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Patentanspriiche

1."Verfahren zur Herstellung von Verbindungen dexr Formel I

b

R\ﬁ\%\/%/w
N §/K/W“
T y ®
S NANNIINN,,

worin der macrocyclische Ring entweder gesiattigt oder wahlweise in der
8,9-Stellung oder in der 9,10-Stellung oder in der 14,15-Stellung eine
Doppelbindung gemiss nachfolgender Substituentenksmbination enthilt und

die Substituenten R; bis Rs, A, B, X und Y in folgenden kombinierten

Bedeutungen vorliegen:
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Verb. Ri R2 Rj Ry Rs A B X Y Doppel-
bindung
A OCH; CH3 CHy H H CH; H H H 79,10
B OH CHy CHy; H H CHy H H H -
c OH CH; CH; H H CHy H H H 49,10
D OH CH; CHy; H H H H H H -
E OCH; CHy CH3 M H 43 H OH H -
F OCH; CH; CH; H H CHj H H H et
H OCH; CHy H H H CHy H H OFi 08,9
J OCH; H CHy H H CHy H H H -
M OH CH; CHy; H H CH; H OH H -
N OH CH; CH; H kK CHy H H OCH;  A9,10
Q OCHy CH; CH; H H H H H H -
R OH CH;y H H H H H H H -
S OH CH; H H H CHy H H H 49,10
T OH CHy H H H CHy H H H -
] OCH; CHy CH3; OH H CHy H H H 49,10
\ OCH; CH; H H H CH; H H H 49,10
X oH CHy H H oH CHy H H H 49,10
Y = CH;y H H H CHy H OH H --
2 OCH; CH; H OH H CHy H H H 49,10
8 OCH;y CHy CHy H H CHy H ] H 49,10
y OH CHy CHy H H CH; H 9,10-epoxy -
] OH CH;y CHy H H CHy H H H A9,10
4 OH CH;y CHy; H H CH; OH H H 49,10
n OH CHy CHy; OH H CHy H H H 49,10
e OH CH; H pl H CHy H H H 29,10
n OCH; CHy H H H CHy H H OH -
v oH CHy Chy H H CHy H oH H Al4,15
£ OH CHy H H gt CHy H H H 49,10
e OCHy CHy CHy; oY H CHy H H H 79,10
m OH CHy H H H CHy H H H 49,10
) OH CHy H H H CHy H OH H --
0 OCH; CH3 CH; OH H CH, H H H 49,10

unter Einschluss ihrer Stereoisomeren, gekennzeichnet durch aerobe

Ziichtung wahlweise eines

Sorangium cellulosum

Sorangium cellulosum

Sorangium cellulosum

Sorangium cellulosum

Sorangium cellulosum

Sorangium cellulosum

Sorangium cellulosum

"So
"So
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"So
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26" (NCIB
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192" (DSM
231" (DSM
242" (DSM

12411),
5397),
4795),
4796),
4797),
5393) oder
5414)
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oder einer von diesen ableitbaren Kultur in einem geeigneten Nihrmedium,
und, sofern gewiinscht, nachfolgende Abtrennung der erhaltenen Verbindun-
gen der Formel I, mit der Messgabe, dass der Stamm "So ce 26"

(NCIB 12411) nicht fiir die Gewinnung der Verbindungen IA und IB einge-

setzt wird.

2. Verfahren gemdss Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass.man

einen der genannten sieben Stimme von Sorangium cellulosum in einem

Kulturmedium enthaltend mindestens je eine assimilationsfihige C-Quelle
und N-Quelle sowie entsprechende anorganische Salze, bei 10-40°C in
Anvesenheit oder Abwesenheit eines Adsorberharzes hultiviert, dann die
Kulturbriihe bzw. das abfiltrierte Adsorberharz mit einer geeigneten
Losungsmittelphase extrahiert, die erhaltene L3sung einengt und den
verbleibenden Riickstand, sofern gewiinscht, durch Chromatographie und/oder

Umkristallisation reinigt.

3. Verfahren gemdss Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Fermen-
tation bei 10-35°C mit einem der Stimme

"So ce 170" (DSM 4795)

"So ce 191" (DSM 4796)

"So ce 192" (DSM 4797)

durchgefijhrct wird. .

4. Die nach dem Verfahren gemiss Anspruch 1 echaltenen Verfahrens-

produkte.

5. Macrocyclische Verbindungen der Formel I gemad Anspruch 1
und ihre Stereoisomeren in reiner Form, mit Ausnahme der Ver-
Eindungen IA und I8.

6. Die Verbindung IY und die Verbindung Ip (=Rho) gemiR An-

sprucn 1 in reiner Form,

7. Mittel zur Bekdmpfung bzw. Verhiitung von Pflanzenkrankheiten,
dadurch gekennzeichnet, daB es als \irkstoff ein Verfahrenspro-
dukt der Formel I des Verfahrens gemaB Anspruch 1 mit Ausnahme
der Verbindungen IA und I3 neben einem geeigneten Trigermaterial
und gegebenenfalls sonstigen Verteilungsmitteln enthalt.
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‘8. Mittel nach Anspruch 7, dadurch gekennzsichnet, daid dar
Wirkstoff aus den Kulturmadien, diz die Verfahirensproduk:az
der Formel I anthaltzan, bSesczht.

8. Verwendung der arfindungsgemiB hergastallten VYerfahrans-
produktz, dacurch gzkznnzsichnet, dad sie zur 3ekimpfung
bzw. Verhitung ven Pflanzenkrankheitsn esingeseczt warden,
nit -Ausnanme der Verbindungen IA und I3.

10. Verfahran nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dahf
macrocyclische Verbindungen der Formel I und thrz Stereo-
Lsomeren in reiner Form, mit Ausnanme der Verbindungen IA
und IB vorlisgen.

11, Verfahran nach Ansprucn 1, dadurch gekennzsichnet, daB
die verbindungen IY und Ig (=Rho) in rainer Fora vorlisgen.

12. Mikroorganismus, der befdhigt ist, eine Verbindung der Formel I

gemdss Anspruch 1 herzustellen, mit Ausnahme des Mikroorganismus

Sorangium (Polvangium) cellulosum "So ce 26" (NCIB 1241l) oder einer
J =]

Mutante oder einer Rekomoinante von diesem letzteren.

13. Eine biologisch reine Kultur, ausgewdhlt aus Sorangium cellulosum

“So ce 139" (DSM 5397),
Sorancium cellulosum "So ce 170" (DSH 4795),

Sorangium cellulosum "So ce 191" (DSH 4796),
Sorangium cellulosum "So ce 192" (DSH 4797),
Sorangium cellulosum "So ce 231" (DSM 5393)

und Sorangium cellulosum "So ce 242" (DSH 4797),

die befdhig. ist, mindestens eine Verbindung der Formel I gemass

Anspruch 1 herzustellen.

14, Eine biologisch ableitbare Kultur eines der Mikroorganismen gemiss
g I3 g

Anspruch 13, die zur Produktion einer Verbindung der Formel I befahigt

isc.

15. Eine biologisch ableitbare Kultur gemidss Anspruch 13, die zur
Produkzion von mindestens zwei Verbindungen der Formel I, unter

Einschluss der Verbindung A, befdhigt ist.
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Verfahren zur Herstellung von macrocyclischen Verbindungen

Anwendungsgebist der Erfindung

Die vorliegende Erfindung bstrifft ein mikrobiologisches ver-
fahren zur Herstellung von macrocyclischen Verbindungen und
deren Verwendung zur Bekampfung und Verhiitung von Pflanzen-
krankheiten. '

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

In der européischen Patent xldung EP~A-282,455 wird bereits
ein Sorangium cellulosum-M.«roorganismus "So ce 26" beschrie-
ben, der zur Herstellung macrocyclischer Verbindungen mit

mikrobizider Wirkung verwendet wird,

Ziel der Erfindung

Durch das erfindungsgeméBe Verfahren werden unter Verwendung
neuer Mikroorganismen-Stamme macrocyclische Verbindungen mit
mikrobizider Wirksamkeit, insbesondere gegen phytopathogene
Mikroorganismen, bereitgestellt.,

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein
Verfahren zur Herstellung von Verbindungen, die zur Bekamp-
fung bzw. Verhiitung von Pflanzenkrankheiten geeignet sind,
zur Verfligung zu stellen.
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ErfindungsgemdB werden Verbindungen der Formel I hergestellt,

R X
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o

wobei der macrocyclische Ring entweder geséttigt ist oder
wahlweise in der 8,9-Stellung oder in der 9,10-stellung oder
in der 14,15-Stellung eine Doppelbindung enthilt und die
Substituenten R, bis Rge Ay By, X und Y in folgenden kombi-
nierten Bedoutungen vorliegen:
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- 2 -
Verb. R R2 R3 Ry Rs A B X Y Doppel-
bindung

OCH3; CH; CH; H H CH; H H H 49,10
OH CH; CH; H H CH; H H H -
OH CH; CH; H H CH; H H H A9,10
OH CH; CH; H H H H H H -
OCH; CHj; CH; H H CH; H OH H --
OCH3; CH; CH; H H CH; H H H -
OCH;, CH; H H H CH; H H OH A8,9
OCH: H CH; H H CHy H H H --
OH CH; CH; H H (o I H OH H -
OH CH, CH; H H CH, H H OCH; A9,10
OCH;, CH; CH, H H H H H H -
OH CHj H H H H H H H --
OH CH; H H H CHj H H H 49,10
OH CH,; H H H CH; H H H -
OCH, CH; CH; OH H CH;, H H H A9,10
07H; CH; H H H CH; H H H 49,10
OH CH; H H OH CHj; H H H 49,190
=) CH; H H H CH; H OH H -
OCH;, CH; H OH H CH; H H H 49,10
OCH;, CH; CH;, H H CH, H H H 79,10
OH CH; CH; H H CH; H 9,10-epoxy -
OH CH; CH; H H CH; i H H A9,10
OH CH3 CHj, H H CH; OH H H 49,10
OH CHa, CH; OH H CH, H H H 49,10
OH CH; H H H CHj, H H H 49,10
OCH» CH; H H H CH, H H OH -
OH CH; CH, H H CHj H OH H A14,15
OH CH; H H H CH, H H H 49,10
OCH, CHj CH, OH H CHj; H H H 49,10
OH Cl, H H H CH;, H H H A9,10
OH CH; H H H CH; H OH H -=
OCH3 CH; CH, OH H CH; H H H 49,10

QD AOMCTE N INON TN <COCH NI OZZTU OO > |
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Diese 32 Verbindungen werden durch mikrobiologische Kultivie-
rung von Myxobakterien sus der Sorangium/Polyangium-Gruppe
gewonnsn, von denen sie, in Abhéngigkeit vom jeweiligen Stamm,
sémtlich oder teilweise und in unterschiedlichen Verhéltnis-
zahlen produziert warden, Gemeinsam ist allen Stémmen die
Produktion der Verbindung A als eines der Hauptprodukte. Die
Verbindunger der Formel I sollen hier unc im folgenden “So-
raphene” genannt werden, mithin die Verbindungen der vorszte-
henden Aufréhlung "Soraphen A" bis "Soraphen d " genannt wer-
den.

Verwendet werden insbesondere 6 neue Mikroorganismen-Stémme
der cellulosezersetzenden Myxobakterien aus der Sorangium/
Polyangium-Gruppe, die sich, wie bekannt, h&ufig in Erdpro-
ben, Pflanzenmaterial oder in Tier-Duno finden lassen. Cha-
rakteristisch fir diese taxonomisch n: 1t allgemein vsarbind-
lich gegliederte Gruppe ist ihre Féhigkeit, auf Cellulose
oder Cellulose-Abbauprodukten als einziger Kohlenstoffquelle
zu gedeihen., Die 6 Stédmme gem&B vorliegender Erfindung,
gleichgliltig, ob sie atrenggenommen zur Sorangium/Polyangium-
Gruppe oder nur einem taxonomisch verwandten Bereich angeho-
ren, sind gegeniiber den weitaus meisten Vertretern dieser
Gruppe weiterhin dadurch gekennzeichnet, daf sie mindestens
eines der vorstenend genannten "Soraphene" der Formel I pro-
duzieren, und bevorzugt mindestens zwei "Soraphene", darunter
“Soraphen A",

Die 6 Stamme tragen hier und im folgenden den Sammelnamen
Sorangium-(Polyangium)celliulosum. Sie entstammen Erdproben,
die zu unterschiedlichen Zeiten an verschiedenen Stellen
Europas, Afrikas bzw. der USA gesammelt wurden. Sie wurden
bei der Deutschsn Sammlung von Mikrocrganismen (DSM) in
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Braunschweig, Bundesrepublik Deutschland, gemdB Budapester
Vertrag hinterlegt. Sie sind wie folgt gekennzeichnet.

1.) Sorangium(Polyangium)cellulosum Stamm "So ce 139“, iso~
liert im Mai 1986 aus einer im Herbst 1982 bei Fort Huachaca,
Arizona, USA, gesammelten Erdprobe., Hinterlegungsnummer:

DSM 5397. Hinterlegungstag: 2. Juni 1989,
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2.) Sorangium(Polyangium)cellulosum Stamm "So ce 170", isoliert im

April 1987 aus einer im Mai 1981 gesamrzlten Erdprobe von der Insel
Delos, Griechenland. Hinterlegungshummer: DSM 4795. Hinteclegungstag:
Z September 1988.

3.) Sorangium(Polyangium)cellulosum Stamm "So ce 191", isoliert im

August 1987 aus einer im Februar 1987 gesammelten Erdprobe von dor
Insel Madeira, Portugal. Hinterlegungsnummer: DSM 4796. Hinterlegungs-

~

tag: Z. September 1988.

4.) Sorangium(Polyangium)cellulosum "So ce 192", isoliert im August 1987

aus einer im Mdrz 1987 gesammelten Erdprobe aus Nigeria. Hinterlegungs-

nummer: DSM 4797. Hinterlegungstag: 2. September 1988.

