kaavalla 2:
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Tdmdn keksinndn mukaisessa A-30912-antibioottien tuotan-
tomenetelmdssd viljellddn tdssd selostuksessa kuvatulla tavalla
uutta Aspergillus nidulans-mikro-organismia. Uudelle mikro-
organismille on annettu nimi Aspergillus nidulans var. roseus.

- T&dmin keksinndn sisdlt&md uusi mikro-organismi on biologi-
sestl puhdas kanta, joka on eristetty maandytteestd Greenfieldistd
Indianasta. Erds tdmidn kannan erityisominaisuus on kyky tuottaa
A-30912-antibootteja. Tdstd mikro-organismista tehty viljelmd
on toimitettu Northern Reginonal Research Laboratoryn, U.S.
Department of Agriculture, Agricultural Reseach Service, Peoria,
Illinois 61604, kokoelmiin, jossa sille on annettu numero NRRL
11440, ja josta se voidaan t411l4 numerolla tilata.

Samoin kuin muissa organismeissa, saattaa myds kannassa
Aspergillus nidulans var. roseus NRRL 11440 tapahtua muutoksia.
Kannasta NRRL 11440 voidaan saada keinotekoisia muunnoksia ja
mutantteja kdsittelemdlld erilaisilla tunnetuilla mutageeneilla,
ultraviolettisdteilld, rdntgensdteilld, korkeataajuisilla aalloil-
la, radioaktiivisella s&teilylld ja kemikaaleilla. Kaikkia
luonnollista ja keinotekoisia kannan Aspergillus nidulans var.
roseus NRRL 11440 muunnoksia ja mutantteja, joilla on kyky tuot-
taa A-30912-antibiootteja, voidaan kiyttd4 témén keksinndn mu-
kaisessa menetelmdssd.



Tédmidn keksinn®n sisdltimdn uuden mikro-organismin tutki
ja tunnisti Thomas H. Sands, Lilly Research Laboratories.

Yksinkertaisuuden vuoksi uutta Aspergillus nidulans var.
roseuskantaa nimitetdin tdssi selostuksessa kannaksi A-42355.
Seuraavissa kappaleissa selostetaan syistd, miksi tdmi kanta on
luokiteltu uudeksi Aspergillus nidalans-muunnokseksi, jolle on
annettu nimi A. nidulans var. roseus. Tdssd selostuksessa termit
"ISCC-NBS" tarkoittavat vdrinimid&, jotka perustuvat ISCC-NBS-mene-
telmddn (K.L. Kelly ja D.B. Judd, "The ISCC-NBS Methods of
Dessignating Colors and A Dictionary of Color Names", U.S.
Department of Commerce, Circ. 553, Washington, D.C., 1955).
Termi "Maerz ja Paul" viittaa v8riryhmiin, joita A. Maerz ja
M.R. Paul ovat selostaneet teoksessa "Dictionary of Colbr",
McGraw-Hill Book Company, New York, N.Y., 1950.

Vertailut perustuvat teokseen K.B. Raper and D.I. Fennel,
"The Genus Aspergillus", Williams and Wilkins, 1965.

A42355-viljelmd saavuttaa seitsemdssd vuorokaudessa hal-
kaisijan 1% mm ja 21 vuorokaudessa halkaisijan 35 mm, kun sitd
xasvatetaan 25°C:ssa Czapek-agarissa. Pesdkkeen pinta on sé&teen
suunnassa taipunut kuperaksi ja alussa samettimainen tai hieman
villakarvainen. Pinnan ulkon#dkd muuttuu ajan mittaan, koska siitd
tihkuu vaaleanpunaista nestettd, joka kuivumisen my&td jbhtaa
pinnan tdplikkyyteen. Reuna on hyvin nyh4laitainen tai liuskainen
eikd lainkaan suora ja ddreinen pinnanalainen kasvu on vain vi-
hdistd. Pesdkkeen vanhetessa pigmentin muutos aiheuttaa vy&hyk-
keisyyttd. Kddntdpuoli on kovera ja vain sen reunat koskettavat
agaria. Muodostuu vaaleanpunainen liukoinen pigmentti. Huovasto-
matto on hyvin sitked eikd siind ole mitd&dn selvdi hajua. Nuorten
pesdkkeiden vdrjdytymiseen vaikuttavat kypsym&ttdmit konidiot,
jotka ovat vaaleanvihertdvin keltaisia (ISCC-NBS 101 ja Maerz
ja Paul 11-K-1). Lopulta tdmi vdri esiintyy vain pesdkkeen H&ri-
laidoilla. 10 vuorokauden kuluttua pySreihk®jid kuorisoluryhmil,
jotka péittavét mustanvioletteja kotelorakkoja, on koko pesdkkeen
alueella, mutta selvimmin keskustaan ryhmittyneind. 21 vuorokauden
kuluessa kapea, hieman litistynyt reuna on muuttunut harmaanvi-
hertdvdn keltaiseksi (ISCC-NBS 105 ja Maerz ja Paul 12~I1-2).



Reunan sisdpuolella pesdke on vdriltddn kohtalaisen kellanvaa- -
leanpunainen (ISCC-NBS 29 ja Maerz ja Paul 11-A-6) ja tihkuva
neste vaikuttaa vdriin. 21 vuorokauden kuluttua keskusta tumme-
nee harmaanvihreistd konidioista ja kuorisolujen peittémistd
mustanvioleista kotelorakoista. Kd&nt®6puolen vdrit vaihtelevat
vaaleanruskeasta (ISCC-NBS 57) ja Maerz ja Paul 13-A-7) kohtalaisen
punertavan ruskeaan (ISCC-NBS 43 ja Maerz ja Paul 6-F-9). Kolmen
viikon ja sitd pitemm#n ajan kuluttua kddntdpuoli on vdriltddn
hyvin tumman violetti, l&hes musta. |

Konidion p#& on ensin pydred ja kirkkaan keltainen ja sit-
ten se muuttuu tummanvihredksi ja kiredn pylvésmidiseksi. Kypsind
p4d4t ovat 93,4 - 116,7 /Y pitkid ja niiden keskimé&réingn koko on
106 x L7 Ju- Vesikkeli on suunnilleen lusikkamainen tai pddryndnmuo-
toinen, ja kuten konidiofori, vdriltd&dn vaaleanruskea. Vesik-
kelit ovat hedelmdllisid yli ylemmdltd kahdelta kolmasosaltaan
ja ovat kooltaan 10-12 Ju X 8 - 10 /v (keskimddrdinen koko 9,2/u
x 11,3 /u). Konidioforit ovat venkuraisia, pehmeitd ja suhteel-
lisen paksuseindisid. Niiden pituus on 88 - 112 s (keskim&&rin
101/u). Niiden leveys vaihtelee vdlilla 4 - 6 JUs mutta se on
keskimddrin 6 Ju-

Itibperdt ovat kaksisarjaisia, lasimaisia tai vaalean~
ruskeita ja siledseindisid. Primddriset itidperdt ovat ldhes
kiilanmuotoisia. Ne ovat 6,3 - 10,3 Ju pitkid ja 2-3 n leveitd
leveimmidstd kohdastaan (keskimé&r&inen koko: 9,3 x 2,7 /u).
Sekunddiriset itidperdt ovat muodoltaan munanmuotoisen ja ylds-
alaisin olevan pd#ryndnmuotoisen vdlilld ja kooltaan 5,5 - 11,0
Jux 2,4 - 3,2 ,u (keskim8drdinen koko: 9,9 x 2,9 /u). Konidiot
ovat pallonmuotoisia, hieman karheita tai piikkisid ja tummanvih-
reitd. Niiden halkaisija on 2,4 - 4,0 /4> keskimddrin 3,2 Ax

Mallasuuteagarilla muodostuu 7 vuorokaudessa 35°C:ssa pesd-
ke, jonka halkaisija on 14 mm. 21 vuorokaudessa pesdkkeen hal-
kaisija saavuttaa 30 mm. Alussa pesdke muodostuu valkoisesta
ilmavasta rihmastosta. Konidionmuodostus tapahtuu ensimmdisen
viikon aikana ja suhteellisen litted, samettimainen, nyhdlaitai~-
nen pesdke muuttuu tumman kellertdvin vihredksi (ISCC-NBS 137
ja Maerz ja Paul 24-J-b). Pesikkeessd on vydhykkeitd, jotka joh-
tuvat samankeskisistd keltaisista kuorisolumassoista, jotka ympd-

réivdt tai peittdvdt tummanviolettejd kotelorakkoja. Mallasuutteil-
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la kasvanut konidioaste muistuttaa Czapek-agarilla kasvanutta muu-
ten paitsi dimensioiltaan.

