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{57} Die Erfindung betrifft ein Néhrmedium zur Herstellung von 7-iso-Jasmonséure durch Stdmmae der Art
Botryodiplodia theobromaa In aerober Kultur, das fur die Kultivierung des Pilzas in Vor- und Hauptkultur genutzt
werden kann. 7-iso-Jasmonsaure kann auf Grund ihrer biologischen Aktivitét als Pflanzenwachstumsregulator
aingesetzt waerden, In Form ihrer niederan Ester dient sie als ParfUmstoff. Das erfindungsgemafie synthetische
Nahrmedium enthalt neben Mono- oder Disaccheriden Nitrate als Stickstoffquelle sowie weitere Mineralsalze u
Spurenslemente, jadoch keine kompiexen Bestandteile. Es ist fir dia aerobe Emers- oder Submerskultur,
inshesondere fur die Kultivierung in Fermentoren, geeignet und garantiert neben einer hohen Raum-Zeit-Aushei to
der Produktion von 7-iso-Jasmanséure eine einfache Produktreinigung.
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Patentanspriche:

1. Nahrmedium zur Herstellung von 7-iso-Jasmonsédure in aeroben Kulturan von Stammen der Ar:
Botryodipiodia theobromae Pat. unter Verwendung einer assimilierbaren C-, N-und P-Quellescw.a .
von Mineralsalzen, dadurch gekennzeichnet, daf} es als N-Quslle Nitrate und als C-Quelle Mco-

oder Disaccharide enthait.
2. Nahrmedium nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da} es Nitrat in einer Konzentration vur

0,2-0,5% enthélt, ‘
3. Ndhrmedium nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dal? man als Nitrat Calciumnitrat

und/oder Kaliumnitrat einsetzt.
4. Nahrmedium nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dal? man es fir die Produktion vor

7-iso-Jasmonsaure durch Stémmae von Botryodiplodia theobromae einsetzt.
5. Nahrmedium nach Anspruch 4, dadurch gekennzsichnet, da? man es flr aerobe Kulturen des
Stammes D7/2 einsetzt.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Dia Erfindung betrifft ein Ndhrmedium zur Hersteilung von 7-iso-Jasmonsdure {synonym mit 2 'so Jasmonsdure oder .
Epijasmonsaure) durch Stdmme der Art Botryodiplodia theobromae Pat. in submarser und emarsar Kultyr Dig Varbinis., o, .
aus inr durch chemische Modifikation hergestailte Analoga besitzen als Wirkstoffe Bedautuny tur d.2 ...clogische
ProzeRsteuerung in dar Landwirtschaft. Nach Applikation ist sie in Pflanzen bei Wachstums-, Entwicklungs- und
Stoftwechselprozessen regulatorlisch wirksam. Nisdere Ester der 7-iso-Jasmonsd#ure sind als Duftstoffe fur die kosmetiscno
Industrig von Intereasa. Aus diesan Grunden bendtigt man Verfahran zur stabilen Produktion von 7-iso-Jasmonsdu:.« Oie
Erfindung stelit ein Skonomiasch ginstiges und universell sinsetzbares Ndhrmedium fir solche Verfahren rur Verfugunyg.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Bishar sind varschiedene Verfahren zur fermentativen Gewinnung von Jasmonséure und Jasmonsdureanaloga bekannt
(Broadbent,D., etal., GB-Patent 1286266 Miersch, O., etal., DO-Patent 216734). In allen vorgeschlagenen Varfahren kommen
mehr oder minder undefinierte, komplexe Bestandteile zum Einsatz. In sinem Herstellungsverfahren von Jasmonsaura untg=-
Verwendung von Stammen des Pilzes Lasiodiplodia theobromae kommen Cerulose als Kohienstoff- und Energiequelle sow -
Hefnextrakt zum Einsatz (Broadbent, D., etal.), Mlersch und Mitarbaeiter schiagen ein mikrobiel!as Verfabran rait Stimmen de- 3
Botryodipiodia theobromaa zur Produktion von 7-isa-Jasmonsdure vor.