5.) Sorangium(Polyangium)cellviosum Stamm "So ce 231", isoliert im
April 1988 aus einer im April 1987 bei Didyma, Tiirkei, gesammelten

Erdproben. Hinterlegungsnumiar: DSM 5393. Hinterlegungstag: 2. Juni 1989.

6.) Sorangium(Polyangium)cellulosum Stamm "So ce 242", isoliert im

Oktober 1988 aus einer im April 1988 bei Pozzuoli, Italien, gesammelten

Erdprobe. Hinterlegungsnummer: DSM 5414, Hinterlegungstag: 19. Juni 1989.

Im folgenden wird fiir diese Stdamme die Bezeichnung Sorangium cellulosum

verwendet.

Das erfindungsgemdsse Verfahren zur Herstellung eines "Soraphens" der
Formel I ist gekennzeichnet durch aerobe Ziichtung eines der Stimme
Sorangium cellulosum "So ce 139", "So ce 170", "So ce 191", "So ce 192",
"So ce 231" oder "So ce 242" oder eines von diesen ableitbaren Klon,
Mutante etc. in einem geeigneten Niahrmedium und Abtrennung des gebildeten

"Soraphens".

In der europdischen Patentanmeldung EP-A-282,455 wird ein anderer

Sorangium cellulosum-Mikroorganismus "So ce26" beschrieben, dessen

Fermentation die hier weiter oben genannten Soraphene A und B liefert.
Die vorliegende Erfindung bezieht sich nicht auf diese beiden Priparate

und ihre alleinige Anwentung in Mitteln.
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Die vorliegende Erfindung betrifft die Herstellung weiterer
wertvoller pflanzenmikrobizider Fermentationoprodukte, die
durch den Mikroorganismue *.. c¢ 26" (Hinterlegungsrummer
NCIB 12 411) und odar durch die Mikroorganismen "“S¢ ce 139",
“So ce 170*%, "So ce 191“, “So ce 192", "GSo ce 231" oder

"So ce 242* produziert werden,

Allgemeine Verfahrensbe lingungen fir die Kultivierung der
6 Produktionsstémme

Die Sorangium cellulosum-Stémme lassen sich in geeigneten
Ndhrmedien nach iiblichen biologischen Methoden, z. B. in
Schiittelkulturen oder in Fermentoren kultivieren. Die Fermen-
tationstemperatur betrédgt im Regelfall 10-40 °c, bevorzugt
10-35 °C und besonders bevurzugt bei etwa 30 °.32 %, der
pH-Wert betrégt 6-8, bevorzugt 7,4. Der ProzeB verléuft aerob
und unter sterilen Bedingungen.

Die Zusammensetzung des N#hrmediums kann in groéBeren Berei-
chen variieren. Fiir essentiell zu assimilierende Néhrstoffe
miissen eine Kohlenstoff- und eine Stickstoffquelle sowie
eine Quelle fiir annrganische Mineralsalze, die P, S, Mg, K,
Fe, Ce eincchlieden, vorhanden sein,

Fermentierungsprozesse benutzen als C-yuellen bevorzugt
Glucose, Stérke und Cellulose sowie deren Abbau-Produkte

(z. B. Cellobicse) daneben auch Disacci.aride, Glycerin,
Essigséure und andere. Als N-Quelle: sind z. B. NH, NO3 oder
auch Peptone geeignet. Eine organische Verbindung als N-Quel-
le kann in der Regel nicht gleichzeitig die einzigs C-Quelle
und Energiequelle bei der Fermenticrung sein.
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Als Mineralsalze kommen Chloride, Nitrate, Sulfate, Carbonate
und Phosphate der Elemente Na, K, NH,» Mg, Fe und Ca in Be-
‘tracht, daneben kénnen Cu, Mn, Mo, Zn, Co und andere als
Spurenelemente anwesend sein., Soweit méglich, kénnen solche

Salze auch an Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) gebunden
vorliegen.
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Die Mikroorganismus-Kultur wird in die Schiittelkultur oder in den
Fermentor in einer Animpfmenge von 0,1-20 %, bevorzugt 0,5-10 %, ganz
besonders bevorzugt 0,5-5 % (v/v).-eingesetzt. Die Kulturdauver betrigt
bei ca. 30°C etwa 2-7 Tage, grossvolumige Ansidtze seltener bis zu

10 Tagen oder linger. Fiir grossvolumige Ansidtze werden zweckmissigerweise
einleitend kleinere Vorkulturen fermentiert. Die Verwendung der Sorangium
cellulosum~Stdmme ist auch in immobilisierter Form moglich, 2z.B. in Form

tragerfixierter Zellen an Alginat.

Als ableitbarer Klon im obigen Sinne gilt jede Kultur, welche noch die
fiir die Durchfiihrung des erfindungsgemdssen Verfahrens wesentlichen
Merkmale des hinterlegten Klons aufweist, insbesondere eine Kultur, deren

Mikroorganismen die gleichen Strukturgene wie die fiir die Bildung der

Verbindung der Formel I ursdchlichen Strukturgene der Stimme "So ce 139",
"So ce 170", "So ce 191", "So ce 192", "So ce 231" und "So ce 242"
enthalten. Als ableitbarer Klon gilt auch jede Kultur, derven Mikro-
organismen ein wegen der Entartung des genetischen Codes mogliches
Aequivalent der fiir die Bildung von Verbindung I ursachlichen Struktur-
gene der 4 Stidmme enthalten. Als ableitbare Klon gilt insbesondere jede
Kultur, die cellulosezersetzende Myxobakterien, vorzugsweise der Art

Sorangium cellulosum, welche zur Produktion der Verbindung der Formel I

befahigt sind, enthdlt. Der Begriff "ableitbarer Klon" der Stimme
DSM 5397, DSM 4795, DSM 4796, DSM 4797, DSM 5393 und DSM 5414 schliesst
auch alle Mutanten oder Rekombinanten ein, die zur Produktion von

Verbindung I befahigt sind.

Die Ziichtung erfolgt aerob, also beispielsweise in ruhender Oberflichen-
kultur oder vorzugsweise submers unter Schiitteln oder Rihren mit Luft
oder Sauerstoff in Schiittelkulturen oder in Fermentoren. Vorzugsweise
kultiviert man stufenweise, d.h. man stellt zunichst eine oder mehrere
Vorkulturen in fliissigem Nihrmedium her, die dann in das eigentliche

Produktionsmedium, z.B. im Verhdltnis 1:20, iiberimpft werden.
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Die Abtrennung des "Soraphens” erfolgt auf physiko-chemischem Wege

mittels an sich bekannter Trennungsmethoden wie Filtrieren, besonders
aber Losungsmittel-Extraktion, und.Chromatographie, vor allem Adsorp-
tions- und Verteilungschromatographie und gegebenenfalls Kristallisa-

tion.

Aus der wdssrigen Fermentationsbriihe lassen sich die Verbindungen der
Formel I mit lipophilen organischen Losungsmitteln extrahieren, z.B. mit
Ketonen wie Methylethylketon, Cyclohexanon; mit Alkoholen mittlerer
Kettenldnge wie Isobutanol, Pentanol, Hexanol; mit Essigsdure-C)~Cg~
Alkylestern (Ethylacetat, Propylacetat, Butylacetat, Isobutylacetat
u.a.); mit Toluol, Dichlormethan, 1,2-Dichlorethan, Chlorbenzol, Dichlor-

benzol u.a.

Aus dem filtrierten Zellkuchen lassen sich die Verbindungen leicht mit
Alkoholen oder Ketonen (z.B. Methanol, Ethanol, Aceton, Methylethylketon)

extrahieren.

Aus dem jeweiligen Extrakt konnen dann durch Einengen und/oder Ausfillen
Verbindungen der Formel I gewonnen werden, die sich durch fraktioniete
Kristallisation oder andere chromatographische Trennverfahren in die

Soraphene A bis p (= Rho) auftrennen lassen.

Vorteilhaft schliesst der Fermentationsvorgang zur Gewinnung der Verbin-
dungen der Formel I mit der Zugabe eines Adsorberharzes ab, von dem die
gewiinschten Produkte aufgenommen werden, oder die Fermentation wird von
Anfang an in Gegenwart eines solchen Adsorberharzes durchgefiihrt. Als
Adsorberharze kommen vor allem neutrale organische Polymerstoffe in
Frage, besonders nicht-ionische hydrophobe Adsorberharze, die zur
lipophilen Extraktion geeignet sind. An diesem wird die Verbindung der
Formel I fast quantitativ gebunden. Beispiele solcher Harze sind halb-
polare Acrylester-Harze, unpolare Polystyrol/Divinylbenzol-Harze und
besonders vernetztes Polystyrol. Solche Harze werden in Mengen von 0,1
bis 5 % (v/v) des Fermentations-Volumens zugegeben, bevorzugt 0,5 bis 2 %
(v/v). Auch Aktivkohle kommt in Frage. Technisch besonders vorteilhaft
sind Polystyrol-Haize wie z.B. XAD-1180 oder XAD-16 (Hersteller: Rohm and

Haas), die in filtrierbarer Form vorliegen (Korner oder Granulate). Nach
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Beendigung der Fermentation wird das Harz abfiltriert, mit
Wasser gewaschen und mit Methanol oder Ethanol behandelt.
Der alkoholische Extrakt wird eingeengt. Durch Zugabe von
Diethylether, Ethylacetat oder Butylacetat kann die weitge-
hend auskristallisierende Verbindung IA (=Soraphen A) abge-
trennt werden. Das Filtrat wird zur Gewinnung von restlichem
Soraphen A, vor allem aber zur Gewinnung der restlichen
Soraphene B chromatographisch gereinigt.

Die Erfindung betrifft die Verbindungen der Formel I in rei-
ner Form bzw. in kristallisierter Form. Die Erfindung be-
trifft aber auch Biomassen, Rohextrakte oder Adsoberharze

aus der Fermentation, die die Verbindung der Formel I enthal-
ten und als solche oder in weiterformulierter Form zur Be--
kédmpfung von Pflanzenkrankheiten verwendet werden kénnen.
Biomassen kénnen auch als gemahlene oder geprefte Trocken-
substanzen ("cake") weiterverwendet oder in den Handel ge-
bracht werden.

Die beschriebenen Herstellungsverfahren einschlieBlich aller
Teilschritte sind ein Bestandteil der vorliegenden Erfindung.

Insbesondere betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Her-
stellung von Soraphen der Formel I, dadurch gekennzeichnet,
daB man einen der Stémme Sorangium cellulosum “So ¢ 139",
“So ce 170%, “So ce 191", "So ce 192", "So ce 231" und

"So ce 242" oder sinen Mikroorganismus, der die gleichen
Strukturgene enthilt wie die fiir die Bildung von Soraphen
urséchlichen Strunturgene der genannten Stamme, in einem

wésserigen, eine Kohlenstoff- und Stickstoffquelle sowie
anorganische Salze enthaltenden Nahrmedium aerob zichtet und
die Soraphene der Formel I isoliert.
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In erster Linie betrifft die Erfindung eine Ausfaiirungsfornm
des obengenannten Verfahrens, die dadurch gekennzeichnet ist,
daR man einen Soraphen bildenden Mikroorganismus aus der
Gruppe der cellulosezersetzenden Myxobakterien ziichtet.

Eine bevorzugte Ausfihrungsform des obengenannten Verfahrens
ist dadurch gekennzeichnet, daB man einen der Stdémme Soran-
gium_ cellulosum “So ce 139", “So ce 170", “So ce 191",

"So ce 192", “So ce 231", “So ce 242" oder eine Soraphen bil-
dende Mutante dieses Stammes ziichtet,
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Eine besonders bevorzugte Ausfithrungsform des obengenannten Verfahrens
ist dadurch gekennzeichnet, dass man einen dieser gemdss Budapester
Vertrag hinterlegten Stimme "So ce 139", "So ce 170", "So ce 191",

"So ce 192", "So ce 231", "So ce 242" ziichtet.

Vorzugsweise fiihxt man die Fermentation unter den im Beispielteil

beschriebenen Bedingungen durch.

Mikroorganismen, die die gleichen fiir die Bildung von Soraphen ur-
sdchlichen Strukturgene enthalten wie die 6 Stdmme, konnen z.B. durch
Genmanipulation kiinstlich geschaffen werden, indem man die entsprechenden
Strukturgene aus den 6 Stimmen isoliert und an geeigneter Stelle in das
Genmaterial eines geeigneten anderen Mikroorganismus einbaut. Geeignete
Mikroorganismen sind solche, in die man die betreffenden Strukturgene
nicht nur einbauen kann, sondern in denen diese Strukturgene auch
exprimiert werden und in denen das gebildete Soraphen nicht wieder
abgebaut, sondern vorzugsweise in die Fermentationsbriihe ausgeschieden
wird. Solche geeigneten Mikroorganismen sind in erster Linie andere
Stamme der Myxobakterien, insbesonders solche der Art Sorangium cellu-

losum, sofern sie die obengenannten Strukturgene nicht bereits besitzen.

Soraphen bildende Mutanten konnen zum Beispiel unter der Einwirkung von
Ultraviolett- oder Rontgenstrahlen oder von chemischen Mutagenen,

2.B. N-Methyl-N'-nitro-N-nitroso-guanidin, erzeugt und durch Selektion
nach ihren spezifischen Eigenschaften in an sich bekannter Weise isoliert
verden. Weitere Verfahrensmassnahmen zur Herstellung von Mutanten und
Rekombinanten eines Mikroorganismus sind dem Fachmann bekannt und

gelaufig.