Konidion pdiden pituus on 100 - 170 s keskim&@&rdinen
koko 138 x 50 ,u. Konidioforit ovat 100 -210 JY pitkid (keskim&d-
rin 182 /u) ja 6 4 leveitd. Vesikkelit ovat kooltaan 8 - 12
x 6 - 12 /U (keskimddrin 12 x 9,2 /u). Primddriset itibperdt
ovat kooltaan 5,5 - 8,7 p x 2,4 ~ 4,0 p (keskim&ﬁrin 7,2 x 6,6 p).
Sekundddriset itidéperdt ovat kooltaan 5,5 - 10,3 7 x 2,0 - 3,6 p
(keskim&drin 7,4 x 3,5 p). Konidioiden halkaisija on 2,3-3,2 j,
keskimddrin 3,2 .

Koteloaste on samanlainen molemmissa agareissa. Lukuisia tum-
manvioletteja kotelorakkoja peittdvdt pallomaiset tai ldhes pal-
lomaiset, paksuseindiset lasimaiset tai vaaleankeltaiset kuori-
solut, joiden halkaisija on 12,6 - 18,2 ju (keskimddrdinen koko
15,3 7). Kotelorakot ovat muodoltaan pallomaisia tai l8hes pallo-
maisia ja niilld on jopa kolmikerroksiset seindt, joista ulommai-
nen kerros muodostuu pseudotylppysolukosta. Kotelorakkojen halkai-
sija on 140 - 800 m, tavallisimmin 165-250 u, keskimddrin 229 p.
Kahdeksan iti®$td sisdltdvdt lasimaiset itidkotelot ovat muodol-
taan pallomaisia tai lihes pallomaisia tai epdsddnn®dllisen ellipsoi-
disia. Pallomaisten itididen halkaisija on 9,2 7, josta on vain
vidhédn poikkeamia. Elipsoidisten itiskoteloiden dimensiot ovat 9,3
x 8,3 p- Koteloitidt ovat vdriltd&n oranssinpunaisia ja pinnasta
katsottuina pallomaisia ja sivulta katsottuina linssimdisid.
Linssimdisen suunnan pituusakselilla on kaksi hienosti laskostettua,
koke pituudelta jatkuvaa yhdensuuntaista ekvatoriaalista harjaa.
Pinnalta katsottuna yksi harja ympdrdi itidn runkoa, Jjoka on
siled ja kaksikuorinen. Harja on 0,5 u leved ja itisén rungon
halkaisija on 4,4 p. Linssimdiseltd suunnalta keskimddrdinen
koko on 4,7 x 3,7 M.

Kellanvihreiden ryppyisten kondiioiden, pylvdsmdisten
konidion pdiden, siledseindisten vaaleanruskeiden konidioforien
ja vesikkelien, kaksisarjaisten itidperien ja pallomaisten, pak-
suseindisten kuorisolujen vuoksi AU42355 kuuluu Aspergillus
nidulans-ryhm#dn. N&m&d seikat sekd se, ettd kannalla on kotelo-
aste, jossa tummanvioletit pallomaiset kotelorakot ovat kiin-
teldssd yhteydessd kuorisoluihin tal niiden peittdmid, sekd
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oranssinpunaiset linssimdiset koteloitidt, Jjoita koristaa kaksi
laskostettua, yhdensuuntaista ekvatoriaalista harjaa, sijoitta-
vat kannan A42355 sukuun Emericella ja ryhmddn Aspergillus
nidulans.

ALU2355 ei kuvaukseltaan tarkoin sovi mihink#3n julkaistuun
A. nidulans-ryhmdn lajin tai muunnoksen kuvaukseen. Kantaa A42355
ldhinnd muistuttava on A. nidulans (Eidam) Wint., kokoelmassa
numerolla WB187 (NRRL 187). Nim# kannat ovat samanlaisia vdrinsd
ja koteloitididen tyypin puolesta, mutta harjan leveys on erilai-
nen. Kotelorakot ovat samanlaiset, mutta kannassa A42355 seind
on useampikerroksinen solukko eiki yksikerroksinen. Kummallakin
kannalla on kellanvihred vallitseva konidioaste mallasagarilla,
mutta kannalla Au2355 on selvempi koteloaste kuin vertailukan-
nalla, jolla se on osittain pddllekasvanut ja heikosti vdrjdyty-
nyt. Kummassakin kannassa rihmasto, konidioforit ja vesikkelit
ovat siledseindisi8 ilman kuorta, mutta kannan AuW2355 vesikkeli
on muodoltaan lusikkamainen tai pddryndimdinen, kun taas A.
nidulans-vesikkeli on puolipallon muotoinen. Czapek-agarilla kasva-
tetut A42355- ja A. nidulans-kannat eroavat toisistaan kasvuno-
peudessa, tihkunesteen muodostuksessa, konidion pdiden mddrdssd
ja koossa ja useimpien muiden mitattujen suureiden osalta.

Vaikka kantojen A42355 ja A. nidulans (Eidam) Wint., v&lil-
14 onkin yhtdldisyyksid, on my®s eroavaisuuksia sen verran mer-
kittdvéssd m8irin, ettd A42355 katsotaan uudeksi muunnokseksi,
jolle on annettu nimi A. nidulans var. roseus.

Aspergillus nidulans var. roseus-kantaa voidaan kasvattaa
missd tahansa useista mahdollisista elatusaineista. Erdidt ela-
tusaineet ovat kuitenkin muita edullisempia tuotannon taloudel-
lisuuden, optimaalisen saannon ja tuotteen erottamisen helppou-
den vuoksi. Niinpd esim. suurimittakaavaisessa fermentoinnissa
on edullinen hiilildhde pellavansiemen®ljy tai glukoosi, mutta
mybs melassia, tdrkkelystd, dekstriinili, laktoosia, sakkaroosia,
maltoosia, glyserolia, rasvahappoja tms. voidaan kidytt#i. Edul-
lisia typpil&hteitd ovat entsymaattisesti hydrolysoitu kaseiini,
soijajauho ja liukoinen lihapeptoni, mutta myd&s rahkki, nitraat-
tisuolat, mononatriumglutamaatti tms. sopivat kiytettdviksi.
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Elatusaineeseen voidaan lisdtd epdorgaanisia ravinnesuoloja.
N4itid ovat tavanomaiset liukenevat suolat, joista saadaan nat-
riumia, magnesiumia, sinkkid, rautaa, kalsiumia, ammoniumia,
kloridia, karbonaattia, sulfaattia, nitraattia, fosfaattia tms.
ioneja.

