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Erfindungsanspruch g8

1. Verfahren zur Herstellung von Jasmonsiureanr.oga der all-
gemeina:n Formel I, dadurch gekennzeichnet, dal einer der
Stamme Botryodiplodia theobromae D 7/2, A 82/168-2,

A 82/260 oder deren Mutanten bzw. Varianten verwendet werden.

2. Verfahren nach Punkt 1, dadurch gukennzeiohnet, daB ein
Gemisch sus Verbindungen der allgemeinen Formel I herge-
stellt wird, das die Verbindungen ia (R = 2,4-Pentadienyl),
Ib (R = 2-Pentenyl) und Io (R = n-Pentyl) enthilt.

3. Verfahren nach Punkt 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB
man einen der Stiémme Botryodiplodia theobromae D 7/2, A 82/
168-2 oder A 82/260, ZIMET (#3313 , ZIMET# ? 711 oder ZIMET
©»37721n aerober Fermentation unter Verwendung eines Nahr-
mediums, welches eine assimilierbare C-Quelle, eine assimi=-
lierbare N-Quelle und Mineralsalze enthdlt, in submerser
oder emerser Kultur bei einer Temperatur von 20—35°C und
einem pH-Wert von 4,0-6,5 wahrend eines Zeitraumes von 4-15
Tayen kultiviert und aus dem Néhrmedium die Verbindungen der
allgemeinen Formel I isoliert,

4, Verfahren nach Punkt 41 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dall
das Néhrwedium ein komplexes organisches Medium enthalt,

5. Verfahren nach Punkt 1 bis 4, dadurch gekennzelchnet, daf

die Fermentation bei 25-30°C und pH 5,0-6,0 durchgefiihrt
wird,

Hierzu 1Seite Formeln
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Verfahren zur Herstellung von Jasmonsgdureanaloga

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Analo-

ga der Jasmonsdure durch Kultivation von Stémmen der Art Botryo-~-
diplodia theobromae.

Anwendungegebliet der Erfindung

Nach Applikaticn von Jasmonsiureanaloga der allgemeinen Formel 1
sind diese in Pflanzen bei Waohsiums-, Entwicklungs- und Stoff-
wechnalprozessen regulatol {soch wirksam. Die niederen Ester die-
gser Verbindungen sind als Jleichflilchtige, wohlriedhende Sub-
stanzen fur die Parfimindustrie von Interesse.

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

Siuren der allgemeinen Formel I wurden in der Natur bisher
nicht aufgefunden. Lediglioh 2-epi-Jasmonséuremethylester

(= 2-iso-Jasmonséuremethylester), ein Fster der Sdure der Formel
Ib, wurde als Bestandtell eines Pheromongemisches der orlenta-
limchen Fruchtmotte Grapholitha molesta (Nishida, R., et al.,
J. of Chemiocal Ecology 8, 947-59 (1982)) nachgewlesen.
2-igo-Jasmonssure (Verhindu.g Ib) und 2-iso-Dihydrojasmonséure
(Verbindung Io) sind jedoch als Zwischenprodukte der Synthesen
von Jasmonséure und Dihydrojasmonskure bzw. ihrer Methylester
(Tanaksa, H., Torii, 8., J. Org. Chem. 40, 462-65 (1975); Ste-
vens, R.V., Hrib, H., Tetrahedron Lett. 22, #791-94 (1981)) be-
kannt, die alas Duftstoffie in der Parfiimindustrie verwendet
werden. Jasmonsiiure und Dihydrojasmonsiiure sind Stereoisomere
der Verbindungen Ib und Io.

Bereits 1968 ist ein fermentatives Verfahren zur Herstellung

von Jaumonsiiure vorgeschlagen worden (Broadbent, D., et al.,
BAD ORIGINAL



GR-Patent 1 286 266), dazu wurde ein Staum der Filzes Lasio-
diplodia theobromae eingesetzt. Es ist jedocr visner nicht

moglich, auf ohemischem Wege Jasmonsiure in .-iso-Jasmonséure
umzuwandeln.