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung eines Fermen-
tationsgutes, das Soraphen in nachweisbarer Menge enthilt und das dadurch
gekennzeichnet ist, dass man einen der Stimme Sorangium cellulosum

"So ce 139", "So ce 170", "So ce 191", "So ce 192", "So ce 231",

"So ce 242" oder eine von diesen Stimmen ableitbaren Klon in einem
Ndhrmedium ziichtet und Soraphen in geeigneter Form gewinnt. Solche

Kulturbrithen lassen sich als solche oder in konzentrierter Form,
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gegebenenfalls unter Zusatz von weiteren Tridgerstoffen und/oder Ver-
teilungsmitteln als Mittel gegen pflanzenpathogene Mikroorganismen

einsetzen und sind daher ein wichtiger Teil vorliegender Erfindung.

Im engeren Sinne ist das Verfahren dadurch gekennzeichnet, dass man einen
der Mikroorganismen Sorangium cellulosum "So ce 139","So ce 170",

"So ce.191", So ce 192", "So ce 231" oder "So ce 242" in einem Kultur-

medium enthaltend mindestens je eine assimilationsfdhige C-Quelle und
N-Quelle sowie entsprechende anorganische Salze, bei 10~40°C, bevorzugt
bei 10-35°C, in Anwesenheit oder Abwesenheit eines Adsorberharzes
kultiviert, dann die Kulturbriihe bzw. das abfiltrierte Adsorberharz mit
einer geeigneten Losungsmittelphase extrahiert, die erhaltene L3sung
einengt und den verbleibenden Riickstand, sofern gewiinscht, durch Chroma-

tographie und/oder Umkristallisation reinigt.

Stammkulturen und morphologische Beschreibung:

Stammkulturen werden gehalten als Plattenkulturen auf VY/2-Agar (0,5 %
Backerhefe nach Frischgewicht; 0,1 % CaClz; 1,5 % Agar; pH 7,2) oder auf
Filterpapier (= Cellulosequelle) iiber ST21-Agar (0,1 % KNOj; 0,1 %
MgS0y.7H20; G,1 % CaClay 0,1 % K,HPO,; 0,01 % MnSOy.7H20; 0,02 % FeCly;
0,002 % Hefe-extrakt; Standard-Spurenelementlﬁsungl; 1 % Agar). Die

Platten werden bei 30° bebriitet.
Auf beiden Medien bilden die Organismen Schwarmkolonien, die sich langsam
iber das Substrat hin ausbreiten. Im einzelnen beobachtet man deutliche

Unterschiede zwischen den & Stammen.

1) "So ce 139" (DSM 5397): Auf Filterpapier iiber ST 21 Agar bleibt die

Schwacrmkolonie weitgehend auf das Filterpapier beschrinkt. In dlteren
Kulturen reisst der Agar am Filterrand auf und Schwarm und Agar rollen

sich ein. Das Filterpapier wird vollstandig abgebaut, an seiner Stelle

0,02-0,5 mg Mn-, Mo-, Cu-, Co- und/oder Zn-Salz pro Liter

[R.Y. Stanier et al. "General Microbiology" 4th Ed., p. 36 (1976)];
oder

500 mg EDTA, 300 mg FeSO.*7H,0, 3 mg MnClz2+4H,0, 5 mg CoCl,+6H,0,

1 mg CuClz+2H0, 2 mg NiCl,+6H,0, 3 mg Na:MoO,*2H,0, 5 mg
ZnS0y*7H20, 2 mg H3BO; pro Liter dest. Wasser (ca. pH 4) [G. Drews
"Mikrobiolog. Praktikum", 4. Auflage, S. 11, Springer Verlag
Berlin, Heidelberg, New York, Tokyo [1983)
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findet man ein dichtes Feld von schwarzbraunen Fruchtkdivpern. Diese sind
aus kleinen Sporangiolen von 15-30 pm Durchmesser zusammengesetzt, die
ihrerseits zu kleinen Paketen bis zu ausgedehnten ungegliederten Massen
vérbacken sind. Die vegetativen Zellen sind schlanke zylindrische
Stdbchen mit stumpf abgerundeten Enden und messen 0.7~0.9 x 2.5-4 pm. Im
Phasenkontrastmikroskop erscheinen sie dunkel, oft mit hellen Polkorn-
chen. Auf VY/2-Agar bilden.sich sehr grosse Schwarmkolonien mit farblosen
bis orange radialen Adern und vielen schwarzbraunen Fruchtkdrpern von
dhnlichem Bau wie oben beschrieben. Die Hefezellen des Nihrmediums werden
kaum angegriffen. Die vegetativen Zellen erscheinen etwas derber und sind

um 1 pm dicker.

2) "So ce 170" (DSM 4795): Auf Filterpapier iiber ST 21 Agar dringt der

Schwarm weit iiber das Tilter hinaus auf die Agaroberfliche vor. Der Agar
reisst spdter tief auf, und die Schwarmkolonie rollt sich ein. Auf dem
Filterpapier konnen sich Fruchtkorper entwickeln: Diese bestehen aus
kleinen dickwandigen dunkelbraunen Sporangiolen, von meist 20-30 pm 9,
die in meist scharf begrenzten ldnglichen Paketen von etwa 50-200 pm @
dicht zusammengedridngt sind. Stellenweise kdnnen zusammenhingende
ausgedehnte Aggregate von Fruchtkorpern entstehen. Auf VY/2-Agar bilden
sich knapp mittelgrosse, dickschleimige, intensiv orange Schwarmkolonien
von meist 1-2 cm @. Die Hefezellen werden langsam abgebaut. Auch hier
reisst der Agar stellenweise tief auf, so dass der Schwarm ganz aus der
Platte herausfallen kann. Auf der Agaroberfliche bilden sich oft orange,
hellbraune bis dunkelbraune Fruchtkdrper von ibnlichem Bau wie oben. Die
vegetativen Zellen sind derbe, im Phasenkontrastmikroskop dunkle Stibchen
mit breit abgerundeten Enden und messen gewshnlich 0,8-1,0 x 2-5 pm. Der

Stamm bauch auch sehr effizient Chitin ab.

3) "So ce 191" (DSM 4796) wichst auf Filterpapier iiber ST2l-Agar, ohne

auf die Agaroberflidche iliberzugreifen. Auch in diesem Fall kann der Agar
rings um das Filterpapier tief aufreissen und die Schwarmkolonie sich
einrollen. Auf VY/2-Agar entwickeln sich grosse Schwirme von 6-8 cm 0,
mit feinen bis krdftigen radialen Adern, Die Hefezellen werden kaum
angegriffen. Die zylindrischen vegetativen Stidbchen haben breit abge-

rundete Enden, sind im Phasenkontrastmikroskop dunkel, oft ziemlich lang



- 12 - LEI6YYy

und messen meist 0,7-0,9 x 3-8 ym. Der Stamm bildet in Reinkultur unter
den genannten Kulturbadingungen keine Fruchtkdrper. Der Stamm baut

effizient Chitin ab.

4) "So ce 192" (DSM 4797) breitet sich bei Kultur auf Filterpapier iiber

ST21-Agar weit iliber die Agaroberfliche hin aus. Der Agar kann tief
aufreissen, die Schwarmkolonie sich einrollen. Auf der Agaroberfliche,
besonders aber auf auf dem Filterpapier entwickeln sich viele leuchtend
orange gefarbte Fruchtkdrper, bestehend aus winzigen Sporangiolen von
meist 10-20 pum @ in scharf begrenzten Paketen von meist 50-500 pm
Ausdehnung. Auf VY/2-Agar entwickeln sich mittelgrosse kridftige Schwirme
von 2-3 cm @, mit radialen Adern und vielen intensiv braunorange
gefarbten Fruchtkdrpern in und auf dem Agar von dhnlichem Bau, wie oben
beschrieben. Die vegetativen Zellen sind zylindrische dunkle Stibchen mit
breiten Enden und messen meist 0,7-0,9 x 3-5 um. Die Hefezellen werden

nicht abgebaut, dagegen baut der Stamm sehr effizient Chitin ab.

5) "So ce 231" (DSM 5393) geht in Kulturen auf Filterpapier iber ST 21

Agar nicht auf die Agarplatte iiber. Der Agar kann am Filterrand auf-
reissen, doch rollen sich die Kolonien nicht ein. Das Filterpapier wird
vollstdandig zerstort, an seiner Stelle findet man spiter ein sehr dichtes
Feld von intensiv braunorange Fruchtkdrpern. Diese sind dhnlich gebaut
wie bei den anderen Stidmmen, doch sind die Sporangiolen hiufig in Bindern
angeordnet. Auf VY/2-Agar entwickeln sich sehr grosse Schwirme mit
radialen Biindeln von feinen Adern. Lokal entwickeln sich leuchtend
orangebraune Fruchtkdrper. Die schlanken vegetativen Stidbchen sind sehr
zierlich und messen 0.6-0.8 x 2.5-6 um. Die Hefezellen des Nihrbodens

werden langsam lysiert. Der Stamm baut auch sehr effizient Chitin al.

6) "So ce 242" (DSM 5414) dringt auf Filterpapier iiber ST 21 Agar vor und

bildet dort auch Fruchtkdrper. Der Agar reisst am Rand des Filterpapiers
tief auf. Das Filterpapier wird vollig abgebaut und durch eine dichte
Masse aus schwarzbraunen Fruchtkdpern ersetzt. Die Sporangiolen sind in
diesem oft in Ketten angeordnet. Auf VY/2-Agar entwickeln sich sehr
grosse Schwidrme mit feinen radialen Adern. Der Agar reisst im Schwarm-

bereich an vielen Stellen krallenartig auf. Ferner entstehen reichlich
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Fruchtkorper. Die Hefezellen im Substrat werden langsam abgebaut. Die
vegetativen Zellen messen 0.7-1.0 pum x 2-4 pm. Der Stamm ist ein sehr

effizienter Chitinzersetzer.

Die Stdmme produzieren Substanzen, welche das Wachstum zahlreicher Hefen
und Hyphenpilze hemmen. Chemisch handelt es sich bei den Hemmstoffen
nicht nur um Soraphene, deren Strukturen, wie unten angegeben, bereits
aufgekldrt sind. Diese Gemische macrocyclischer Verbindungen vom
Soraphen-Typ erscheinen in Fliissigkulturen im Kulturiiberstand, konnen
aber auch aus den Zellen isoliert werden. Die Produktion der Antibiotika
erfolgt wahrend der logarithmischen bis i: die stationire Wachstumsphase

hinein.

Alle 6 Stdmme miissen an das Wachstum in Fliissigmedien adaptiert werden.
Sie wachsen zundchst in Form kleiner, fester, orangefarbener Knollchen
und bilden erst nach vielen Uebertragungsschritten von Fliissigmedium zu

Flissigmedium allmdhlich mehr oder weniger homogene Zellsuspensionen.

Biologische Charakterisierung der Stimme "So ce 139", "So ce 170",

"So ce 191", "So ce 192", "So ce 231" und "So ce 242"

Cellulose~Abbau : positiv
Glucose-Abbau : positiv
Starke-Abbau ¢ positiv
NHy als N-Quelle: positiv
NO3 als N-Quelle: positiv

Tabelle 1: Beispiele fiir Organismen, welche durch Kulturiiberstande der
Stamme So ce 139, So ce 170, So ce 191, So ce 192, So ce 23l

und So ce 242 im Wachstum gehemmt wecrden

Hefen: Bewertung*
Debaryomyces hansenii st.arke Hemmung
Nematospora coryli starke Hemmung
Candida albicans starke Hemmung
Saccharomyces cerevisiae mittelstarke Hemmung
Rhodotorula glutinis mittelstarke Hemmung

Hansenula anomala mittelstarke Hemmung
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Nadsonia fulvescens keine Hemmung
Torulopsis glabrata keine Hemmung
Schizosaccharomyces pombe keine Hemmung

Hyphenpilze

Alternaria solani starke Hemmung
Pythium debaryanum starke Hemmung
Mucor hiemalis . starke Henmung
Rhizopus arrhizus schwache {emmung

*Die Hemmwerte beziehen sich auf eine durchschnittliche Kulturen-Charge

und sind als Verhdltniswerte zueinander aufzufassen.

Die Erfindung betriftt die Soraphene C bis o der Formel I in reiner
Form. Die Erfindung betrifft aber auch Biomassen, Rohextrakte oder
Adsorberharze aus der Fermentation, d'e die Soraphene C bis ¢ der
Formel 1 enthalten und als solche oder in weiterformulierter Form zur
Bekdmpfung von Pflanzenkrankheiten verwendet werden kdnnen. Biomassen
konnen auch als gemahlene oder gepresste Trockensubstanzen ("cake")

weiterverwendet oder in den Handel gebracht werden.

Die beschriebenen Herstellungsverfahren einschliesslich aller Teil-

schritte sind ein Bestandteil der vorliegenden Erfindung.

Ueberraschenderweise wurde nun gefunden, dass Verbindungen der Formel I
ein sehr giinstiges biozides Spektrum gegen phytopathogene Mikroorganis-
men, insbesondere gegen Pilze, aufweisen. Sie besitzen sehr vorteilhafte
kurative, systemische und insbesondere praventive Eigenschaften und
lassen sich zum Schutz von zahlreichen Kulturpflanzen einsetzen. Mit den
Wirkstoffen der Formel I konnen an Pflanzen oder Pflanzenteilen (Fzichte,
Bliiten, Laubwerk, Stengel, Knollen, Wurzeln) von unterschiedlichen Nutz-
kulturen die auftretenden Schddlinge eingedinmt oder vernichtet werden,
wobei auch spidter zuwachsende Pflanzenteile vor phytopathogenen Mikro-

organismen verschont bleiben.
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Als Mikrobizide sind die Wirkstoffe der Formel I 2.B. gegen die den
folgenden Klassen angehorenden phytopathogenen Pilze wirksam: Fungi
imperfecti (z.B. insbescndere Borrytis, ferner Pyricularia, Helmin-
tﬁosporium, Fusarium, Septoria, Cercospora und Alternaria); Basi-
diomyceten (z.B. Rhizoctonia, Hemileia, Puccinia). Dariiber hinaus wirken
sie gegen die Klasse der Ascomyceten (z.™. insbesondere Venturia und
Erysiphe, ferner Podosphaera, Monilinia, Uncinula) und der Oomyceten
(z.B. Phytophthora, Plasmopar-~). Die Verbindungen der Formel I kdnnen
ferner als Beizmittel zur Behandlung von Saatgut (Friichte, Knollen,
Korner) und Pflanzenstecklingen zum Schutz vor Pilzinfektionen sowie

gegen im Erdboden auftretende phytopathogene Pilze eingesetzt werden.