Elatusaineen tulisi sis&ltdd organismin kasvun ja kehityk-
sen kannalta oleelliset hivenaineet. Tdllaisia hivenaineita on
yleensY riittdvd miird epipuhtauksina elatusaineen muissa kompo-
nenteissa.

Jos vaahdonmuodostus muuttuu ongelmaksi, saattaa olla edul-
lista lisdtd suurimittakaavaisessa fermentoinnissa pieni mddrd
(esim. 0,2 ml/1) vaandonestoainetta, kuten polypropyleeniglykolia.

_ Jotta saataisiin riittdvi m#8r4 A-42355-antibioottiseosta,
on kasvatus edullista suorittaa aerobisissa olosuhteissa pinnan-
alaisesti. Pienid mddrid A-42355-antibioottiseosta voidaan saada
ravisteluviljelmilld. Koska antibiootinmuodostus alkaa vasta
melko pitkdn ajan kuluttua, jos suurissa sdilidissd siirrostus
suoritetaan kiyttdmdl118 itiditd, on edullisempaa kdyttdd kasvuvai-
- heessa olevaa siirrostetta. Kasvuvaiheessa oleva siirroste yalmis—
tetaan siten, ettd pieneen mddrddn elatusainetta siirrostetaan
itititd tai huovastoa ja siitd kasvatetaan voimakkaassa lisddnty-
mlsvalheessa oleva kasvusto. Voimakkaassa lisddntymisvaiheessa
oleva viljelmd siirret&&n suurempaan s8iliddn. Siirrosteen kasva-
tuksessa voidaan kdyttdd samaa elatusainetta kuin suuremmissa
fermentaatioissa, mutta myds muita aineita voidaan kdyttii.

A. nidulas var. roseus NRRL lluii0-kantaa voidaan kasvat-
taa ldmpdtiloissa, jotka ovat vdlilli 20—43°C, mutta paras kas-
vu on va1lilly 30-37°c. Optimaalinen A-30912-antibioottiseoksen
tuotantoldmpétila on alle 30°C:ssa.

Kuten aerobisissa pinnanalaiskasvatuksissa on tavanomaista,
elatusaineen 13pi puhalletaan steriilid ilmaa. Tehokkaan antibi-
oottituotannon kannalta pitdisi sekoituksen ja ilmastuksen olla
sellaisia, ettd liuenneen hapen taso vastaa vdhintddn 40 prosent- )
tista ilman kyllistymisastetta ilmakehdn paineessa. Sekoitus
auttaa mySs pitimdin muuten paksun ja raskaan kasvuston hieno-
jakoisessa muodossa fermentoinnin aikana.
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A-42355-antibioottiseoksen tuotantoa fermentoinnin aikana
voidaan seurata testaamalla kdymisliuoksesta tai biomassan alko-
holiuutteesta tai koko k3ymisseoksesta antibioottinen aktiivisuus
sellaisen organismin suhteen, jonka tiedetddn olevan herkkd
A-30912-antibiooteille. Yksi A-30912-antibioottien l&sndolon
testauksessa hyddyllinen organismi on Candida albicans. Biomdd-
ritys on edullista suorittaa paperikiekoilla tai agar-levyilld,
joihin koeorganismia on tartutettu.

Antibicottista aktiivisuutta havaitaan tavallisesti jo
toisena kdymispdivdnd. Maksimaalinen antibioottiaktiivisuus
esiintyy tavallisesti kuudennen ja kahdeksannen pdivén v&lilld.

' Erilliset A-30912-tekijdt voidaan erottaa ja identifioida
A-42355-seoksesta ohutkerroskromatografisesti (vrt. liitteend
oleva kuva 2). Edullinen adsorbentti on silikageeli.

Taulukossa I on esitetty A-30912-tekijbiden A-G Re-arvot
kdyttdmdlld silikageeli-TLC-analyysi (Merck, Darmstadt), bentseeni:
metapo1i—liuotinsysteemi& (7:3) ja Candida albicans-biocautografiaa.

Taulukko I
A-30912-tekijd Rg~arvo

0,35
0,45
0,54
0,59
0,27
0,18
0,13

@ T MO 0w

Taulukossa II on esitetty A-30912-tekijdiden A,B,C,D ja H
likimddrdiset Rf—arvot eri 1iuotins§steemeissé kdyttdmdlld silika-
geeli-TLC-analyysid (Merck-Darmstadt silikageeli no. 60~levyt,

20 x 20 em) ja Candida albicans-bioautografiaa.
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A-30912-antibiootit voidaan ottaa talteen kdymisseoksesta
fermentointialalla tunnetuilla menetelmilli. A-30912-antibiootit
ovat yleensd myseeliosassa. Tuotetta saadaan talteen mahdolli-
simman suuri mddrd, kun koko kdymiseos uutetaan. On edullista
lisdtd kdymisseoksen suuruinen mi8rd liuotinta, kuten metanclia,
koko seokseen, suodattaa ja laskea suodoksen pH vdlille 4~6 ennen
uuttoa. Toinen mahdollisuus on erottaa myseeli, uuttaa myseeli
metanolilla ja ottaa talteen antibootit uuttamalla metanoli-
uute. Kloroformi on erittdin edullinen liuotin, kun halutaan
uuttaa A-30912-antibiootit A-42355-seoksena, mutta muitakin
livottimia voidaan kdyttdd.

Yksittdiset A-30912-antibiocotit voilidaan erottaa A-42355-
deoksesta kromatografisesti kdyttdmdlld apuna erilaisia adsor-
bentteja. Sopivia adsorbentteja ovat mm. silikageeli, kd&nteis-
faasihartsit kuten silikageeli/CB, silikageeli/Cla, Quantum LP-1
tai Lichroprep RP~8 ja RP-18, Fluorisil, Sephadex G~-25, LH-20
ja 6-15, alumiinioksidi, Diaion HP-20, Amberlite XAD-4 ja X-384.
Tuotteiden valmistajat ovat seuraavat: Diaion (Mitsubishi
Chemical Industrien, Tokio), Amberlite (Rohm and Haas Co.,
Philadelphia, Pa.), Sephadex (Pharmacia Fine Chemicals AB,
Uppsala, Ruotsi), Florisil (Floridin Co., Tallahassee, Fla.) ja
s:_'Ll_ikageeli/C8 ja silikageeli/ClS.(E. Merck, Darmstadt, Saksan
Liittotasavalta). Kuormauskyvyltddn suuren silikageeli/ClB:n
valmistus LP-1 silikageelistd (Whatman) on selostettu esimer-
kissd 8.