Ziel der Erfindung

Es ist das Ziel der Erfindung, Verbindungen der allgemeinen
Formel I nach einem einfachen Verfahren okonomisch vorteilhaft
zu produzieren und sie der Landwirtsochaft als Basis fur Wirk-
stoffe zur Beeinflussung von Wachstum, Entvicklung und Stoff-
wechsel von Pflanzen und der Parfiimindustrie zur Herstellung
von Duftstoffen zur Verfligung zu stellen.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Frtindung llegl die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren ..
wickeln, das es ermdglicht, Substanzen der allgemeinen Fo- .- [
durch Kultivation elnes Pilzstammes herzustellen,
Erfindungsgemil werden zur Herstellung von Verbindungen ter all-
gemeinen Formel I mit R = 2,4-Pentadienyl, 2-FPentenyi ol.r n-
Pent. ;1 die Stdmme Botryodiplodia theobromae D 7/2, A B./1uvH=2
oder A 82/260 oder deren Varianten bzw. Mulanten verwenlet,

Die Stimme Botryodiplodia theobromae D 7/2, A 82/16%-¢ und

A 82/260 sind beim Zentralinstitut fir Mikrobiologie und expe-
rimentelle Theraple der Akademie der Wissenschaften der DTh in

Jena unter den Bezeichnungen ZIMET y ZIMET und
ZIMET hinterlegt. Es handelt sich um sehr wililerstanda-
fahige Stdmme, die sich: durch gute Fermentat'onseigenschn“ter,

t#uBerst vortellhaftes, schnelles Myzelwachatum uni stabile
Produktion der oben genannﬁen Verbindungen bel gunatizer Zelit-
aunbeute auszeliochnen,

Die Kultivation zur Charakterisierung der Stimme Rctryodiplodia
theobromae D 7/2, A 82/168-2 und A 82/260 erfolgte auf Afarme-
dium mnit naohfolgender emerser oder suvw.. .,er Kultur {in ver-
schiedenen Ndhrmedien (sieohe Tab., 1), Die Stimme beritzen fol-
gendes makroskopisoches Aussehen:
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Stamm D 7/2
Alter der agarkulturs . we~han
Agarmedium: Nahrboden NL 4

Weitses Luftmyzel mit Gutationatrbpfechen, Kulturen Hlter als
4 Wogt.en sohwarz werdend,

Hauptkultur: NL 2, 28°C, emerse Kultur

2-4 Tapge: Anfangs #ullerst schnell wachsendes weiBes Myzel, das
sich rasenartig verdiohtet,

15 Tare:1 als Myr.]l rosa-schwarz werdend

Hauptkulwurs NL 1, 2800, submerse Kultur,

¢ Tare: feinfaseriges weilles Myzel, schleimbildend

10 Tage: feinfaseriges weifSes Myzel mit dunklen Myrelinseln,
Achleimbildend

Ai'er e~ Agarkultur:s 4 Woohen

1]

Asa ae tium: Nahrboden NL 4

Ant o aeilen Myzel, naolifvlgend cchwarzer Rasen mit grauem
-uftxyra., Avar durohwachsaen, hilgelige Kolonien,
Hauptkultur:s NL 2, 28°C. emerse Kultur

* Turze: felnfnseriyes wellen, achnellwiiohsiges Myzel

' Tnr-et feinfaseriges sohwarzes Myzel, Rasen.
lamm A B2/ 260

Alter der Agarxulturt 4 Wochen

Akarmediom: Nahrboden NL &

Anfa-. s weiles Myzel, naohfolgend schwarzer Rasen mit grauem
iufimyzel, Agar durchwachsen, korallenartige Auswiichse auf der
(be-flacnhe

Hau; tkulturs NL 3, 2800, submerse Kultur

> Thve: feinfanarigean welues Myzel, sohleimig

10 Ta-e: feinfaseriges schwarzem Myrel, schleimig

Fir miie drel Gtumme ist Aie geringe Sporenbilduny nach mehr-
Yaetat “verimpfen ohnrakieristisch, Sie lassen sioch jedooh smehr
lef~nt mit Hilfe von Myzelbruohstiocken ve-mehren., Die 8poren-
biifing in Fykniden kann durch Zwisohenimpfen auf Apfelsine
stinuilart werden,. BAD ORIGINAL



Die aerobe Fermentation des Pilzes zur Produktion der Verbin-
dungen Ta, Ib und Ioc erfolgt wahlweise in suomerser oder emersger
Kultur. Die Nidhrmedien enthalten eine assimilierbare C—Quelle,
wie z.B, Gluoose, Saccharose, Mannit, Sorbit, Glyzerin, Zitro-
nenséure, eine assimilierbare N-Quelle, wie beispielsweise
Ammoniak, Asparagin, Glyzin, Ammoniumsalze, sowie Mineralsalze.
Besonders vorteilhaft sind komplexe organische Medien in w&S-
riger Misohung, wie z.B. Sojamehl, ZitruspreBriicksténde, Mais-
quellwasser oder Milch, Die Temperatur ist zwischen 20 und 3500
und der pH-Wert von 4,0 bis 6,5 bei einer Kulturdauer von 4-15
Tagen varilerbar. Vorzugsweise arbeitet man jedooh bei Tempera-
turen von 25-30°C, pH-Werten zwischen 5,0 und 6,0 und einer Kul-
turdauer von 5-10 Tagen.