Das Fermentationsmadium enthiit Sojamahl, Maisquellwassar und Zitrusextrakt als komplexe Bestandteila, Dle Varfahren
heschreiben die Harstellung von 7-lso-Jasmonséure in Standkultur mit maximal 11 Kulturidsung. Eina submaearsa Kultivieru~3
wird im Beraich 100 ml durchgefiihrt. Der Einsatz diesar Nshrmedien zur Produktion von 7-iso-Jasmonsdure in Fermentore: .
insbesondere in Rihrfarmentoren, ist nur bedingt maglich. Unter diesen Bedingungen bildet der Pilz extrazeliulére
Polysaceharida in hoher Konzantration, die Fermantation und Ausbaute stark negativ baeinflussen. Die Varwendung von
komplexen Nahridsungen macht fiir einiga Anwendungsgebiete eine umfangreiche Reinigung notwendig Fur bestimmte
Zwaecke, wie z. B. fir die Nutzung von 7-isa-Jasmonséure in der Parfimindustrie, sind die bekanntan Iseliarungsvarfahren !
ausreichend, um alle durch dia komplexan Ndhrmaedien komponenten eingstragenen stérerden Geruchsstoffe sowie potent e
allergenen Verbindungen zu entfernen.

Ein Nachteil von Nahrmedien auf der Basis komplexar Bastandteila ist ihre oft waechseinde qualitativa und quantitative
Zusammensetzung, dia sinen nur schwer reproduzisrbaren Fermentationsverfauf bawirkt.

Ein definiartes, vollsynthatisches Madium zur farmentativan Herstallung von 7-iso-Jasmonsdure ist jedoch bisher noch nicne
bakannt.

Zliei der Erfindung

Esist das Zlal dor Erfindung, dle Raum-Zait-Auabeute der Produktion von 7-iso-Jasmonsdure mit Staimmaen der Ant
Botryodiplodia theobromae zu erhhen und reproduzierbar zu gestaiten, dadurch sine dkonomisch gunstige Prozellfihrung .
arraichen sowie die Einsatzméglichkeitan fir mikrobiell hergestalite 7-iso-Jasmonséuro zu erwsitern.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Dor Erfindung lingt die Aufgabe zugrunde, ain NBhrmadium zu antwickeln, das dle durch dan Einsatz komplexer
Medianbostandtaile harvorgerufenan Nachteila nicht aufwaist, aber aine hoha und stabiie Produktion von 7-1s0-Jasmonséure

gewaiahriaigtet.
Erfindungsgemaf anthalt das Nahrmedium als assimilierbara C-Queile und als Energiequalla Mono- oder Disaccharide, als

Stickstoffcjueilo Nitrate neben waitaren Minaralsalzen und Spureneiementen.

BAD ORIGINAL



-2- 279688

In den Nahrmaedien finden Zucker u. a. in Form von Glucose, Fructose, Saccharose, Laktose und Maltose Varwendung. Egist nur
aine ginzige assimiliarbare C-Quelle notwendig.

Als Stickstoffquelle wird Nitrat, vorzugswaise Calcium- und/oder Kaliumnitrat, aingesetzt. Die Nitratkonzentration im
Nahrmedium soll atwa 0,2-0,5% betragen. Waitere N-haltige Verbindungen, insbesondere organische, mussen dem Medium
nicht zugesatzt werdan.

Die Stammae der Art Botryodiplodia theobromae werden wahlweise unter submarsen oder amarsan Badingungen kultiviart
Geaignetistbeispialsweise der Stamm D7/2. Alsimpfmaterial zur aeroben Fermentation dienen auf ublichem Wege angezogenre
Vorkulturen. Das erfindungsgemaRe Nahrmedium ist fir Vor- und Hauptkulturen benutzbar. Die Fermantation zur Produktion
von 7-iso-Jasmonsaure erfolgt vorzugswaise in RGhrfermentoren odar Schiittelkolben. Die Tempaeratur ist rwischen 20°C und
35°C, der pH-Wert zwischen 4,0 und 7,5 variierbar. Vorzugsweise arbeitet man jedoch bei Temparaturen von 25-30°C, pH-Waerta~
swischen 5.0 und 6,0, bei Sauarstoffsattigung des Mediums und einer Kuiturdauer von 4-6 Tagen. Nach Beendigung dar
Farmentation wird die Kulturidsung durch Zentrifugation vom Mikroorganismus abgetrennt. Die Reinigung der 7--sc-
Jasmonsiura erfolgt nach bekannten Verfahren.

Das erfindungsgemdBa Nahrmedium ist ein definiertes, vollsynthetisches Medium. Es ermdglicht sinen reproduziercarun
Farmantationsprozef, sine hohe Raum-Zeit-Ausbeute der 7-iso-Jasmaonsadure-Produktion und eine braitara Nutr: des
Produkts.