Korkean suorituskyvyn kddnteisfaasi-alhaispainenestekroma-
tografia (HPLPLC) kdytt&m&lld silikageeli/ClB:ta adsorbenttina
on edullinen menetelmi A-30912-antibioottien lopulliseksi puh-
distamiseksi. Tdssi menetelmissi A-42355-seos (saatu esim.
uuttamalla suodatettu kdymisseos kloroformilla) sijoitetaan
liuokseen liuotettuna pylvd3seen, joka on tasapainotettu samalla
livottimella. Sen jdlkeen pylvds eluoidaan liuottimella. Meta-
noli: vesi:asetonitriili (7:2:1) on edullinen liuotinsysteemi.
Jakeet kerdtddn talteen ja niitd seurataan Candida albicans-
bicautografialla ja/tai UV-~ilmaisulla (perustuen suhteellisiin
retentioaikoihin). Jakeet, jotka sisiltivdt haluttua A-30912-
tekijdd, yhdistetddn. Joskus on tarpeen suorittaa kromatografi-
nen erotus uudestaan, jotta A-30912~-tekijd saataisiin puhtaana.
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A-30912-tekijdt A, B, D ja H voidaan erottaa HPLPLC-mene-
telmilly k&yttdmdlld seuraavia olosuhteita:
Pylvds: lasi, 0,8 x 15,0 cm
Tdyte: Nucleosil R 10-C18 (Machery-Nagel and Company), tdytetty
kdyttdm4illd lietetdyttdbtekniikkaa, joka on selostettu
esimerkissd 8. '
Liuotin: metanoli: vesi:asetonitriili (7:2:1)
Ndytetilavuus: 8 mcl
Ndytekoko: 8 mcg
Pylvddn ldmp&tila: ympiristén ldmpbtila
Virtausnopeus: 1,8 ml/min
Paine: noin 1380 kPa
Detektori: UV 222 nm (ISCO Model 1800 Variable Wavelenéth
UV-Visible Abdorbance Monitor)
Pumppu: LDC-Duplex pienoispumppu
Injektio: loop injection
Keskimd&rdiset A-30912 tekij®diden A, B, D ja H retentio-
ajat ndissd olosuhteissa on esitetty taulukossa III.

Taulukko III

A-30912-tekijd Retentioaika (s)
A 792
.B. 870
H 990
D 1,140

Esimerkki 1

A-42355-antibiocottiseoksen valmistus

A. Fermentointi ravistelupulloissa

Aspergillus nidulans var. roseus NRRL 1l440-kannasta val-
mistetaan viljelmd agar-vinopinnoille (18 x 150 ml), joissa sitd
sdilytetddn. Elatusaineen koostumus on seuraava:
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Aineosa mddrd
glukoosi | S g
hiivauute 2 g
CaC0, 3 g
%
kasvismehu 200 ml
&
_ agar 20 g
tislattu vesi tdydennetddn litraksi

(alku-pH 6,1)

V-8 Juice, Campbell Soup Co., Camden, N.J.
**Meer Corp.

Vinopintaan siirrostetaan Aspergillus nidulans var.
roseus NRRL 11440-kantaa ja inkuboidaan noin 7 vuorokautta
25°C:ssa. Kypsddn vinopintaviljelmddn lisdtd8n vettd ja sitd
raaputetaan steriilill¥ silmukalla niin, ettd itidit4 irtoaa.
Ndin saatu suspensio sekoitetaan 10 ml:aan steriilid tislattua
vettd.

1 ml t&d4td vinopinnasta saatua suspensiota siirretddn 55
ml:aan elatusainetta, joka on 250 ml:n pullossa. Elatusaineen

koostumus on seuraava:

Aineosa Mddrd
sakkaroosi 25 g
sokeriruokomelassi 36 g
maissinliotusneste (Corn-steep liquor) 6 g
mallasuute 10 g
K,HPO, 2 g
.*entsymaattisesti hydrolysoitu kaseiini 10 g
johtovesi 1100 ml

(alku-pH 6,5-6,7)

*N-z-Case, Humko Sheffield Chemical, Lyndhurst, N, J.

Ndin saatua elatusainetta, johon on siirrostettu mikro-
bikanta, inkuboidaan 48 tuntia 25°C:ssa pySrivdd liikettd teke-
vdssd ravistelulaitteessa nopeudella 250 r/min. 24 tunnin kulut-
tua seosta homogenoidaan 1 minuutti sekoittajassa matalassa
nopeudella (Waring-tyyppinen), ja sen j&lkeen se vied&dn takaisin
inkubointiin jdljelld oleviksi 24 tunniksi. Vaihtoehtoisesti
voidaan seosta inkuboida 48 tuntia ja sen jdlkeen homogenoida
15 sekuntia pienelld nopeudella.
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Tdmd kasvuvaiheessa oleva inkuboitu seos voidaan kdyttdd
ravistelupullofermentaation elatusliuoksen siirrostamiseen tai
silld voidaan siirrostaa toisen vaiheen kasvuliuos. Vaihtoehtoi-
sesti sitd voidaan sdilyttdd nestemfisen typen kaasufaasissa
mikrobikannan myShempdd kdyttdd varten. Kasvusto valmistetaan
varastoitavaan muotoon pieniin pulloihin seuraavalla tava;ia:

Kasvuvaiheessa olevaa seosta sekoitetaan (tilavuusyks./ti-
lavuusyks.) koostumukseltaan seuraavaan liuokseen:

Aineosa Madrd
glyseroli 20 ml
laktoosi 10 g
tislattu vesi tdydennetddn 100 ml:ksi

Valmistettu suspensiot jaetaan pieniin steriileihin kier-
rekorkilla varustettuihin putkiin (4% ml putkea kohti). Nditd
putkia sdilytetddn nestemdisen typen kaasufaasissa.

N&din sdilytettyjd suspensioita voidaan kdyttd4d4 agar-
vinopintojen tai nestemdisten elatusaineiden siirrostamiseen.
Vinopintoja inkuboidaan 25°C:ssa valossa 7 vuorokautta.

B. Fermentointi s&dilidssi

Jotta saataisiin valmistetuksi suurempi m3&drd siirrostetta,
10 ml inkuboitua ensimmiisen vaiheen vegatatiivista seosta siir-
retddn 400 ml:aan toisen vaiheen elatusliuoksella. Toisen vaiheen
seosta inkuboidaan 2 litran Erlenmeyer-pullossa 24 tuntai 25%C:ssa
ravistelulaitteessa. Joka tekee liikettd kaarta pitkin (halkaisi-
ja 5 em) nopeudella 250 r/min.

‘ Edelld kuvatulla tavalla inkuboidulla seoksella (800 ml)
siirrostetaan 100 1 steriilid tuotantoliuosta, jonka koostumus

on jokin seuraavista:
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Tuotantoliuos I

Aineosa ' M&drd
ZnSOu.7H20 . 0,00455 g/1
liukoinen lihapeptoni 30,5 g/1
soijajauho 15,5 g/1
tapiokadekstriini** 2,0 g/1
sokeriruokomelassi 10,5 g/1

. entsymaattisesti hydrolysoitu kaseiini*** 8,5 g/l

' NazHPOq 4,5 g/l
MgS0,, . 7H,0 5,5 g/l
FeSOu.7H20 0,1 g/l
pellavansiemendliy 40,0 ml
(vaahdonestoaine)**** 1,0 ml
johtovesi : 1000,0 ml

(alku-pH 6,8-7,0)
0.M. Peptone, Amber Laboratories, Juneau, Wisc.

ik
" Stadex 11; A.E. Staley Co., Decatur, I1l.

%%#% N-Z-Amine A, Humko Sheffield Chemical, Lyndhurst, N.J.
e
P2000, Dow Corning, Midland, Mich.

Tuotantoliuos IT

Aineosa Mddrd
glukoosi 2,5 %
tdrkkelys 1,0 %
Liukoinen lihapeptoni* 1,0 %
sokeriruokomelassi 1,0 %
CaCO3 0,2 %
MgS0, .7H,0 o 0,05 %
entsymaattisesti hydrolysoitu kaseiini O,4 %
(vaahdoestoaine)*** 0,02 %
johtovesi tarvittava mdird

0.M. Peptone

et
N-Z-Amine A

fodide . .
Antifoam "A", Dow Corning

Tuotantoliuosta, johon on siirrostettu mikrobikasvusto,
fermentoidaan 165 litran ferméntorissa 7 vuorokautta 25°C:ssa.
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Kdymisseokseen johdetaan steriilid ilmaa niin, ettéd
liuenneen hapen taso vastaa keskimddrin yli 50 % ilman kyll&sty-
misastetta.