Die Erfindung betrifft auch die Mittel, die als Wirkstoffkomponente eina
oder mehrere der Soraphene C bis ¢ der Formel I enthalten, insbe-
sondere pflanzenschiitzende Mittel, sowie deren Verwendung auf dem

Agrarsektor oder verwandten Gebieten.

Linges:hlossen ist auch ein Verfahren zur Behandlung von Pflanzen, das
s*ch durch Applikation der neuen Verbindungen Soraphen C bis o der

Formel I bzw. der entsprechenden neuen Mittel aus:eichnet.

Als Zielkulturen fiir den hierin offenbarten pflanzenschiitzenden Einsatz
gelten im Rahmen dieser Erfindung beispielsweise folgende Pflarzenarten:
Getreide (Weizen, Gerste, Roggen, Hafar, Reis, Mais, Sorghum und ver-
wandte Species); Riiben (Zucker- und Futterriiben); Kern-, .Stein- und
Beerenobst (Aepfel, Birnen, Pflaumen, Pfirsiche, Mandeln, Kirschea,
Erdbeeren, Himbeeren und Brombeeren); Hilsenfriichte (Bohnen, Linsen,
Ecbsen, Soja); Oelkulturen (Raps, Senf, Mohn, Oliven, Sonnenblumen,
Kokos, Rizinus, Kakao, Erdniisse); Gurkengewichse (Kiirbis, Gurken,
Helonen); Fasergewichse (Baumwolle, Flachs, Hanf, Jute); Citrusfriichte
(Orangen, Zitronen, Pampelmusen, Mandarinen); Gemisesorten {Spinat,
Kopfsalat, Spargel, Kohlarten, Mohren, Zwiebeln, Tomaten, Kartuffeln,
Paprika); Lorbeergewichse (Avocado, Cinnamonium, Kampfer) oder Pflanzen
wie Tabak, Nisse, Kaffee, Ananas, Zuckerrohr, Tee, Pfeffer, Weinreben,
Hopfen, Bananen- und Naturkautschukgewdchse sowie Zierpflanzen (Compo-

siten). Diese Aufzdhlung stellt keine Limitierung dar.
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Wirkstoffe der rurmel I werden iiblicherweise in Form von Zusammen-
setzungen verwendet und konnen gleichzeitig oder nacheinander mit
weiteren Wirkstoffen auf die zu behandelnde Flidche oder Pflanze gegeben
werden. Diese weiteren Wirkstoffe kdnnen sowchl Diingemittel, Spurenele-
mente-Vermittler oder andere das Pflanzenwachstum beeinflussende
Praparate sein. Es konnen dabei auch selektive Herbizide sowie Insekti-
zide, Fungizide, Bakterizide, Nematizide, Molluskizide oder Gemische
mehrerer dieser Prdparate zusammen mit gegebenenfalls weiteren in der
Formulierungstechnik iiblichen Trdgerstoffen, Tensiden oder anderen

applikationsfordernden Zusdtzen Verwendung finden.

Geeignete Trager und Zusdtze konnen fest oder flissig sein und ent-
sprechen den in der Formulierungstechnik zweckdienlichen Stoffen, wie
2.B. natiirlichen oder regenerierten mineralischen Stoffen, LGsungs-,

Dispergier-, Netz-, Haft-, Verdickungs-, Binde~ oder Diingemitteln.

Ein bevorzugtes Verfahren zum Aufbringen eines Wirkstoffs der Formel I
bzw. eines agrochemischen Mittels, das mindestens einen dieser Wirkstoffe
enthilt, ist das Aufbringen auf das Blattwerk (Blattapplikaticn).
Applikationsfrequenz und Aufwandmenge richten sich dabei nach dem
Befallsdruck des betreffenden Erregers. Die Wirkstoffe der Formel I
konnen abe. auch iiber den Efdbodﬂn durch das Wurzelwerk in die Pflanze
gelangen (systemische Wirkung), indem man den Standert der Pflanze mit
einer fliissigen Zubereitung trankt oder die Substanzen in fester Form in
den Boden einbringt, z.B. in Form von Granulat (Bodenapplikation). Dieses
Granulat oder ein entsprechendes Pulvor kann auch die Trockenmasse der
aus ‘dem Fermentor anfallenden Biomasse oder das aus der Fermentations-
brithe abgesiebte und mit den Wirkstoffen der Formel 1 beladene Adsorber-
harz sein. Die Verbindungen der Formel I konnen auch auf Samenkorner
aufgebracht werden (Coating), indem man die Korner entweder in einer
fliussigen Zubereitung des Wirkstoffs trankt oder sie mit einer festen

Zubereitung beschichtet,

Die Verbindungen der Formel I werden dabei in unverdnderter Form oder
vorzugsweise zusammen mit den in der Formulierungstechnik iiblichen
Hilfsmitteln eingesetzt. Dafiir werden sie zweckmdssigerweise z.B. zu

Emulsionskonzentratun, streichfiahigen Pasten, direkt verspriihbaren oder
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verdiinnbaren Losungen, verdiinnten Emulsionen, Spritzpulvern, l8slichen
Pulvern, Stdubemitteln, Granulaten, durch Verkapselungen in z.B. poly-
meren Stoiffen in bekannter Weise verarbeitet. Die Anwendungsverfahren
wie Versprithen, Vernebeln, Verstiduben, Verstreuen, Bestreichen oder
Giessen werden gleich wie die Art der Mittel den angestrebten Zielen und
den gegebenen Verhdltnissen entsprechend gewdhlt. Giinstige Aufwandmengen
liegen im allgemeinen bei 10 g bis 2 kg Aktivsubstanz (AS) je ha,
bevorzugt bei 50 g bis 500 g AS/ha.

Die Formulierungen d.h. die den Wirkstoff der Formel I und gegebenen-
falls einen festen oder fliissigen Zusatzstoff enthaltenden Mittel werden

in bekannter Weise hergestellt.

Als Losungsmittel kommen in Frage: Aromatische und aliphatische Kohlen-
wasserstoffe, wie z.B. Xylolgemische, Cyclohexan oder Paraffine; dann
Alkohole und Glykole sowie deren Ether und Ester, wie Ethanol, Ethylen-
glykol, Ethylenglykolmonomethyl- oder -ethylether, Essigsiureester;
Ketone wie Cyclohexanon, stark polare Losungsmittel, wie N-Methyl-2-
pyrrolidon, Dimethylsulfoxid oder Dimethylformamid, sowie gegebenenfalls
epoxydierte Pflanzendle wie epoxydiertes Kokosnussol oder Sojagl; oder

Wasser.

Als feste Trdgerstoffe, z.B. fiir Stidubemittel und dispergierbare Pulver,
verden in der Regel natiirliche Gesteinsmehle verwendet, wie Calcit,
Talkum, Kaolin, Montmorilonit oder Attapulgit. Zur Verbesserung der
physikalischen Eigenschaften konnen auch hochdisperse Kieselsdure oder
hochdisperse saugfdhige Polymerisate zugesetzt werden. Als gekdrnte,
adsorptive Granulattrdger kommen pordse Typen wie z.B. Bimsstein,
liegelbruch, Sepiolit oder Bentonit, als nicht-sorptive Trdgermateria-
lien, z.B. Calcit oder Sand, in Frage. Dariiber hinaus kann eine Vielzahl
von vorzranulierten Materialien anorganischer Natur wie insbesondere

Dolomit oder zerkleinerte Pflanzenriickstinde verwendet werden.

Als oberfldchenaktive Verbindungen kommen je nach Art des zu formulieren-
den Wirkstoffs der Formel I nichtionogene, kation- und/oder anionaktive
Tenside mit guten Emulgier-, Dispergier- und Netzeigenschaften in

Betracht. Unter Tensiden sind auch Tensidgemische zu verstehen.
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Geeignete anionische Tenside konnen sowohl sog. wasserlosliche Seifen,

als auch wasserldsliche synthetische oberfldchenaktive Verbindungen sein.

Haufiger werden jedoch sog. synthetische Tenside verwendet, insbesondere
Alkansulfonate, Fettalkoholsulfate, sulfonierte Benzimidazolderivate

oder Alkylsulfonate.

Als nichtionische Tenside kommen Polyglykoletherderivate von aliphati-
schen oder cycloaliphatischen Alkoholen, gesdttigten oder ungesittigten
Fettsduren und Alkylphenolen in Frage, die 3 bis 30 Glykolethergruppen
und 8 bis 20 Kohlenstoffatome im (aliphatischen) Kohlenwasserstoffrest
und 6 bis 18 Kohlenstoffatome im Alkylrest der Alkylphenole enthalten

konnen.

Als weitere Beispiele nichtionischer “enside seien Nonylphenolpoly-
ethoxyethanole, Ricinusglpolyglykolether, Polypropylen-Polyethylenoxyd-
addukte, Tributylphenoxypolyethylenethanol, Polyethylenglykol und
Octylphenoxypolyethoxyethanol erwihnt.

Ferner kommen auch Fettsdureester von Polyoxyethylensorbitan wie das

Polyoxyethylensorbitan-trioleat in Betracht.

Die in der Formulierungstechnik gebrauchlichen Tenside sind u.a. in

folgenden Publikationen beschrieben:

"Mc Cutcheon's Detergents and Emulsifiers Annual" MC
Publishing Corp., Ridgewood New Jersey, 1980

Sisley and Wood, "Encyclopedia of Surface Active Agents",
Chemical Publishing Co., Inc. New York, 1980.

Besonders vorteilhafte, applikationsfordernde Zuschlagstoffe, die zu
einer starken Reduktion der Aufwandmenge fithren konnen, sind ferner
natiirliche (tierische oder pflanzliche) oder synthetische Phospholipide
aus der Feihe der Kephaline und Lecithine, wie z.B. Phosphatidylethanol-

amin, Phosphatidylserin, Phosphatidylglycerin oder Lysolecithin.
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Die agrochemischen Zubereitungen enthalten in der Regel 0,1
bis 95 % Wirkstoff der Formel I, 99,9 bis 5 % eines festen
oder flissigen Zusatzstoffes und O bis 25 % eines Tensides.

wahrend als Handelsware eher konzentrierte Mittel bevorzugt
werden, verwendet der Endverbraucher in der Regel verdiinnte
Mittel.

Die Mittel kénnen auch weitere Zusdtze wie Stabilisatoren,
Entschéumer, Viskositdtsregulatoren, Bindemittel, Haftmittel
sowie Diinger oder andere Wirkstoffe zur Erzielung spezieller
Effekte enthalten.

Die nachfolgenden Beispiele dienen zur néheren Erléuterung
der Erfindung, ohne dieselben einzuschrénken.

Aus fithrungsbeispiele

1. Herstellunqsbeispiele

Beispiel H-1: Herstellung der Verbindungen der Formel I in
Gegenwart eines Adsorberharzes

Das Verfahren wird in einem Fermentationsvolumen von 1000 Li-
tern unter Zugabe von 0,5 % (v/v) Adsorberharz XAD-1180

(Rohm und Haas) durchgefihrt. Die Verfahrensbedingungen far
diesen Ansatz entsprechon denen des nachfolgenden .a3ispiels
H-2. An Stelle des hier verwendetei Stammes So ce 26 aus der
EP-A-282,455 kann auch einer der anderen 6 genannten Stémme
vorliegender Erfindung eingesetzt werden,

Nach Beendigung der Fermentation wird der Polymertréger ab-
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gesliebt, in eine Glassdule gespiilt, mit 3 Bettvolumen Wasser
gewaschen und mit 4 Bettvolumen Methanol eluiert. Das Eluat
wird im Vakuum zur Trockne eingeengt.

Rohextraktgewicht: 165 g.

Die weitere chromatographische Aufreinigung folgt dem Schema
der beigefiigten Figur 1, deren einzelne Trennungsschritte
unter folgenden Bedingungen ablaufen. Die Ausbeuten sind in
Klammern angegeben.,

(h = Stunde)
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Trennungsgang zur Isolierung von Soraphen A bis Q

1 Kieselgeltrennung; Saule: 100 mm @; 45 cm Lange;

" Sorbens: Lichroprep Si 100; 40-63 pm (Hersteller: Merck)
Laufmittel: Dichlormethan/Aceton in Stufen 98/2, 95/5, ©3/7, 90/10,
50/5U; je Stufe 2 Liter
Es werden 5 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 3 enthdlt Soraphen A.

Die Fraktion 4 (25 g) wird weiter aufgereinigt.

2 Gelchromatographie; Sdule: 60 mm 0; 100 cm Lidnge;
Sorbens: Sephadex LH-20 (Hersteller: Pharmacia LKB GmbH)
Laufmittel: Methanol
Es werden 5 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 3 (17 g) wird weiter aufgereinigt.

3 Reversed-Phase-Trennung; Sdule: 76 mm @; 70 cw Linge;
Sorbens: HDSIL RP-18; 18-60-60 35-70 pm (Hersteller: Labomatic)
Laufmittel: Methanol/Wasser 40/60 lin. Gradient in 2 h nach Methanol.
Es werden 9 Fraktionen genommen.
Die Fraktionen 3 (1,3 g), 4 (1,5 ¢8), 5 (3,5 ¢g) und 6 (1,6 g) werden

weiter aufgereinigt.