Das Fermentationsprodukt setzt sich aus den Verbindungen Ia, Ib
und Io zusammen, von denen die 2-iso-Dehydrojasmonsiure (Ver-
bindung Ia) neu ist.

In emerser, aeruber Kultur werden um 1 mg Substanzgemisch/ml
Kulturmedium erhalten, darunter ca. 90 % 2-iso-Jasmonsidure
(Verbindung Ib) und 0,03-0,1 mg 2-iso-Dihydrojasmonsaure (Ver-
bindung Io) und 2-imo-Dehyircojasmonsiure (Verbindung la) in
etwa gleiohen Anteilen, In submerser Kultur produzieren die
Stamne um 0,8 mg Substanzgemisoh /ml Kulturlosung, das die xlei-
che prozentuale Zusammensetzung aufweist,

Die Isolierung des Substanzgemisohes erfoigt durch Extraktion
mittels organischer Losungsmittel, wie z.B. Ether, Chloroform,
Esslgester, und nachfolgende Abtrennung der Siuren z.B. mit
schwachen alkalinschen Basen. Oft kann das Substunzgemisch ohne
Auftrennun; in die drei Komponenten verwendet werden, z.B. zur
Beeinflussung von Waohstum, Entwicklung und Stoffwechsel von
Pflanzen in der Land-, Garten- oder Forstwirtschaft. Fiir diesen
Verwendunyazweck brauchen die Substanzen ggf. niocht einmal aus
dem Kulturmedium isoliert zu werdern., Sollen jedoch dia Einzel-
substanzen gewonnen werden, 1st das mit den gingigen Methoden
der Vertellungschromatographie méglich; besonders geeignet ist
die uugekehrte Chromatosraphie an silylierten Adsorbentien.

Das erfindunysgemiBe Verfahran ist ein einfaches und infolge
neiner gunstigen Zeitaunbeute dkonomisch vorteilhaftes Fermen- °
tationsverfahren, BAD ORIGINAL
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Die folgenden Beispiaele sollen dis Erfindung erldautern. Die
verwendeten Ndahrmedien sind der Tabulle 1 zu entnehmen.

Ausfihruny¢sbeispiele

Beispiel 1

2 ml einer Buspension aes Myzels des Stsmmes Botryodiplodia
theobromaa D 7/2 in Wasser wird in Stehrundkolben (Fassungs=-
vermogen 500 ml) mit je 100 ml Kulturmedium NL 1 verteilt und
bei 30°C auf einer Rundsohwingschittelmasohine (190 U/min) ge-
sohiittelt., Nach 5 Tagen enthalten die Kolben ca. 0,8 mg/ml Ge-
misch aus den Verbindungen der Formeln Is, Ib und Io.

e = —

2 ml einer Suspenslion des Myzels des Stammes Botryodiplodia
theobromae D 7/2 in Wasser wird auf 500-ml-Fernbachkolben, ge-
fiillt mit je 100 ml Kulturmedium NL 2, verteilt und bei 28°C
in Oberfluiohenkultur 10 Tege inkublert. Pro ml Néhrldsung koen-
nen danach um 1 mg Substanzgemisoh aus den Verbinduncen der
Formeln Ia, 1b und Io isoliert werden.

Je 2 ml einer Suspension des Myzels des Stammes Botryodiplodia
theobromae A 82/260 in Wasser werden in Stehrundkolben (Fas-
sungsvermégen 500 ml) in je 100 ml Kulturmedium NL 3 verteilt
und bei 30°C auf einar Rundsohwingsohiittelmaschine (190 U/min)
geschiittalt, Nach 4 Tagen enthalten die Kolben ca. 0,8 mg/ml
Bubstanzgemisch aus den Verbindungen der Formeln Ia, Ib und Io.