C. Xolmannen vaiheen vegatatiivinen elatusliuos

Jos ferementointi suoritetaan suuremmissa ferementoreissa
kuin 100 litran kdymiselle tarvitaan, on suositeltavaa, ettd
suurempaan sdiliddén siirrostetaan kolmannen vaiheen vegetatiivinen
seos. Edullinen kolmannen vaiheen vegetatiivinen elatusliuos on

koostumukseltaan seuraava:

Aineosa . Mddrd
sakkaroosi 25 g
sokeriruokomelassi : 25 g
maissiliuotusvesi (Corn-steep liquor) 6 g
entsymaattisesti hydrolysoitu kaseiini* 10 g
mallasuute . 10 g
K,HPO, 2 g
johtovesi . 1000 ml

(alku-pH 6,1)

N-Z-Case

Esimerkki 2

A-42355~-antibioottiseoksen erottaminen
. Koko kdymisseosta (4127 litraa), joka oli saatu esimerkis-
sd 1 kuvatulla menetelmdlld kdyttdm#dlld tuotantoliuvosta II, se-
koitettiin perusteellisesti metanolin (4289 1) kanssa 1 tunti ja
sen jdlkeen se suodatettiin kdyttdmidlli suodatusapuainetta
(Hyflo Super-cel, piimaa, Johns-Manville Products Corp.). Suo-
doksen pH sdddettiin arvoon pH 4,0 lis&im#lli 5 N suolahappoa.
Hapan suodos uutettiin kahdesti tilavuudellaan kloroformiuutteet
yhdistettiin ja haihdutettiin vakuumissa 20 litran tilavuuteen.
Tdhdn konsentraattiin lisdttiin 200 litraa dietyylieetterid niin,
ettd A-42355-seos saostui. Kun sakka suodatettiin talteen, saa-

tiin 2775 g A-42355-seosta harmaanvalkoisena jauheéna.
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Esimerkki 3

A-30912-tekij&n A erottaminen

1l g esimerkin 2 mukaisesti valmistettua A-42355-antibioot-
tiseosta liuotettiin 7 ml:aan metanoli—vesi-ésetonitriiliseosta
£7:2:1). T&dmid liuos suodatettiin ja vietiin loopin l&pi venttii-
lisysteemin avulla lasipylvddseen, jonka sisdhalkaisija oli 3,7 cm
ja pituus 35 cm Michel-Miller High Performance Low Pressure
(HPLPLC) Chromatography Colums, Ace Glass Incorporated, Vineland,
NJ 08360/, ja joka oli tdytetty LP—l/Cl8-silikageelikéanteisfaasi-
hartsilla (10-20 mikronia), joka oli valmistettu esimerkissd 7
kuvatulla tavalla. Pylvd&s oli pakattu metanoli-vesi-asetonitrii-
liseokseen (7:2:1) lietetdyttdtekniikalla esimerkissd 8 kuvatulla
tavalla. F.M.I.-pumppua, jossa oli venttiilitén mintdrakenne
(maksimivirtaus 19,5 ml/min) kdytettiin juoksuttamaan liuotinta
pylvddn 1ldpi virtausnopeudella 9 ml/min 689 kPa paineessa ja
- jJakeet kerdtddn kerran minuutissa. Antibiootin eluoitumista
seurattiin UV-monitorilla (ISCO Model UA-5, Instrument Specialista
Co., 4700 Superior Ave., Lincoln, Nebraska 68504) optisen yksi-
kén (ISCO Type 6) avulla.

Jakeet 112-140 yhdistettiin ja lisdttiin 20 ml:aan vettd.
Tdmdn liuoksen pH sdddettiin 1N suolahapolla arvoon 4,0. Saatu
1igo§ uutettiin kahdesti tilavuudellaan kloroformia. Kun molemmat

kloroformiuutteet yhdistettiin ja haihdutettiin vakuumissa,
saatiin 61jymiinen j3&nnds. Kun tdmd 81jy liuotettiin tertiddri-
seen butanoliin ja tdmd liuvos lyofilisoitiin, saatiin 524 mg
A-42355-tekijdd A (A-30912-tekijd A, A-22082).

Esimerkki 4
A-30912-tekijidn B erottaminen
A-42355-seos erotettiin esimerkiss#d 2 kuvatulla tavalla
muuten paitsi, ettd vikevdidyt kloroformiuutteet (285 1) kromato-

grafoitiin silikageelipylvddssd (150 1 Grace-silikageelid, laatu
62) virtausnopeudella 2 1/min. Pylvis pestiin kloroformilla

(200 1), eluoitiin asetonitriililld (500 1) ja sen jidlkeen eluoi-
tiin jatkuvasti asetonitriili-vesiseoksella (98:2) virtausnopeu-
della 1 1/min. Jakeet, joiden tilavuus o0li 200 1, analysoitiin
yksitellen biologisen aktiivisuuden suhteen. Biologinen analyysi
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suoritettiin paperikiekkomittauksena agarlevyilld, joihin oli
istutettu Candida albicans-sientd. Jakeet 77 ~ 103 (1365 1) yhdis-
tettiin ja vikevditiin vakuumissa. Vdkevdity liuos (4,5 1) sisdlsi
sakan ja kun se suodatettiin talteen, saatiin 119 g tekijdlld B
rikastettua A-42355-seosta. Suodos vdkevditiin kuiviin ja saatu

' jd8nnds liuotettiin tarvittavaan mddriddn metanolia. Kun metano-
livos lisdttiin dietyylieetteriin (l0-kertainen tilavuus), saos-
tui B-tekijdd sisdltdvd antibioottiseos. Kun tdmd sakka suodatet-
tiin talteen ja kuivattiin, saatiin vield 24 g B-tekijdlld rikas-
tettua A-42355-seosta harmaana jauheena.

Ndin saatu B-tekij4114 rikastettu A-u42355-seos (1,0 g)
liuotettiin 8 ml:aan metanoli: vesi:asetonitriiliseosta (7:2:1).
Liuvos suodatettiin ja vietiin silikageelipylvddseen (Michel-Miller-
pylvds, sisdhalkaisija 3,7 cm, pituus 33 cm) loopin 1ldpi venttii-
lisysteemin avulla. Pylvds oli pakattu LP—1/018—silikageelik&&n—
teisfaasihartsilla (10-20 mikronia) metanoli:vesi:asetonitrii-
liseoksessa (7:2:1) esimerkissi 3 kuvatulla tavalla. Liuotin
kulki pylvdin ldpi virtausnopeudella 10 ml/min noin 689 kPa pai-
neessa kuten esimerkissi 3. Minuutissa otettiin talteen yksi jae.
Antibiootin eluoitumista seurattiin 280 nm:ssd kuten esimerkis-
sd 3. Jakeet 102-110 yhdistettiin ja haihdutettiin vakuumissa
niin, ettd saatiin $§ljymdinen jdd&nnés. Kun 8ljy liuotettiin
pieneen middrddn tertiddristd butanolia ja lyofilisoitiin, saa-
tiin 22 mg A-30912-tekijdd B.