4 Kieselgeltrennung; Sdule: 40 mm ©; 30 cm Linge;
Sorbens: Lichrosorb Si 100; 7 pm (Hersteller: Merck)
Laufmittel: Dichlormethan/Hexan 1/1 + 2 % Methanol
Es werden 6 Fraktionen genommen.

Die Fraktionen 2 (500 mg) und 4 (88 mg) werden weiter aufgereinigt.

5 Kieselgeltrennung; Sdule: 40 mm 9; 30 cm Liange;
Sorbens: Lichrosorb Si 100; 7 um (Hersteller: Merck)
Laufmittel: Dichlormethan/Hexan 1/1 + 2 % Methanol
Es werden 6 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 3 (500 mg) wird weiter aufgereinigt.
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Kieselgeltrennung; S3Zule: 35 mm @; 45 cm Liange;
Sorbens: Lichroprep Si 60; 40-63 ym (Hersteller: Merck)

Laufmittel: Dichlormethan linf Gradient in 1 h nach

' Dichlormethan/Aceton 1/1.

10

11

Es werden 6 Fraktionen genommen.

Die Fraktionen 1 (2,4 g) und 2 (400 mg) werden weiter aufgereinigt.

Reversed-Phase-Trennung; Sdule: 35 mm @; 45 cm Linge;

Sorbens: HDSIL RP-18; 18-30-60 25-40 um (Hersteller: Labomatic)
Laufmittel: Methanol/Wasser 80/20.

Es werden 9 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 7 (1,4 g) wird weiter aufgereinigt.

Reversed-Phase~Trennung; Sdule: 20,5 mm @; 25 cm Linge;

Sorbens: Nucleosil 100-7 Cyg; 7 um (Hersteller: Macherey Nagel)
Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30.

Es werden 7 Fraktionen genommen. Die Fraktion 3 (15 mg) wird weiter
aufgereinigt.

Die Fraktion 7 enthalt Soraphen N (18 mg).

Reversed-Phase-Trennung; Sidule: 20,5 mm 0; 25 cm Lange;}
Sorbens: Nucleosil 100-7 Cyg; 7 pm (Hersteller: Macherey Nagel)
Laufmittel: Methanol/Wasser 65/35.

Es werden 7 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 3 enthdlt Soraphen H (7 mg).

Reversed-Phase-Trennung; Saule: 20,5 mm @; 25 cm Linge}
Sorbens: HDSIL 100-Cyg-~10 ym (Hersteller: Labomatic)
Laufmittel: Methanol/Wasser 65/35.

Es werden 4 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 2 enthilt Soraphen D (108 mg).

Kieselgeltrennung; Sidule: 40 mm ©; 30 cm Linge;
Sorbens: Lichrosorb Si 100; 7 pm (Hersteller: Merck)
Laufmittel: Dichlormethan/Hexan 1/1 + 1 % Methanol.
Es werden 9 Fraktionen genommen.

Die Fraktionen 4 (530 mg) und 6 (280 mg) werden weiter aufgereinigt.
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Kieselgeltrennung; Sdule: 40 mm @; 30 cm Linge;
Sorbens: Lichrosorb Si 100; 7.pm (Hersteller: Merck)
Laufmittel: Dichlormethan/Hexan 1/1 + 1 % Methanol.
Es werden 8 Frakticnen genommen.

Die Fraktion 7 (290 mg) wird weiter aufgereinigt.

Kieselgeltfennung; Saule: 20.5 mm ©; 25 cm Linge;

Sorbens: Nucleosil Si 100-7; 7 um (Hersteller: Macherey Nagel)
Laufmittel: tert-Butylmethylether/Hexan 1/2 + 1 % }Metharol.

Es werden 2 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 1 (325 mg) enthdlt Soraphen F.

Reversed-Phase-Trennung; Sdule: 20,5 mm 0; 25 cm Linge;
Sorbens: Nucleosil 100-7 Cyg; 7 pm (Hersteller: Macherey Nagel)
Laufmittel: Methanol/Wasser 68/32.

Es werden 2 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 1 enthalt Soraphen Q (3 mg).

Reversed-Phase-Trennung; Sdule: 20,5 mm ®; 25 cm Linge;
Sorbens: Nucleosil 100-7 Cyg; 7 um (Hersteller: Macherey Nagel)
Laufmittel: Methanol/Wasser 66/34.

Es werden 4 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 1 enthzlt Soraphen C (21 mg).

Die Fraktion 2 enthdlt Soraphen B (230 mg).

Reversed-Phase-Trennung; Sdule: 20,5 mm ®; 25 cm Linge;
Sorbens: Nucleosil 100-7 Cyg; 7 pm (Hersteller: Macherey Nagel)
Laufmittel: Methanol/Wasser 65/35.

Es werden 10 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 4 enthdlt Soraphen J (18 mg).

Die Fraktion 9 enthdlt Soraphen E (96 mg).
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17 Reversed-Phase-Trennung; Saule: 20,5 mm 9; 25 cm Linge;
Sorbens: Nucleosil 100-7 C,g: 7 pm (Hersteller: Macherey Nagel)
Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30.

Es werden 10 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 6 enthdlt Soraphen M (98 mg).

Physikochemische Charakterisierung der Soraphene C bis Q

Soraphen C
Cz8Hy 208

Mz 506

IR (Film)
34115 2939; 28313 1725; 1461; 1382; 1266; 1230; 1187; 1152; 1098;
1068; 1023; 988; 975.

'3C-NMR-Verschiebungen (CDCl;; é in ppm)
10.3; 11.7; 12.5; 23.0; 26.0; 29.4: 35.2; 35.6; 35.8; 46.2; 57.3:
57.6; 68.8; 72.5; 74.6; 74.9; 76.1; 83.7; 99.4; 125.0; 126.2;
126.2; 128.2; 128.6; 137.3; 141.0; 170.6.

HPLC R, = 8,6 min
Sdule: 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 Ci3, Macherey ilagel;
Fluss: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30;
Detektor: UV 210 nm.

Soraphen D
C27Hy 208
Mz 494
IR (Film)
34113 2937; 2831; 1733; 14613 1432; 1382; 1359; 1328; 1268; 1208;
1195; 1096; 1050; 988, 933.

'3C-NMR-Verschiebungen (CDCly; § in ppm)
10.75 14.4;5 22.8; 24.3; 25.0; 27.5; 27.7; 31.6;3 35.3; 35.6; 43.2;
57.5; 58.63 69.1; 70.8; 71.2; 74.8: 80.7; 82.6; 97.7; 126.4;
126.4; 128.0; 128.6; 128.6; 141.0; 168.6.
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HPLC R, = 7,4 min

LEFCUy

Sdule: 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 Cyg, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30;

Detektor: UV 210 nm.

Soraphen E
C29H1 509

Mz 538

IR (Film)
33983 2939; 2829; 1725; 14613 1430; 1380:
1102 1044 971,

13C-NMR-Verschiebungen (CDCl;; 6§ in ppm)
10.3; 10.5; 11.5; 23.0; 25.0; 29.5; 30.0;
56.4; 57.4; 58.0; 69.0; 71.3; 71.7; 75.0;

12663 1235; 1191; 1154;

35.3; 35.5; 40.2; 46.3;
76.3; 80.2; 81.1;

99.9; 126.5; 126.5; 128.1; 128.6; 140.9; 170.9.

HPLC R, = 11,8 min

Sdule: 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 Cyp, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30;

Detektor: UV 210 nm.

Soraphen F
C29H1 08

Mz 522

IR (Film)
33943 2937; 2827; 1729; 17103 1461; 1382;
1232; 1189; 11543 1104; 1075; 1048; 1021;

13C-NMR-Verschiebungen (CDCl3; ¢ in ppm)
10.45 11.7; 14.1; 23.0; 24,23 24.2; 28.3;
45,7y 57.4; 57.43 57.9; 69.0; 70.1; 75.9;

13263 1314; 12665 1253;
9943 971; 907.

28.8; 33.3; 34.1; 35.2;
76.3; 80.8; 82.1;

99.6; 126.6; 126.6; 128.2; 128.6; 128.6; 140.4; 171.8,
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HPLC R, = 8,1 min
Sdule: 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 C,g, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min; Lauf aittel: Methanol/Wasser 75/25;
Detektor: UV 210 nm.

Soraphen H

C28Hy 209

Mz 522

IR (Film)
34445 2935; 2867; 28333 1723; 1459; 1409; 1382; 1334; 1270; 1230:
1179; 11563 1104; 1069; 996; 971.

13C~NMR-Verschiebungen (CDCl3; & in ppm)
10.95 11.65 14.4; 23.45 25.0; 28.6; 35.6; 36.3; 45.63 57.7; 57.8;
67.5; 68.7; 62.2; 73.9; 73.9; 76.1; 81.7; 100.1; 122.9; 126.0;
126.0; 128.2; 128.7; 128.7; 138.0; 140.6: 171.5.

HPLC R, = 7,0 min
Sdule: 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 C,g, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min; Laufmittel: Mcthanol/Wasser 65/35;
Detektor: UV 210 nm.

Soraphen J
CagH4 1 0g

Mz 508

IR (Film) )
33943 2939; 2829; 1729; 1461; 1380; 1313; 1270; 1187; 1158; 1100;
1042; 987.

1 3C-NMR-Verschiebungen (CDCl;; & in ppm)
11.5; 13.8; 14.3; 22.5; 24.1; 25.6; 25.8; 27.7; 31.6; 35.2; 36.3;
49.3; 57.3; 59.4; 69.6; 70.5; 72.6; 75.7; 81.0; 84.6; 98.2;
126.3; 126.3; 128.1; 128.7+ 128.7; 141.3; 172.5.
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HPLC R, = 8,1 min
Saule: 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 C,s, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min} Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30;
Detektor: UV 210 nm.

Soraphen M

C28Hy 409

Mz 524

IR (Film)
33965 2939; 2821; 1725; 14613 13803 1270; 1235; 1191; 1154; 1075;
1048; 994; 971; 898; 850;

' 3C-NMR-Verschiebungen {CDCl;; 6 in ppm)
9.0; 10.4; 11.5; 23.1; 25.3; 28.3; 29.3; 35.1% 35.7; 40.3; 46.5;
57.2; 57.9; €8.8; 68.8; 71.9; 72.9; 74.4; 76.3; 83.8; 99.6,
126.3; 126.3; 128.0; 128.5; 128.5; 141.2; 171.0.

HPLC R, = 8,5 min
Sdule: 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 C,q, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 mi/min; Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30;
Detektor: UV 210 nm.

Soraphen N
C29Hy 40y

Mz 536
IR (Film) .
34445 29665 2939; 1731; 1451; 1380; 1309; 1268; 1224: 1164; 1098;

!13C~NMR-Verschiebungen (CDCly; 6 in ppm)
13.8; 13.9; 23.3; 23.4; 24.2; 26.3; 26.7; 29.5; 32.1; 36.3; 50.3;
54.5; 57.6; 68.1; 75.2; 78.4; 79.9; 105.7; 125.8; 125.8; 127.5;
128.4; 128.4.

lH--NHR-Versr:hiebungen (cpCly; 6 in ppm)
0,9 d; 1.05 d; 1.24 d; 5.23 d; 5.85 dd.
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HPLC R, = 13,4 min
Sdule: 4 x 250 mm Nucleossil 100-7 C,g, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30;
Detektor: UV 210 nm.

Soraphen Q

C2gHy40g

Mz 508

IR (Film)
34485 2939; 2831; 1733; 1459; 1382; 1330; 12703 1203; 1098; 1048;
987

13C-NMR-Verschiebungen (CDCl;; § in ppm)
11.5; 14.5; 23.1; 24.9; 26.2; 27.13 27.65 31.7; 35.5; 35.9; 39.5;
50.7; 57.4; 58.7; 69.5; 71.3; 71.6; 74.6; 79.4; 81.9; 102.2;
126.6; 126.65 127.9; 128.4; 128.4; 137.9; 168.0.

HPLC R, = 7,7 min
Sdule: 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 Cis, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/mint Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30;
Detektor: UV 210 n .

Beispiel H-2: Herstellung der Verbindungen der Formel I a) Vorkultur: Die

Vorkultur wird im 2 Liter-Kolben mit je 500 ml eines Kulturmediums
(enthaltend 0,1 % Pepton aus Casein, 0,5 % Glucose, 0,05.% CaCl;*H,0,
0,05 % MgSO4+7H20) bei pH 7,4 ohne Puffer (oder mit 50 mM HEPES~-
Pufferz) bei 160 Upm und 30°C auf dem Schiitteltisch angezogen. Der
glinstigste Zeitpunkt zur Uebertragung in die Fermentor-Kultur wird nach
2-3 Tagen (obere og-Phase) erreicht. An Stelle des Wier verwendeten
Stammes So ce 192 kann auch einer der anderen 5 Stimme vorliegender

Erfindung oder der Stamm So ce 26 gemdss EP-A-282,455 eingesetzt werden.

HEPES ist das K- und/oder Né~Salz der 4-(2-Hydroxy-
. ethyl)-piperazin-l-ethansulfonsiure
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b) Fermentation:

Ein 70 Liter-rFermentor der Firma Giovanola Fréres, Monthey,
Schweiz, mit 60 Litern des gleichen Kulturmediums wird mit

10 Litern Vorkultur beimpft. Die Fermentation erfolgt bei
30-32 °C. Di- Rihrgeschwindigkeit ist 500 Upm, die Beliiftungs-
rate 0,12 Liier pro Liter Medium und Stunde. Die Fermenta-
tionsdauer betrdgt 7-14 Tage. Es wird darauf geachtet, daf
der pH-Wert nicht unter 7,0, insbesondere nicht unter 6,2,
f4llt. Die gebildeten macrocyclischen Verbindungen der For-
mel I befinden sich teils im Kulturiberstand, teils in den
Zellen. Sie kénnen aus den Zellen wit Alkoholen oder Ketonen
(z. B. Aceton), aus dem Kulturiiberstand mit Ethylacetat oder
Butylacetat extrahiert werden. Die Fermentationsbrihe wird
dann z. B, finfmal mit je 2 Litern Ethylacetat je 5 min. aus-
geschittelt. Diese vereinigten Extrakte werden zweimal mit
Wasser gewaschen und im Vakuum eingeengt. Das zuriickbleiben-
de dunkle Oel kann nach der in der Figur 2 wiedergegebenen
Methode aufgetrennt werden.