Die starke Bildung und Ausschaidung von Exopolysacchariden durch den Pilz unter den Bedingungan de: Subrisessol

durch die Verwandung des erfindungsgemafRan Mediums wesentlich verringert warden. Der Eingatz i 8385 f.o w -~
armoglicht die Kultivierung in Ruhrfermentoren. Damit kann das Fermentationsvolumean erwaitert scwin dar
Farmantationsprozel durch die bessere Steuar- und Regeibarkait optimiert werden. Ein weiterer Vortedis® .4 - v

der Zufuttarungstechnik, mitder die Konzentration der C-Queile garegelt werden kann. Dia Varwand: =, N RASL T
Nahrmediums zur Produktion von 7-iso-Jasmonsaure durch Botryodiplodia theobromae an Siaiig b inntar

die notwendige Produktreinigung, da slle stdrenden komplexan Ndhrldsungsbestandteila substitutent wurder NG
7.is0-Jasmonsadure dkonomisch vortailhaft auch als Ausgangsstoff fir die kosmaetische Industrie barnitgesteit s~ .
hergestelite 7-iso-Jasmonsaure kann durch sinfache Verfahren in Jasmonsadure Uberfihrt werden

Dia tolgenden Beispiele sollen die Erfindung erldutarn. Die verwendaten Ndhrmedien sind der Tabelle 1 zu entne " &~

Austihrungsbeispiele

Beispiei 1

Submaerskultur {Fermentor)

Die Stammbhaltung des Pilzes Botryodiplodia theobromase Stamm D 7/2 erfolgt auf Schridgaguiréhrchan mit Me.zagar. Nach
Bawuchs (28°C) werden die Kulturen bis zur nachsten Beimpfung bei 4°C gelagert. Eine Uberimpfung arfolgt im Abstand vor
acht Wochen, Mit dem Schridgagarréhrchen werden zur Erzeugung von impfmaterial Petrischalen baimpft (Vorkuitur 1: NL3
Eine weitare Vorkultur wird mit Mycelstanzstiicken aus der ersten Vorkultur beimpft und 48 h bei 28°C auf eirer
Rundschittelmaschine {250 U/min) inkubiert, Die Nahridsung entspricht dem Hauptkulturmedium (NL 2). Die Beimpfung der
Hauptkultur im Fermentor erfolgt mit 48h alten Vorkulturen. Es wird mit einer Animpfdichte von 0,3-0,5g Trockenbiomasse/i
gearbeitet. Die Fermantation erfolgt bei einer Temperatur von 30°C und Sauerstoffséttigung. Der pH-Wert wird mittels 1N NsC .-
auf 5,5 konstant gehaitan. Nach Verbrauch der C- und Enargiequelle wird dia Farmantation beendet. Die Abtrennung der
Biomasse erfolgt durch Zentrifugation. Isolierung und Rainigung von 7.is0-Jasmaonsaure werden nach bekannten Verfahre:
durchgetihrt. Es warden Ausbeuten von atwa BAOmg 7-iso-Jasmonsdure pro Liter erzielt.

Baisplel 2

Submerskuitur {Schittelkolben)

Die Stammhaltung und die Ausfuhrung der Vorkultivierung von Botryodiplodia theobromae Stamm 07/2 erfolgt, wiein
Ausfihrungsbeispiel 1 dargestellt.

Vor- und Hauptkulturmedien sind identisch und entsprechen NL 1. Die Beimpfung der Hauptkulturen in 500 mi-Stehrundkole?
mit jo 100 mi Ndhrigsung erfolgt mit 48h alten Vorkultucen. Es wird mit einer Animpfdichte von 0,5g Biomasse/l gearbaitet. 7.«
Farmentation wird auf siner Rundschwingschitteimaschine (260 U/min) bei 30°C innerhalb von 3 Tagen durchgefiihrt.
Abtrennung der Biomasse und isolierung der 7-is0-Jasmonséaure erfolgen wie in Ausfuhrungsbaeispiael 1.
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Tabelle 1
Zusammensetzung der varwendeten Ndhrmedien (Angaben in Gramm pro Liter)
NL1 NL2 NL3
Glucose 50 - 20
Saccharose - 50
Malzextrakt - - 30
Pepton - - 5
Hefeextrakt - - 5
Ca{NO,); x 4H,0 - 3 -
KNO, 3 0.3 -
KH;PO‘ 0,2 0,2 =
MgSO, x 7H,0 0,2 0,2 -
FGSO4 x 7 H;O 0.01 0,01 -
KCl 0,1 01 -
ZnS0, x 7H,;0 0,01 0,01 -
MnSQO, x 4H,0 0,001 0.001 -
Na,MoO, x 2H,0 0,001 0,001 -
CuS0.x 5H,0 0,001 0,001 -
- - 20

Agar-Agar
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