Esimerkki 5

A-30912-tekijén D erottaminen

Konsentroidut kloroformiuutteet, jotka oli saatu kahdella
esimerkin 1 mukaisella fermentaatiolla (3800 1 ja 4007 1), yhdis-
tettiin ja kromatografoitiin silikageelipylvddssd esimerkin U4 mu-
kaisesti. Jakeet 47-63 (850 1) yhdistettiin ja vdkevditiin vakuu-
missa. Kun vdkevdity liuos (0,7 1) lisdttiin dietyylieetteriin
(10-kertainen tilavuus), D-tekij&ll4 rikastettu A-42355-seos
saostui. Kun tdmd sakka suodatettiin talteen ja kuivattiin, saa-
tiin 32 g D-tekijd114 rikastettua seosta harmaana jauheena.

1,0 g ndin saatua D-tekijdlld rikastettua A-32355-seosta
liuvotettiin 5 ml:aan metanoli-vesi-asetonitriiliseosta (7:2:1).

Témd liuos suodatettiin ja vietiin loopin kautta venttiilisysteemin
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avulla silikageelikolonniin (Michel-Miller Column, sisdhalkaisi-
ja 3,7 cm, pituus 30 cm). Kolonni oli tdytetty LP—l/Cis-silika-
geelikddnteisfaasihartsilla (10-20 mikronia). T&yttd tapahtui
metanoli~vesi-asetonitriiliseoksessa (7:2:1) esimerkissd 3 kuva-
tulla tavalla. Liuotin virtasi kolonnin 14pi nopeudella 8 ml/min
310 kPa paineessa kuten esimerkissd 3 on kuvattu. Antibiocotin
eluoitumista seurattiin 280 nm:ssd esimerkissd 3 kuvatulla ta-
valla. Kun jakeet 96-108 yhdistettiin ja vidkev8itiin vakuumissa,
saatiin §ljymdinen jddnnds. Kun tdmd 61jy liuotettiin pieneen
mddrddn tert.-butanolia ja lyofilisoitiin, saatiin 89 mg A-30912-
tekijdd D.
Eéimerkki 6
A-30912-tekij¥&n H erottaminen
5,0 g esimerkin 2 mukaisesti valmistettua A-42355-anti-

bioottiseosta liuotettiin 35 ml:aan metanoli-vesi-asetonitriili-
seosta (7:2:1), saatu seos suodatettiin ja vietiin loopin kautta
ventfiilisysteemin avulla lasikolonniin (Michel-Miller Colum,
sisdhalkaisija 3,7 em, pituus 42 cm). Kolonni oli tdytetty LP-1/
Cla-silikageelikaanteisfaasihartsilla (10-20 mikronia) metanoli-
vesi-asetonitriiliseoksessa (7:2:1) esimerkissd 3 kuvatulla tavalla.
Liuotin virtasi kolonnin 1lipi nopeudella 13 ml/min 827 kPa pai-
neéssa kuten esimerkissd 3 on kuvattu, ja yksi jae otettiin
talteen kerran kahdessa minuutissa. Antibiootin eluoitumista
seurattiin 280 nm:ssd esimerkissd 3 kuvatulla tavalla. Jakeet
112-132 yhdistettiin toisen samanlaisen puhdistuksen jakei-

siin 106-117. Kun yhdistetyt jakeet haihdutettiin vakuumissa,
saatiin 8ljymdinen jHd&nnds. Kun 81ljy liuotettiin pieneen miir#Hin
tert.-butanolia ja lyofilisoitiin, saatiin 173 mg A-30912-tekijaa
H epdpuhtaana.

150 mg epdpuhdasta A-30912-tekij&d4 H liuotettiin 8 ml:aan
metanoli-vesi-asetonitriiliseosta (7:2:1), saatu liuos suodatet-
tiin ja vietiin lasikolonniin (sisihalkaisija 2,0 cm, pituus 32 cm)
kuten edelld on kuvattu. Liuotin virtasi kolonnin 1l4pi nopeudel-
la 8 ml1/min 551 kPa paineessa kuten esimerkissd 3 on kuvattu, ja

yksi jae kerdttiin talteen kerran kolmessa minuutissa. Antibiootin



eluoitumista seurattiin 280 nm:ssd esimerkissd 3 kuvatulla
tavalla. Kun jakeet 17 ja 18 yhdistettiin ja vdkevditiin vakuu-
missa, saatiin $ljymdinen jd8&nnds. Kun t8md 61jy liuotettiin
pieneen mddrddn tert.-butanolia ja lyofilisoitiin, saatiin 29 mg
A-30912-tekijdd H. '

Esimerkki 7

Silikageeli/Cls-kéanteisfaasihartsin valmistus

Vaihe 1l: Hydrolysointi

1000 g LP-1-silikageelid (Quantum Corp., nyt Whatman)
lis4td&n 5 litran py®drdkolvissa vékevdn rikkihapon (1650 ml) ja
vikevdn typpihapon (1650 ml) seokseen ja ravistellaan niin, ettd
syntyy hyvd suspensio. Kolviin liitetddn vesivaippainen jddhdytin
ja seosta kuumennetaan h8yryhauteella y6n yli (16 tuntia).

Seos jd&dhdytetddn jHihauteella ja suodatetaan varovaisesti
sintterin 18pi. Sitten silikageeli pestddn tislatulla vedelld
neutraaliksi. Lopuksi silikageeli pestddn asetonilla (4 1) ja
Kuivataan vakuumissa 100°C:ssa 2 vuorokautta.

Vaihe 2: Ensimmdinen silylointi

Vaiheessa 1 saatu kuiva silikageeli siirretddn pySrd-
kolviin ja suspendoidaan tolueeniin (3,5 1). Kolvia kuumenne-
taan 2 tuntia hdyryhauteella niin, ettd hieman jdljelle jddnyttd
vettd saadaan aseotropoiduksi pois. 321 ml oktadekyylitrikloori-
silaania (Aldrich Chemical Company) lisdtd8n ja reaktioseosta
palautusjé&hdytetaan‘yén yli (16 tuntia) samalla hitaasti sekoit-
taen BOOC:ssa. Samalla pidetddn huoli siitd, ettd sekoittaja ei
ulotu ldhelle kolvin pohjaa. Tdmd siksi, etteivdt silikageeli-
hiukkaset jauhaudu.

Seoksen annetaan jddhtyd, pestddn tolueenilla (3 1) ja
asetonilla (3 1) ja sen jilkeen kuivataan ilmalla (16-20 tuntia).
Kuivattu silikageeli suspendoidaan 5 litran kolvissa 3,5 litraan
asetonitriilivesiseosta (1:1), suspensiota sekoitetaan varovai-
sesti huoneenldmpdtilassa 2 tuntia, suodatetaan, pestédn aseto-
nilla (3 1) ja kuivataan ilmalla y6n ajan.
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Vaihe 3: Toinen silylointi

Ensimmidisen silyloinnin menettely toistetaan kdyttd-
mdlls 200 ml oktadekyylitrikloorisilaania. Suspensiota palautus-
jddhdytetddn 60°C:ssa 2 tuntia samalla varovaisesti sekoittaen.
Lopputuote suodatetaan talteen, pestddn tolueenilla (3 1) ja me-
tanolilla (6 1) ja sen jdlkeen kuivataan vakuumissa 50°C:ssa
yén yli (16-20 tuntia).

Esimerkki 8
Michel-Miller-kolonnien tdyttd lietetdyttétekniikalla
“Yleistd informaatiota

A. T&dlli tekniikalla voidaan tdyttdd analyyttisid ja prepa-
- patiivisia kolonneja. .

B. Suositeltavia't&ytteita ovat silikageelit ja silika-
geelikddnteisfaasitdytteet (esim. Quantum LP-1, hikkaskoko
10-20 mikronia, LiChroprep PR-8 ja RP-18, hiukkaskoko 25-40 mik-
ronia). Td1l3 tekniikalla on tdyttd suoritettu onnistuneesti myds
muilla silikageeleilld (esim. Shandons 0DS Hypersil, hiukkaskoko
5 mikronia) sekd muun tyyppisilld hartseilla.