Die hier beschriebene Trennung wurde mit 65 g Rohextrakt aus
insgesamt 400 Litern Fermentationsbrihe durchgefihrt.

vorteilhafter jedoch werden die gebildeten Verbindungen der
Formel I nach Beendigung der Fermentation mit Adsorberharz
aus dem Fermentationsvolumen entfernt. Hierzu gibt man

0,5 % v/v feinkérniges Harz (z. B. XAD-1180 oder XAD-16) in
die Fermentorbrihe und rithrt 4 std. lang, wonach die Verbin-
dungen der Formel I vollsténdig am Harz gebunden sind. Nach
Abtrennung der Fermentorbrihe durch Absieben wird das Harz
in eine Glass#éule gespiilt, mit 3 Bettvolumen Wasser gewa-
schen und mit 4 Bettvolumen Methanol eluiert. Das Eluat wird
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im vakuum zur Trockne eingeengt. Ein solches Eluat oder ein
solcher Rohextrakt kann mit geeigneten Dispersions=- und/oder
Streckmitteln zu gewerblich verwendbaren Pflanzenschutzmit-
teln formuliert werden, der Rohextrakt kann aber auch, wie
im folgenden und in der beigefiigten Figur 2 dargestellt, zur
Isolierung der einzelnen Soraphene A bis ¢ , aufgetrennt
werden. '
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Chromatographische Aufreinigung (siehe: Trennungsgang II zur Isolierung

von Soraphenen)

1 Kieselgeltrennung; Sdule: 200 mm ®; 200 mm Lange;
Sorbens: Lichroprep Si 100; 25-40 pm (Hersteller: Merck)
Laufmittel: Gradient in Stufenj 1. Dichlormethan; 2.-9. Dichlor-
nethan/Aceton 98/2, 96/4, 95/5, 90/10, 85/15, 80/20, 50/50, 25/175;
10.-11. Dichlormethan/Methanol 75/25, 50/50:
Es werden 14 Fraktionen genommen.
Die Fraktionen 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 werden weiter aufge-

reinigt.,

2 Gelchromatographie; Sdule: 60 mm ¢; 100 cm Linge;
Sorbens: fephadex LH-20 (Hersteller: Pharmacia LKB GmbH)
Laufmittel: Methanol
Es werden 7 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 3 enthdlt Soraphen A (2,5 g).

3 Gelchromatographie; Sdule: 30 mm ¢; 100 cm Linge;
Sorbens: Sephadex LH-20 (Hersteller: Pharmacia LKB GmbH)
Lrwfmittel: Methanol
Es werden 5 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 2 enthdlt Soraphen C (6,6 g).

4 Gelchromatographie; Siule: 30 mm ©: 100 cm Linge;
Sorbens: Sephadex LH-20 (Hersteller: Pharmacia LKB GmbH)
Laufmittel: Methanol
Es werden 6 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 2 (1 g) wird weiter aufgereingt.

5 Reversed-Phase-Trennung; Siule: =~ am ®: 34 cm Liange;
Sorbens: HDSIL RP-18: 18-20-60 15-25 pm (Hersteller: Labomatic)
Laufmittel: Methanol/Wasser 72/28.
Es werden 9 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 7 enthdlt Soraphen V (1,1 g).
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Gelchromatographie; Sdule: 30 mm ¢; 100 cm Linge;
Sorbens: Sephadex LH-20 (Hersteller: Pharmacia LKB GmbH)
Laufmittel: Methanol

" Es werden 4 Fraktionen genommen.

10

11

Die Fraktion 2 (1,1 g) wird weiter aufgereingt.

Gelchromatographie; Sdule: 30 mm ¢; 100 cm Linge;
Sorbens: Sepﬁadex LH-20 (Hersteller: Pharmacia LKB GmbH)
Laufmittel: Methanol

Es werden 6 Fraktionen genommen.

Die Fraktionen 2 (0,54 g) und 3 (0,18 g) werden weiter aufgereingt.

Gelchromatographie; Sdule: 30 mm ¢; 100 cm Linge;
Sorbens: Sephadex LH-20 (Hersteller: Pharmacia LKB GmbH)
Laufmittel: Methanol

Es werden 6 Fraktionen genommen.

Die Fraktionen 2 (0,3 g) und 3 (1,3 g) werden weiter aufgereingt.

Gelchromatographie; Sdule: 60 mm 9; 100 cm Linge;
Sorbens: Sephadex LH-20 (Hersteller: Pharmacia LKB GmbH)
Laufmittel: Methanol

Es werden 7 Fraktionen genomnien.

Die Fraktion 2 (3,3 g) wird weiter aufgereingt.

Gelchromatographie; Sdule: 60 mm 9; 100 cm Linge;
Sorbens: Sephadex LH-20 (Hersteller: Pharmacia LKB GmbH)
Laufmittel: Methanol

Es werden 6 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 2 (6,1 g) wird weiter aufgereingt.

Reversed-Phase~Trennung; Sdule: 37 mm @; 34 cm Linge;

Sorbens: HDSIL RP-18; 18-20-60 15-25 pum (Hersteller: Labomatic)
Laufmittel: Methanol/Wasser 75/25.

Es werden 8 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 5 enthdlt Soraphen D (40 mg).

Die Fraktion 7 enthdlt Soraphen B (0,5 g).
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Reversed-Phase-Trennung; Sdule: 35 mm ©; 45 cm Linge;

Sorbens: HDSIL RP-18; 18-30-60 25-40 pm (Hersteller: Labomatic)

Laufmittel: Methanol/Wasser 80/20.

13

14

15

16

17

Es werden 10 Fraktionen genommen.
Die Fraktion 8 enthidlt Soraphen E (30 mg).

Die Fraktion 4 wird weiter aufgereinigt.

Reversed-Phase-Trennung; Saule: 37 mm ¢; 34 cm Linge;

Sorbens: HDSIL RP-18; 18-20-60 15-25 um (Hersteller: Labomatic)
Laufmittel: Methanol/Wasser 75/25.

Es werden 10 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 6 (80 mg) wird weiter aufgereinigt.

Die Fraktion 8 (20 mg) wird weiter aufgereinigt.

Reversed-Phase-Trennung; Sdule: 37 mm @; 34 cm Linge;

Sorbens: HDSIL RP-18; 18-20-60 15-25 pm (Hersteller: Labomatic)
Laufmittel: Methanol/Wasser 75/25.

Es werden 11 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 5 enthilt Soraphen X (16 mg).

Reversed-Phase-Trennung; Sidule: 35 mm @; 45 cm Linge;

Sorbens: HDSIL RP-18; 18-30-60 25-40 pm (Hersteller: Labomatic)
Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30 lin. Gradient in 2 h nach Methanol.
Es werden 8 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 5 enthilt Soraphen U (150 mg).

Reversed-Phase~Trennung} Sidule: 35 mm @; 45 cm Linge;

Sorbens: HDSIL RP-18; 18-30-60 25-40 pm (Hersteller: Labomatic)
Laufmittel: Methanol/Wasser 75/25 lin. Gradient in 1 h nach 90/10.
Es werden 9 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 8 anthilt Soraphen M (0,93 g).

Die Fraktion 7 (250 mg) wird weiter aufgereinigt.

Reversed-Phase-Trennung} Saule: 37 mm @; 34 cm Linge;
Sorbens: HDSIL RP-18; 18-20-60 15-25 ym (Hersteller: Labomatic)
Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30.

Es werden 13 Fraktionen genommen.
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Die Fraktion 4 (105 mg) wird weiter aufgereinigt.
Die Fraktion 6 enthilt Soraphen R (20 mg).
Die Fraktion 7 enthdlt Soraphen S (490 mg).

.Die Fraktion 8 enthidlt Sorapben T (80 mg).

Die Fraktion 9 (80 mg) wird weiter aufgereinigt.

Revered-Phase-Trennung; Saule: 37 mm 9; 34 cm Linge;

Sorbens: HDSIL RP-18; 18-20-60 15-25 pm (Hersteller: Labomatic)
Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30.

Es werden 14 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 7 (700 mg) wird weiter aufgereinigt.

Die Fraktion 8 (570 mg) wird weiter aufgereinigt,

Die Fraktion 9 enthilt Soraphen § (120 mg).

Reversed-Phase-Trennung; Sdule: 20,5 mm @3 25 cm Linge;

Sorbens: RP-18 Nucleosil 100-7 Cig} 7 pm (Hersteller: Macherey Nagel)
Laufmittel: Methanol/Wasser 67/33.

Es werden 6 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 5 enthilt Soraphen y (11 mg).

Kieselgel-Trennung; Siule: 20,5 mm @3 25 cm Linge;

Sorbens: Si 100 Nucleosil 100-7; 7 um (Hersteller: Macherey Nagel)
Laufmittel: tert, Butylmethylether/n-Hexan/+ Methanol 1/2/+ 1 %
Es werden 3 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 2 enthilt Soraphen v (8 mg) .

Kieselgel-Trennung; Siule: 20,5 mm @; 25 cm Linge;

Sorbens: Si 100 Nucleosil 100-7; 7 um (Hersteller: Macherey Nagel)
Laufmittel: tert. Butylmethylether/n-Hexan/+ Methanol 1/2/+ 1 %

Es werden 2 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 2 enthilt Soraphen B (8 mg).

Kieselgel-Trennung; Siule: 20,5 mm @: 25 cm Linge;
Sorbens: Si 100 Nucleosil 100-7; 7 um (Hersteller: Macherey Nagel)
Laufmittel: tert. Butylmethylether/n-Hexan/+ Methanol 1/2/+ 5 %

Es werden 7 Frakticnen genommen.
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Die Fraktion 1 enthdlt Soraphen Y (64 mg).
Die Fraktion 4 enthdlt Soraphun o (5 mg).
Die Fraktion 6 enthalt Soraphuon £ (7 mg).

Reversed-Phase-Trennung; Sdule: 20,5 mm @; 25 cm Linge;

Sorbens: RP~18 Nucleosil 100-7 C,g; 7 pm (Hersteller: Macherey Nagel)
Laufmittel: Methanol/Wasser 60/40.

Es werden 6 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 2 (35 mg) wird weiter aufgereinigt.

Kieselgel-Trennung; Sidule: 20,5 mm @; 25 cm Lange;

Sorbens: Si 100 Nucleosil 100-7; 7 pm (Hersteller: Macherey Nagel)
Laufmittel: tert. Butylmethylether/n-Hexan/+ Methanol 1/2/+ 10 %
Es werden 5 Fraktionern genommen.

Die Fraktion 2 enthdlt Soraphen ¢ (20 mg).

Reversed-Phase~Trennung; Saule: 20,5 mm @; 25 cm Lange;

Sorbens: RP-18 Nucleosil 100-7 Cyg; 7 pum (Hersteller: Macherey Nagel)
Laufmittel: Methanol/Wasser 60/40.

Es werden 9 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 4 (194 mg) wird weiter aufgereinigt.

Die Fraktion 5 (130 mg) wird weiter aufgereinigt.

Die Fraktion 6 (50 mg) wird weiter aufgereinigt.

Kieselgel-Trennung; Saule: 20,5 mm @; 25 cm Linge;

Sorbens: Si 100 Nucleosil 100-7; 7 pm (Hersteller: Macherey Nagel)
Laufmittel: tert. Butylmethylether/n-Hexan/+ Methanol 1/2/+ 5 %
Es werden 9 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 4 enthdlt Soraphen p (45 mg).

Kieselgel-Trennung; Sidule: 20,5 mm ®; 25 cm Linge;

Sorbens: Si 100 Nucleosil 100-7; 7 um (Hersteller: Macherey Nagel)
Laufmittel: tert. Butylmethylether/n-Hexan/+ Methanol 1/2/+ 10 %
Es verden 4 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 2 enthilt Soraphen { (26 mg).
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28 Kieselgel-Trennung; S3ule: 20,5 mm ©; 25 cm Linge;
Sorbens: Si 100 Nucleosil 100-7; 7 pm (Hersteller: Macherey Nagel)
Laufmittel: tert. Butylmethylether/n-Hexan/+ Methanol 1/2/+ 5 %
Es werden 4 Fraktionen genommen.
Die Fraktion 2 enthidlt Soraphen N (18 mg).
Die Fraktion 3 enthdlt Soraphen n (69 mg).

29 Kieselgel-Trennung; Sidule: 20,5 mm ©; 25 cm Linge;
Sorbens: Si 100 Nucleosil 100-7; 7 pm (Hersteller: Macherey Nagel)
Laufmittel: tert. Butylmethylether/n-Hexan/+ Methanol 1/2/+ 5 %
Es werden 5 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 4 enthidlt Soraphen v (5,5 mg).

30 Kieselgel-Trennung; Sidule: 20,5 mm ®; 25 cm Linge;
Sorbens: Si 100 Nucleosil 100-~7; 7 pm (Hersteller: Machcrey Nagel)
Laufmittel: tert. Butylmethylether/n-Hexan/+ Methanol 1/2/+ 5 %
Es werden 4 Fraktionen genommen.

Die Fraktion 4 (10 mg) wird weiter aufgereinigt.

31 ¥ieselgel-Trennung; Sdule: 20,5 mm ®; 25 cm Linge;
Sorbens: Si 100 Nucleosili 100-7; 7 pym (Hersteller: Macherey Nagel)
Laufmittel: tert. Butylmethylether/n-Hexan/+ Methanol 1/2/+ 5 %
Es werden 2 Fraktionen genommen.
Die Fraktion 1 enthilt Soraphen 7 (2,2 mg).
Die Fraktion 2 enthialt Soraphen 2 (6,5 mg).