Je 2 m) einer Buspension des Myzels des Stammes Botryodiplodia
theobromae A 82/168-2 in Wasser werden auf 500-ml-Fernbach-
kuvlben, gefillc mit 395100 ml Kulturmedium NL 2, verteilt und

die Kolben bei 28°C in Overfliéchenkultur 10 Tage inkuhiert,

Pro ml Ndhrldsung sind 1 mg Substanzgemisch (Verbindungen der
Formeln Ta, Ib und Io) isolierbar, darunter 0,9 mg Substant

naoh Formel Ib (R = 2-Pentenyl). BAD ORIGINAL
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Zur Isolierung des Substanzgemisches wird das Myzel durch Fil-
tretion oder Zentrifuglieren svgetrennt, das Kulturfiltrat mit
HC1l auf pH 3 angesduert, mit Chlorcform extrahiert und mittels
Natriumhydrogencarbonatlosung alle organischen Sauren abge-
vreuni, ourch Ansduern mit Salzsgdure und Extrektion mit Chlo-
roform wird ain Rohsubstanzgemisch ¢rhalten, das 60 % der her-
gestellten Verbindungen der Formeln Ia, Ib und Ic enthalt. Eine
Mengenbestimmung kann durch Dinnsch.chtchromatograpiie an Kie-
selgel mit dem Laufmittelsystem n-Hexan:Essiyester:Eigeasnis-
60:40:1 gegen Testsubstanz Jasmonséure im Konzentraticnaberelsh
0,2-1/ug nach Sichtbarrachung der Verbindungen mitiela Anirs-
aldehyd-Schwefelsfurereagens bei 110°¢ erfolgen,

Zur Isolierung der Einzelsubstanzen kann das Verbindur,swe . w1
tiber silyliertes Kieselgel sdulenchromatographisch mitte : a4
vaulfmittelsystems Methanol:WasseriEisessig = 5015015 aufyer - 1
werden. Die Substanzen werden in folgender Relhenfolge elii.

a) |3-Oxo-2-(2,4-pentadienyl)-cyclopentyl |-1-essigsaure
b) 13-0Oxo-2-(2-pentenyl)-oyclopentyl|-1-essigsiure und
c) I?—pentyl-cynlopentyl]-1-assigeéure.

Die Identifizierung erfolgt mittels GC-MS als Methylester.

o8
\

a) 222 (M%), 204, 193, 191, 167, 149 (100 %), 130, 107, 83,
79 (100 %)

b) 224 (M), 20A, 195, 193, 156, 151, 135, 133, 121, 109,
83 (100 %)

0) 226 (M%), 194, 156, 153, 137, 109, 83 (100 %), 82

=
BAD ORIGINAL



Tabelle 1

Zusammensetzung der verwendeten Néhrmedien je Liter

NL 1 NL2 NL3 NL4
Sacchurose 50g 30g 50g 20g
Eojamehl 58 o8 58 -
Maisquellwnsser -~ 15ml - -
Z1Cruaaxtrakt1) 200ml - 100ml 500ml
Glyzin - - 108 -
KH2FOA 0,005g 0,5g 0,005g -
Mgso, - 7 B0 0,003g 0,3e 0,003g -
Fes®, -« 7/ H20 0,0001g 10mg 0,0001g -
o0, .7 H20 0,000088¢ 8,8mg 0,000088g -
Ap,av-Agar - - - 10g
Ajus dest ad. 1000 1000 1000 1000
pH vor dem
Ster.ilisieren S, 4 5,4 5,4 6,0
pH-Finstellung mit  NaOH NaOH NaOH NaOH

Autoklavieren jeweils einheitlich bei 120°C fiir 20 min.

—...—__—.————-—————-——.——————-—-—-——.——-—_—_

1) Zliiurusextrakt: Filtrat einer wiBrigen Aufschlémmung von
I'reiruvkstiénden von geschdlten Zitrusfrichten, besonders
vorteilhaft von einer wiiBrigen Aufschlimmung von Zitrus-
albedo,

ey
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C H R
3 =
HzC \ZC/
.
HoC —— C. COCH
= \CHz’/
H
Formel I

a) R=CHsCH=CH--CH=CH,
b) R=CHjz CH=CH~-CHzCH,

c) R=CH; CH5CH3CH;5CHy

BAD ORIGINAL



	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS
	DESCRIPTION
	DRAWINGS