C. Tdssd lietetiyttdtekniikassa tarvitaan tavallisesti
alle 1378 kPa painetta ja v&1illd 5-40 ml/min olevaa virtaus-
nopeutta, jotka riippuvat kolonnin tilavuudesta ja koosta. Huom!
Tdytdén aikaisen paineen tulisi olla 207 ~ 345 kPa korkeampi kuin
varsinaisessa erotusvaiheessa, silld ndin voidaan varmistaa
se, ettei adsorbentti painu enii kokoon erotuksen aikana. Kolon-
neja, jotka on tidytetty td4lld tavoin kd3nteisfaasilikageelilld,
voidaan kdyttdd useita vuosia tehokkuuden siitd kdrsimdttd.

D. Nopeat paineenalenemat saattavat aiheuttaa t8ytteeseen
~halkeamia tai kanavia, jotka vdhentdvdt pylvddn tehokkuutta
huomattavasti. Tdstd syystd on tdrkedti antaa paineen pudota
nollaan hitaasti, kun pumppu pysdytetddn.

E. Pylvdiden keskimi&rdiset tilavuudet (Ace Glass Cat.
No., pakkaamattomia): 5795-04% 12 ml, 5795-10 110 ml, 5795-16
300 ml1, 5795-24% 635 ml ja.5796-34 34 ml.

F. Lasikolonnin pakkaamiseen tarvittava aika voi vaihdel-
la muutamasta minuutista useaan tuntiin riippuen kolonnin koosta
-ja tutkijan kokemuksesta.
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Esimerkki: .

1. Kytke lasikolonni sdilidkolonniin liittimelld (s&dilid-
kolonnin pitdisi olla tilavuudeltaan kaksi kertaa niin suuri kuin
lasikolonnin). Aseta molemmat kolonnit pystyasentoon (s&dilidko-
lonni yldpuolelle).

"2. Punnitse tdyteaine (100 g/200 ml pylvdstd).

3. Lisdd tdyteaineeseen 5-kertainen tilavuus liuotin-
ta (70~80 % metanolia ja 20~30 % vettd).

L. Ravistele hyvin kunnes kaikki hiukkaset ovat koostuneet
ja jd4td seisomaan y®n ajaksi, jotta kaikki hiukkaset varmasti
kostuvat liuottimella. Dekantoi ylim#d&ridinen liuotin.

5. Lietd hartsi riittdv&3n m3dridn liuvotinta niin, ettad
sdilibpylvds tdyttyy. Kaada seos nopeasti sdilidén. Huom! Kolon-
nin pitdd4 olla esitdytetty samalla liuvottimella ja sdilidkolon-
nin pitdisi sis81tdd hieman liuotinta ennenkuin liete kaadetaan
siihen. Suurempien lietetilavuuksien kiytt® saattaa myds antaa
hyvid tuloksia, mutta tdlléin tarvitaan suurempi s3ilid tai sdi-
1ié pitdd tdyttdd useampaan kertaan kolonnin tdytdn aikana.

6. Sulje sdilid teflontulpalla kolonnin alap#ddstd (ks.
kuva 1, tulppa no. 3 U.S.A:n patenttijulkaisussa no. 4 131 547),
liitd pumppuun ja aloita vdlittdmdsti liuottimen pumppaus systee-
hip_lapi maksimaalisella virtausnopeudella, jos kaytefaan Ace
Cat. No. 13265-25-pumppua tai vastaavaa liuottimensydttdjdrjes-
telmdd (20 ml/min). '

7. Jatka kunnes kolonni on t3ynnd adsorbenttia. Paineen
ei pitdisi t&mdn operaation aikana ylitt#i kolonnin maksimaalis-
ta sietokykyd (1378 kPa suurilla kolonneilla ja 2067 kPa pienil-
14 kolonneilla). Useimmissa tapauksissa alle 1378 kPa paine
riittdy.

8. Jos paine nousee liikaa, pienenn# virtausnopeutta, niin
paine laskee.

9. Kun kolonni on tdynni adsorbenttia, kytke pumppu pois
pddltd, anna paineen pudota nollaan, sijoita s#ilidn tilalla
esipylvds, tdytd esipylvlds liuottimella ja pienelld m¥irdlli
adsorbenttia ja pumppaa maksimipaineella kunnes kolonni on
tdysin tdytetty. Huom! Anna paineen aina laskea hitaasti paineen
poiskytkenndn jdlkeen, silli ndin menettelemilld tdytemateriaaliin
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ei muodostu halkeamia eik# kanavia. _

10. Anna paineen laskea ja kytke esipylvds varovaisesti
irti. Poista pylvddn pddltd muutama milli (2-% mm) tdytettd, lai-
ta 1 tai 2 suodatinpaperia kolonnin yl&p&idhdn ja paina niilli
varovasti tdytemateriaalia pidltd pidin ja laita kolonnin yldpdid-
hdn teflontulppa kunnes sulku saadaan vahvistetuksi. Kytke kolon-
ni pumppuun, anna paineen nousta (tavallisesti alle 1378 kPa)
ja tarkkaile lasiseindn ldpi laskeutuuko tdytemateriaali vield
kolonnin yldpddssd. Jos tdyteaine laskeutuu (kuten usein saattaa
olla suurissa kolonneissa), muodostuu kuollutta tilaa tai kana-
via, ja vaihe 9 pitdisi toistaa.
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Patenttivaatimukset.

1. Menetelmd, jolla voidaan valmistaa A-42355-antibioot-
tiseos, joka sisdlt3i A-30912-tekijit A, B, D ja H, sekd anti-
biocotti A-30912-tekijd A, antibiootti A-30912-tekijd B, anti-
biootti A-30912-tekijd D ja antibiootti A-30912-tekijd H,
tunnettu siitd, ettd

a) viljellddn Aspergillus nidulans var. roseus NRRL 11lu40-'.
kantaa elatusaineessa, joka sisdltdd assimiloituvia hiili- ja
typpildhteitd ja epdorgaanisia suoloja, pinnanalaisviljelmdssd
aerobisissa olosuhteissa kunnes riittdvd mddrd antibioottista
aktiivisuutta on muodostunut, .

b) haluttaessa erotetaan A—42355—antibioottiseos.elatus—
aineesta ja .