Physikochemische Charakterisjerung der weiterhin gewonnenen Secraphene R

bis o

Soraphen V
C28Hy 208

Mz 506

IR (Film, v in cn )
33945 29423 2900; 2829; 1723; 1461 1380 1270; 1233; 1189; 1068;
988; 898; 851.
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13C-NMR-Verschiebungen (CDCl3; § in ppm)
10.3; 11.7% 12.65 23.2; 26.0; 32.7; 35.3; 35.6; 36.2; 46.3; 55.8;
57.3; 68.9; 72.5; 72.9; 74.6; 76.3; 84.5; 99.5; 122.1; 126.2;
126.2; 128.1; 178.5; 128.5; 139.9; 141.2; 170.9.

FPLC R, = 9,2 min
Sdule: 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 C,q, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30;
Detektor: UV 210 nm.

Soraphen X

C28Hu 209

Mz 522

IR (Film, v in cm-l)
34045 29413 17163 1598; 14613 1380; 1272; 1233; 1189; 11563 1100;
1069; 988.

13C-NMR~-Ver sichiebungen (CDCly; § in ppm)
10.33 1.7 12.55 23.1; 25.9; 29.43 35.2; 35.63 35.7; 46.2; 57.3;
68.9; 72.5; 74.5; 75.0; 76.1; 83.8; 99.5; 113.&; 115.2% 118.0;
124.9; 129.8; 137,45 142,73 156.2; 170.9.

HPLC R, = 4,4 min )
Sdule! 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 C,q, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30;
Detektor: UV 210 nm.

Soraphen U

Ca9Huu09

Mz 536

IR (Film, v in cm-l)
3386; 3361; 2977; 2939; 2892; 2823; 1698; 1461; 1380; 1268; 1185;
11525 1096; 10643 1023; 975; 900; 840,

7



- 36 - 2P¢ 0y

13C~NMR-Verschiebungen (£DCl3; & in ppm)
10.15 11.4; 12.2; 31.8; 32.9; 35.2; 35.2; 38.6; 46.3; 56.0; 57.2:
57.9; 64.2; 68.7; 72.2; 73.3; 76.2; 80.0; 84.5; 99.3; 122.2; 126.1;
126.1; 127.9; 128.4; 128.4; 140.6; 141.4; 171.7,

HPLC R, = 5,2 min
Sdule: 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 C,gq, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30;
Detektor: UV 210 nm.

Soraphen R

C26Hu00s

Mz 480

IR (Film, v in cm ')
34045 2937, 17315 14593 14303 1384; 1355; 1330; 1270; 1212; 1110;
1083; 1033; 988.

1

13C-NMR-Verschieobungen (CDCl3; & in ppm)
10.75 14.55 22.7; 23.3; 24.8; 27.9; 30.9; 31.8; 35.5; 35.3; 43.4;
58.6; 68.9; 71.0; 72.9; 73.3; 74.6; 80.5; 97.6; 126.5; 126.5:
128.0; 128.6; 128.6; 141.1; 168.8.

HPLC R, = 5,1 min
Sdule: 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 C g, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30;
Detektor: UV 210 nm.

Soraphen §

C27Hu 008

Mz 492

IR (Fiim, v in cm_l)
3431 2941 17205 16043 1459; 14263 1380; 1264 1187; 1150; 1104,
1062; 977.
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13C-NMR-Verschiebungen (CDCl;; § in pom)
10.5; 11.9; 12.7; 24.9; 26.2; 35.5; 235.2; 36.3; 37.9; 47.5; 57.6;
69.5; 73.5; 74.1: 75.8; 76.3} 77.9; 100.65 125.1; 127.1; 127.1;
128.7; 129.4; 129.4; 138.8; 143.3; 173.8,

HPLC R, = 5,9 min
Siule: 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 C;s, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min} Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30;
Detektor: UV 210 nm.

Soraphen T

C27Hu 208

Mz 494

IR (Film, v in cn )
34273 2941; 1720% 1461; 1382; 1268; 1191; 1154; 1106; 1068; 994;
971,

13C-NMR-Verschiebungen (CDCly; § in ppm)
10.45 11.7; 14,23 22.7; 24.8; 25.3; 28.3; 30.6; 32.8; 34.6; 35,2;
45.8; 57.3; 69.1; 69.8; 73.0; 73.3; 76.0; 76.4; 99.6; 126.5; 126.95;
128.1; 128.5; 128.5; 140.6; 171.9.

HPLC R, = 6,5 min
Sdule: 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 C,g, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser 7G;30;
Detektor: UV 210 nm.

Soraphen § (Delta)

C27H4 208

Mz 506

IR (Film, v in cm-l)
34405 33113 29373 1731 1600; 1461; 1380; 1340; 1185; 1096; 988;
850,
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13C-NMR-Verschiebungen (CDCl3; 6 in ppm)
10.2; 12.0; 12.7; 23.2; 25.6; 29.6; 34.9; 36.0; 37.3; 45.3; 56.2;
57.6; 70.3; 72.13 72.63 74.3; 74.9; 84.23 99.5; 124.9; 126.3;
126.3; 128.0; 128.6; 128.6; 131.6; 141.2; 171.2.

HPLC R, = 7,1 min
Sdule: 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 g, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min} Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30;
Detektor: UV 210 nm.

Soraphen y (Gamma)

C28H4 209

Mz 522

IR (Film, v in cm-l)
3398; 2939; 1723; 14613 1382; 1264; 1189; 1152; 11023 10663 975;
894.

13C-NMR-Verschiebungen (CDCl3; 6 in ppm)
8.65 10.3; 11.5; 23.6; 25.8; 28.8; 33.9; 35.4; 36.3; 46.63 54.7;
57.3; 58.1; 59.2; 68.8; 69.3; 73.5; 74.3; 76.2; 83.5; 99.7; 126.1;
126.1; 128.0; 128.6; 128.6; 141.4; 170.4,

HPLC R, = 8,4 min
Sdule: 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 C,g, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30;
Detektor: UV 210 nm.

Soraphen v (Ni)

C28H4 209

Mz 522

IR (Film, v in cm_l)
346025 2971 2935; 2827; 1733; 1459; 1367; 1181; 1095; 1050: 990,
860.
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13C-NMR-Verschiebungen (CDCl3; 6 in ppm)
8.7: 10.3; 11.5; 26.3; 33.4; 35.2; 40.2; 40.8; 46.2; 57.4; 58.1;
67.8; 68.9; 71.5; 73.5; 76.3; 78.9; 82.6; 99.4; 125.9; 125.9;
128.3; 128.7; 128.7; 128.8; 129.5; 140.7; 170.3.

HPLC R, = 8,5 min
Sdule: 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 C,s, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30;
Detektor: UV 210 nm.

Soraphen B (Beta)

C29H4 408

Mz 520

IR (Film, v in cm—l)
34085 29713 2935; 2825; 1733; 1459; 1365; 1343; 1181; 1095; 1050;
990; 958; 842; 738.

13 C-NMR-Verschiebungen (CDCl3; & in ppm)
10.1; 12.1; 12.63 23.43 25.5; 30.4; 35.0; 35.9; 37.2; 45.3; 56.2;
56.3; 57.9; 70.3y 72.1; 72.7; 74.2; 83.1; 84.8; 99.4; 122.6; 126.3;
126.3; 128.0; 128.6; 128.6; 140.0; 141.3; 171.3,

HPLC R, = 16,8 min
Sdule: 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 C,s, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30;
Detektor: UV 210 nm.

Soraphen Y
C27H4 009

Mz 508
IR (Film, v in cn-l)
34365 2937 1721 1459 13763 1268; 1199; 1114; 1048; 988; 961.

13C-NMR-Verschiebungen (CDCly; & in ppm)
10.8; 11.2; 18.8; 23.0; 23.5; 31.7; 33.4; 36.2; 40.6; 41.1; 51.1;
61.1; 70.8; 74.63 76.4; 77.1; 78.7; 86.43 99.9; 125.5; 125.5;
127.4; 123,44 128.4; 142,5; 171.1; 212.4,
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HPLC R, = 6,1 min
Saule: 4 x 250 mm Nucleosil i00—7 Cis, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30:
Detektor: UV 210 nm.

Soraphen o (Omicron)

C29Hy 409

Mz 536

IR (Film, v in cm )
34023 3361; 2933; 2894; 1708; 1457; 1360; 1269; 1187; 1150; 1096:
1062; 975; 898; 838; 765.

13C-NMR-Verschiebungen (CDCl3; § in ppm)
10,43 11.65 12.65 31.7; 33.4; 35.3; 35.7; 38.7; 46.3; 56.3: 57.4;
58.3; 65.7; 69.0; 72.3; 74.2; 76.2; 80.0; 84.8; 99.5: 122.9; 126.3;
126.3; 128.2; 128.6; 128.6; 140.1; 140.7; 170.8.

HPLC R, = 4,8 min
Saule: 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 C,q, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30;
Detektor: UV 210 nm.

Soraphen & (Xi)
C27H4 008

Mz 492

IR (Film, v in cm—l)

34025 2969; 2933; 17315 1459; 1367; 11793 1095; 1050 990.

'3C-NMR-Verschiebungen (CDCl;; & in ppm)
10.43 11.7; 12.5; 20.1; 26.2; 31.8; 35.2; 35.7; 36.2; 46.43 571.4;
68.9; 72.3; 73.5; 75.0; 76.1; 76.3; 99.6; 126.2: 126.2; 1217.0;
128.13 128.6; 128.6; 138.3; 141.2; 170.7.
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HPLC R, = 4,1 min
Sdule: & x 250 mm Nucleosit 100-7 Cys, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30;
Detektor: UV 210 nm.

Soraphen ¢ (Sigma)

C29Hu409

Mz 536

IR (Film, Vv in cm—l)
3398; 3363; 3301 297]& 2933; 2894: 1702; 1453; 1378; 12625 1167;
11504 11003 979; 838.

13C-NMR-Verschiebungen (CDCly; & in ppm)
10.3; 11.5; 12.4; 31.6; 34.2; 35.0; 35.5; 38.9; 46.2; 56.1% 57.5;
58.5; 64.3: 69.13 73.13 76.1; 7/.2; 79.8; 85.2; 99.7; 121.8; 126.0;
126.0; 128.0; 128.5; 128.5; 141.9; 142.0; 171.4.

HPLC R, = 6,2 min
saule: 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 Cyg, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30;
Detektor: UV 210 nm.

Soraphen p (Rho)

C27H4 209

Mz 510

IR (Film, v in cm_l)
3393; 3363; 3301; 2971; 2933; 2894; 1700; 14533 1378; 1262; 1187;
1150; 1100; 1064; 979; 898; 838; 765.

13C-NMR-Verschiebungen (CDCly; 6§ in ppm)
8.7; 10.3; 11.4; 23.1; 25.5; 26.4; 32.3; 35.0; 36.1; 40.5; 46.6;
57.2: 68.5; 68.8; 71.8; 73.1; 73.7; 74.3; 76.4; 99.7; 126.3; 127.9;
128.5; 128.5; 141.4; 171.4.
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HPLC R, = 4,7 min
SZule: 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 Cyg, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30;
Det:2ktor: UV 210 nm.

Soraphen ¢ (Zeta)
Ca0Hy 209
Mz 522
IR (Film, v in cm-l)
3398 2937; 1718; 1457; 1378; 1332; 12723 1203; 1102; 978.

13C-NMR-Verschiebungen (CDCly} § in ppm)
11.8; 21.9; 25.9; 25.9; 28.7; 36.3; 39.9; 43.0; 45.7; 56.7; 57.4;
58.63 70.63 75.5; 76.2; 78.2; 78.2; 84.3; 98.9; 125.9; 125.9;
128.0; 128.43 128.7; 128.7; 133.1; 141.2; 171.6.

HPLC R, = 3,5 min
S@ule: 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 C,s, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30;
Detektor: UV 210 nm.

Soraphen p (Mii)

C28Hu40y

Mz 524

IR (Film, v in cm—l)
34233 29393 1725; 1459; 1380; 12643 1191; 1154; 1102; 1052; 992;
971.

13C-NMR-Verschiebungen (CDCl3; & in ppm)
10.4; 11.7; 14,13 21.3; 27.7; 28.2; 30.9; 32.9; 34.1; 35.2; 45.6%
57.4; 60.7; 69.13 70.0; 70.4; 72.1; 76.2; 76.3; 85.4; 99.6; 126.6;
126.6; 128.2; 128.6; 128.6; 140.2; 172.0.

HPLC R, = 4,7 min
Sdule! 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 C;g, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30;
Detektor: UV 210 nm.
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Soraphen 1 (Eta)
C28Hy 209

Mz 522
IR (Film, v in cm-l)
3411 29353 1718; 1459; 1382; 1266; 1189; 1152; 1104; 1066; 981.

13C-NMR-Verschiebungen (CDCl3; & in ppm)
10.2; 11.43 12.33 31.6% 32.9; 35.1; 35.4; 38.1; 46.2; 57.2; 57.7;
64.0; 68.8; 72.23 73.7; 74.7; 76.2; 81.2; 99.3; 124.8; 126.1;
126.13 127.93 128.43 128.4; 137.8; 141,15 171.4.

HPLC R, = 4,6 min
Saule: 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 C,s, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30;
Detektor: UV 210 nm.

Soraphen x (Kappa)
C27H4 008

Mz 492

IR (Film, v in cm—l)

34113 2935; 1731 1461; 1382; 1347; 1270; 1189; 1104; 1048; 990.