¢) haluttaessa erotetaan antibioottiset tekij&t A-30912
A, B, D ja H A-u42355-antibiocottiseoksesta.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, jolla voi-
daan valmistaa A-42355-antibiocottiseos, joka sisdltdd tekijit
A-30912 A, B, D jaH, tunnettu siitd, ettd

a) viljellssn Aspergillus nidulans var. roseus 1ll440-
kantaa elatusaineessa, joka sisidltid assimiloituvia hiili- ja
typpildhteitd ja epdorgaanisia suoloja, pinnanalaisviljelmé&ssi
aefobisissa olosuhteissa kunnes riittédvd md&4rd antibioottista
aktiivisuutta on muodostunut ja

b) erotetaan A-42355-antibiocottiseos elatusseoksesta.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, jolla voidaan
valmistaa A-30912-tekijd A, tunnet tu siitd, ettd

a) viljells3n Aspergillus nidulans var. roseus NRRL 11lu40-
kantaa elatusaineessa, joka sisdltdi assimiloituvia hiili- ja
typpildhteitd ja epdorgaanisia suoloja, pinnanalaisviljelmdssi
aerobisissa olosuhteissa kunnes riittdvd mddrd antibioottista
aktiivisuutta on muodostunut,

b) erotetaan A-42355-antibiocottiseos elatusseoksesta ja

c) erotetaan A-30912-tekiji A erotetusta A-42355-anti-
bicottiseoksesta.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, jolla voidaan
valmistaa A-30912-tekij¥ B, tunne t t u siit¥, ettd
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a) viljellddn Aspergillus nidulans var. roseus NRRL
11440-kantaa elatusaineessa, joka sisdltdd assimiloituvia
hiili- ja typpildhteitd ja epdorgaanisia suoloja, pinnanalais-
viljelmissd werobisissa olosuhteissa kunnes riittdvd md&rd anti-
bioottiaktiivisuutta on muodostunut, .

b) mahdollisesti erotetaan A-42355-antibioottiseos ela-
tusseoksesta ja

c) erotetaan A-30912-tekijd B erotetusta A-42355-anti-
bioottiseoksesta.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, jolla voidaan
valmistaa A~30912-tekijd D, tunnet t u siitd, ettd

a) viljellddn Aspergillus nidulans var. roseus NRRL
1l440-kantaa elatusaineessa, joka sis#lt4d assimiloituvia hiili-
ja typpildhteitd ja epdorgaanisia suoloja, pinnanalaisviljelmdsséd
aerobisissa olosuhteissa kunnes riittdvd mddrd antibioottista
aktiivisuutta on muodostunut,

b) mahdollisesti erotetaan A-42355-antibicottiseos ela-
tusseoksesta ja

¢) erotetaan A-30912-tekijd D erotetusta A-42355-anti-~
bioottiseoksesta.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, jolla voidaan
valmistaa A-30912-tekijd H, t unne t t u siitd, ettd

" a) viljellddn Aspergillus nidulans var roseus NRRL 11L440-
kantaa elatusaineessa, joka sisdltdd assimiloituvia hiili- ja
typpildhteitd ja epdorgaanisia suoloja, pinnanalaisviljelmdssé
aerobisissa olosuhteissa kunnes riitt&vid md8rd antibioottista
aktiivisuutta on muodostunut,

b) erotetaan A-42355-antibioottiseos elatusseoksesta ja

" ¢) erotetaan A-30912-tekijd H erotetusta A-42355-anti~
bioottiseoksesta.

7. Biologisesti puhdas mikro-organismiviljelmi,
tunnettu siitd, ettd mikro-organismi on Aspergillus
nidulans var. roseus NRRL 11440.

8. A-42355-antibiocottiseos, joka sisdltdd A-30912-tekijét
A, B, DjaH, tunnettu siitd, ettd se on valmistettu
patenttivaatimuksen 2 mukaisella menetelmdlli.
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8. A-30912-tekijd A, tunnettu
valmistettu patenttivaatimuksen 3 mukaisella
- 10. A-30912-tekijd B, tunnettu
valmistettu patenttivaatimuksen 4 mukaisella
11. A-30912-tekij& D, tunne t t u
valmistettu patenttivaatimuksen 5 mukaisella
12. A-30912-tekijd H, tunnet tu
valmistettu patenttivaatimuksen 6 mukaisella

siitd, ettd se on
menetelmdlld. .
siitd, ettd se on
menetelmdlld.
siitd, ettd se on
menetelmdlld.
siltd, ettd se on

menetelmdlld.
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Patentkrav.

1. Férfarande f6r framstdllning av antibiotikablandning
A-142355 som omfattar A-30912 faktorerna A, B, D och H; och
antibiotikum A-30912 faktor A, antibiotikum A-30912 faktor B,

" antibiotikum A-30912 faktor D och antibiotikum A-30912 faktor H,
kd&dnnetecknat ddrav, att man

a) odlar Aspergillus nidulans var. roseus NRRL 11440
i ett kulturmedium som innehdller assimilerbar killor av
kolhydrat, kvive och ocorganiska salt under indrdkta aerobiska
jdsningsf&rhdllanden tills en visentlig mdngd av antibiotisk
aktivitet alstrats;

b) eventuellt separerar A-42355 antibiotikablandningen
frdn kulturmediet; och

e¢) valfritt isolerar antibiotikum A-30912 faktorerna A,
B, D och H fradn A-42355 antibiotikablandningen.

2. Férfarande enligt patentkravet 1 f8r framstdllning
av A;42355 antibiotikablandning som omfattar A-30912 faktorer A,
B, DochH, kdnnetecknat ddrav, att man

a) odlar Aspergillus nidulans var. roseus NRRL 11440 i
ett kulturmedium som innehdller assimilerbara kdllor av kolhydrat,
kvédve och oorganiska salt under indrdnkta aerobiska
jésningsfbrhdllanden tills en vaéentlig mdngd av antibiotisk
aktivitet alstrats;

b) separera A-L42355 antibiotikablandningen fran kulturmediet;
och

c) isolerar A-30912 faktor A fran den separerade A-42355
antibiotikablandningen.

4. Férfarande enligt patentkravet 1 f&r framst&llning
av A-30912 faktor B, k & nnetecknat dirav, att man

a) odlar Aspergillus nidulans var. roseus NRRL 11440 i
ett kulturmedium som innehdller assimilerbara kdllor av
kolhydrat, kvdve och oorgahiska salt under indrdnkta aerobiska

jdsningsfdrhdllanden tills en vdsentlig mdngd av antibiotisk -
- aktivitet alstrats;

b) eventuellt separerar A-42355 antibiotikablandningen

frdn kulturmediet: och
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) isolerar A-30912 faktor B fran den separerade A-42355
antibiotikablandningen.

5. Férfarande enligt patentkravet 1 f8r framstdllning av
A-30912 faktor D, kdnnetecknat ddrav, att man

a) odlar Aspergillus nidulans var. roseus NRRL 11u40 i
ett kulturmedium som innehdller assimilerbara kdllor av kolhydrat,
kvdve och oorganiska salt under indrdnkta aerobiska
jdsningsférhdllanden tills en vdsentlig mdngd av antibiotisk
aktivitet alstrats;

b) eventuellt separerar A-42355 antibiotikablandningen
frén kulturmediet; och

c) isolerar A-30912 faktor Dfrdn den separerade A-42355
antibiotikablandningen. '

6. Férfarande enligt patentkravet 1 f6r framstdllning av
A-30912 faktor H k a4 nnet ecknat ddrav, att man

a) odlar Aspergillus nidulans var. roseus NRRL 11440 i ett
kultprmedium som innehdller assimilerbara kdllor av kolhydrat,
kvdve och oorganiska salt under indr&nkta aerobiska
jdsningsférhdllanden tills en vdsentlig mdngd av antibiotisk
aktivitet alstrats; ’

b) separerar A-42355 antibiotikablandningen fréan
kulturmediet; och

c) isolerar A-30912 faktor H frdn separerade A-42355
antibiotikablandningen.

7. Biologiskt ren kultur av mikroorganismen Aspergillus
nidulans var. roseus NRRL 11440.

8. A-42355 antibiotikablandning omfattande A-30912
faktorerna A, B, D och H dd den framstdllts enligt férfarandet
i patentkravet 2.

9. A-30912 faktor A d& den framstdllts enligt f6rfarandet
i patentkravet 3.

10. A-30912 faktor B d& den framstdllts enligt férfarandet
i patentkravet 4.

11. A-30912 faktor D da den framstdllts enligt forfarandet
i patentkravet 5.

12. A-30912 faktor H d& den framstdllts enligt
férfarandet i patentkravet 6.
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