13C-NMR-Verschiebungen (CDCl;; & in ppm)
10.13 12,13 12.8; 23.4; 25.4; 33.5; 35.0; 36.1; 37.2; 45.4; 56.1;
7033 72.03 72.7% 74.2; 14.2; 75.63 99.43 124,13 126.2; 126.2;
127.9; 128.5; 128.5; 138.6; 141.3; 171.5,

HPLC R, = 4,7 min
Sdule: 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 C,s, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30;
Detektor: UV 210 nm.
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Soraphen 7 (Pi)

Cz27H4008

Mz 492

IR'(Film, v in cm )
3396 3363; 3299; 2969; 2933; 2694; 1702; 1451; 1378; 1262; 1167;
1150; 1100; 979. '

1

13C-NMR-Verschiebungen (CDCl3; 6§ in ppm)
10.3; 12.3; 14.6; 23.4; 25.0; 32.2; 35.6; 36.0; 36.8; 50.4; 55.9;
70.2; 71.23 73.9; 75.05 75.5; 98.3; 125.2; 126.2; 126.2; 128.1;
128.6; 128.6; 137.8; 141.0; 171.5,

HPLC R, = 4,9 min
Sdule: 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 C,g, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30:
Detektor: UV 210 nm.

Soraphen 2

Ca2sHy209

Mz 522

Ik (Film, v in cm—l)
3405; 2937; 1718; 1459; 1380; 1266; 1189; 1152; 1104; 1069; 987;
902; 850; 813; 738.

13C-NMR-Verschiebungen (CDCl3; 6§ in ppm)
10.5; 11.7; 12.6; 31.8; 33.5; 35.3; 35.7; 41.1; 46.3; 56.0; 57.3;
66.0; 69.0; 70.5; 72.5; 74.3; 76.2; 84.3; 99.5; 122.4; 126.2;
126.2; 128.2; 128.6; 128.6; 140.4; 140.9; 170.9.

HPLC R, = 7,7 min
Saule: 4 x 250 mm Nucleosil 100-7 C,s, Macherey Nagel;
Fluss: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser 70/30;
Detektor: UV 210 nm.

Aufgrund der Rontgenstrukturanalyse des Soraphens A und der vorstehend
ermittelten Daten werden fiir die Soraphene C bis Q die folgenden

rdumlichen Strukturen IC' bis IQ' angenommen:



VAVAN

VAVAVYAS

NN\

oH

6CH3
\. 213
B

\/\/\/ on.

OH

e,

o

ocH

6CH3

o

CH,

k)

l

OH

?H

- 45 -

/'\ » Chs

! 20
/ \\ ,C“J
|

6CHJ

CHj,

|
/ \\ /Cﬂg

\/\/\/ ol

6CH3

CH,
!
/ \\ /CH3
|

\/\/\/ oH

OCH

CH)

3

oH

6cu,

/\/\/\“’

6cn,

\' 23

(1c')

(ID')

(IE")

(IF")

7 6Yy



7
\

/
\

N\
4

OCH,;

- 46 -

AVAVAN:!

u

\Q
/

6" 6}1
\,
i

m

OH

OCH

VA VAVWANET

bch,
N\,
i

I
/ \ /CH]
|

\/\/\/m'

6(.”]

I
/\w,
I

\/\/\/w

CH;

on

OH

?}l

b

AVAVANE:!

e,
\‘ 2)
i

-
/ \ /CH;
l

\/\/\/w

CH,

oH

VAV

OH

6CH;

\ C")

m,m,

\. 23
R

l

-
AN
|

\/\/\’

é”]

OH

60"3

(1H")

(1J")

(IM")

(IN')

RI76 4y



- A - LIt 64y

gCliJ
VAVAVANEE
! 6CH3 !
AN o / \_/C"’

I ﬁ ! | ' (1Q")
N\ o

" CH,

Y

AN
\./

Fiir die restlichen Verbindungen IR', 1S$', IT', IU', IV', IX', IY', I2',
', Iy', I1¢', Ig', In', Ix', Ip', IE' und Ip' werden dhnliche

Konfigurationen angenommen.

Fiir Soraphen Iv' ist die folgende Konfiguration wahrscheinlich:

on
H§
o/ N\
12 ilO

1
H./* "0/ ’\ CHy
u |
V4 . / \./cu,
by (1v)
N NN o
I iy bon,

16

7'\
\./

Fir div Soraphene o, 7 und ¢ ist die Konfiguration nicht gesichert.
Ueberdies is. ersichtlich , dass einzelne Soraphene untereinander epimer
sind. Soraphen § ist epimer zu Soraphen C; die Sorphene ¥ und { sind
untereinander und zu Soraphen S epimer, desgleichen die Soraphene U, o
und 0. Verbindlich sind in jedem Falle die fiir eine bestimmte Verbindung
der Formel I ermittelten Messwerte, die, wie der Fachmann weiss, zuweilen

keine strenge Zuordnung zu einer bestimmten Konfiguration erlauben.
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wie erwdhnt, umfaBt die Erfindung sémtliche stereoisomeren
Formen der einzelnen aufgefiihrten Verbindungen dor Formel I
sowie ihre Herstellung und ihre Verwendung zur Bekampfung
bzw. Verhiitung von Pflanzenkrankheiten. Des weiteren schlieBt
die Erfindung aber insbesondere auch die Verbindungen IC'

bis Iv ' aufgrund ihrer physikochemischen Daten ein, fiur die
die oben wiedergegebenen Konfigurationen angenommen werden.

Es ist zu beachten, daB die macrocyclischen Soraphane der
Formel I normalerweise in der angegebenen Hemiacetalform vor-
liegen, diese Form jedoch eine reversible Ringdffnung nach
dem Schema

8i a,l
7 - 7 -
P \ /CH2 B Ho__,\ /CH2 B
? : 0 6
o = §
\ 3 4 .
\4/ 7 NN
A | OH
OR, OR,

erfahren kann. Je nach Herstellungs- bzw. nach Aufarbeitungs-
methodik fallen, abhéngig vom pH-Wert und vom L&sungsmittel,
die Soraphenein der einen oder anderen Form oder als Gemisch
beider Formen an, Charakteristisch fir die Ringdffnung ist
die Verschiebung des 13C-NMR-Signals in der 3-Position und
die der 1H-NMR-Signale in bestimmten anderen Positionen.
Beim Soraphen A werden beispielsweise folgende Verénderungen
boobachtet: 3G-NMR(COCl,, @ in ppn) 99,5—203,1(3-C).
1H-NMR(COC13, 0’ in ppm): 3,14 —3,72(2-H); 3,18—4,5(4=H);
3,83——3,16(7-H); 5,86—»5,7(17-H). Ahnliche Verschiebungen
werden auch bei den Soraphenen B his p beobachtet. Die For-
mel I vorliegender Erfindung umfaBt grundsétzlich sowohl die
bei niedrigen pH-Werten bevorzugte 3-Hemiacetalform wie auch
die gedffnete 3-Keto-7-hydroxyform,
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2. Formulierungsbeispiele fiir einen oder mehrere der Wirkstoffe der

Foxmel I (% = Gewichtsprozent)

Wirkstoff bedeutet im folgenden eines der Soraphene in reiner Form oder

mehrere der Soraphene C bis ¢’ oder ein aus der mikrobiologischen Her-

stellung gewonnenes Fluat in fliissiger Form oder a.s getrockneter

Riickstand, werin di: unaufgetrennts Ge:arimenge der Soraphene enthalten

ist.

2.1 Emui:ions-Xonzentrate a)
Wirkstoff 25 9%
Ca-Dodecylbenzolsulfonat 5%
Ricinusdl-polyethylenglykolether 5%
(36 Mol Ethylenoxid)
Tributylphenol-polyethylenglykol- -
ether {30 Mol Ethylenoxid)

Cyclohexanon -
Xylolgemisch 65 %

b) c)

40 % 50 %
8 % 6 %
12 % 4 %
15 % 20 %
25 % 20 %

Aus solchen Konzentraten konnen durch Verdiinnen mit Wasser

jeder gewiinschten Konzentration hergestellt werden.:

2.2 Losungen a)
Wirkstoff 80 %

20 %
Polyethylenglykol MG 400 -

Ethylenglykol-monomethyl-ether

N-Methyl-2-pyrrolidon -
Epoxydiertes Kolkosnussol -
Benzin (Siedegrenzen 160-190°C) -
(MG = Molekulargewicht)

b) c)
10 % 5
70 % -
20 % -

- 1

- 94

%
%

Emulsionen

d)
95 %

Die Losungen sind zur Anwendung in Form kleinster Tropfen geeignet.

2.3 Granulate a)
Wirkstoff 5%
Kaolin 9 %

1%
Attapulgit -

Hochdisperse Kieselsaure

b)
10 %

90 %
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Der Wirkstoff wird in Methylenchlorid gel8st, auf den Trdger aufgespriiht

und das Losungsmittel anschliessend im Vakuum abgedampft.

2.4 Stdubemittel a) b)
Wirks.off 2% 5%
Hochdisperse Kieselsiure 1% 59
Talkum ' 97 % -
Kaolin - 90 %

Durch inniges Vermischen der Trﬁgerstpffe mit dem Wirkstoff erhiilt man
gebrauchsfertige Stdubemittel. Diese lassen sich durch weiteren Zusatz

der drei Trédgerstoffe auf anwendungsfertige Stiube mit 0,001 % Wirkstoff

vermahlen.

2.5 Spritzpulver a) b) c)
Wirkstoff 25% 50 % 15 %
Na-Ligninsulfonat 5% 5% - %
Na-Laurylsulfat 3% - 5%
Na-Diisobutylnaphthalinsulfonat - 6% 10%
Octylphenolpolyethylenglykolether - 2 % -%
(7-8 Mol Ethylenoxid)

Hochdisperse Kieselsiure 5% 10 % 10 %
Kaolin 62 % 27 % -

Der Wirkstoff wird mit den Zusatzstoffen gut vermischt und in einer
geeigneten Mihle gut vermahlen. Man erhilt Spritzpulver, die sich mit

Wasser zu Suspensionen jeder gewiinschten Konzentration verdiinnen lassen.

2.6 Umhiillungs-Granulat

Wirkstoff 3%
Polyethylenglykol (MG 200) 3%
Kaolin 94 %

(MG = Molekulargewicht)
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Der fein gemahlene Wirkstoff wird in einem Mischer auf das mit Poly-
ethylenglykol angefeuchtete Kaolin gleicﬁmassig aufgetragen. Auf diese

Weise erhdlt man staubfreie Umhillungs-Granulate.

2.7 Suspensions-Konzentrat

Wirkstoff 40 %
Ethylenglykol 10 %
Nonylphenolpolyéthylenglykolether 6 %
. (15 Mol Ethylenoxid)

N-Ligninsulfonat 10 %
Carboxymethylcellulose 1 %
37%ige wdssrige Formaldehyd-Lgsung 0,2 %
Silikondl in Form einer 75%igen

wassrigen Emulsion 0,8 %
Wasser 32 %

Der fein gemahlene Wirkstoff wird mit den Zusatzstoffen innig vermischt.
Man erhdlt so ein Suspensions-Konzentrat, aus welchem durch Verdiinnen mit
Wasser Suspensionen jeder gewiinschten Kenzentration hergestellt werden

konren.

2.8 Biomasse-Konzentrat

Die aus der Produktionskultur anfallende Biomasse wird getrocknet,
vermaklen und im Gewichtsverhdltnis 80:20 mit Ethylenglykol-monomethyl-
ether gemischt. Ein solches Konzentrat lisst sich beliebig mit Wasser zu

Spriihsuspensionen verdiinnen.

3. Biologische Beispiele an Pflanzen

(Im folgenden bedeutet "Wirkstoff" einen der Soraphene C bis o gemiss

vorliegender Erfindung)

Beispiel 3.1: Wirkung gegen Puccinia graminis auf Weizen

a) Residual-protektive Wirkung

Weizenpflanzen werden 6 Tage nach der Aussaat mit einer aus Spritzpulver
des Wirkstoffes hergestellten Spritzbrithe (0,02 % Aktivsubstanz)
bespritht. Nach 24 Stunden werden die behandelten Pflanzen mit einer
Uredosporensuspenion des Pilzes infiziert. Nach einer Inkubation wahrend

48 Stunden bei 95-100 % relativer Luftfeuchtigkeit und ca. 20°C werden
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die infizierten Pflanzen in einem Gewdchshaus bei ca. 22°C aufgestellt.
Die Beurteilung der Rostpustelnentwicklung erfolgt 12 Tage nach der
Infektion.

b) Systemische Wirkung

Zu Weizenpflanzen wird 5 Tage nach der Aussaat eine aus Spritzpulver des
Wirkstoffes hergestellte Spritzbriihe gegossen (0,002 % Aktivsubstanz
bezogen auf das Bodenvolumen). Nach 48 Stunden werden die behandelten
Pflanzen mit einer Uredosporensuspension des Pilzes infiziert. Nach einer
Inkubation widhrend 48 Stunden bei 95-100 % relativer Luftfeuchtigkeit und
ca. 20°C werden die infizierten Pflanzen in eirzm Gewdchshaus bei ca.
22°C avtgestellt. Die Beurteilung der Rostpustelnentwicklung erfolgt

12 Tage nach der Infektion.

Der Pilzbefall wurde in beiden Versuchen vollstidndig durch den Wirkstoff

gehemmt .

Unbehandelte aber infizierte Kontrollpflanzen wiesen dagegen einen

Puccinia-Befall von 100 % auf.

Beispiel 3.2: Wirkung gegen Phytophthora auf Tome :enpflanzen

a) Residual-protektive Wirkung

Tomatenpflanzen wurden nach 3-wGchiger Anzucht mit einer aus Spritzpulver
des Wirkstoffes hergestellten Spritzbriihe (0,02 % Aktivsubstanz)
bespriiht. Nach 24 Stunden wurden die behandelten Pflanzen mit einer
Sporangiensuspension des Pilzes infiziert. Die Bourteilung des Pilzbe-
falls erfolgte nach einer Inkubation der infizierten Pflanzen wihrend

5 Tagen bei 90~100 % relativer Luchtfeuchtigkeit und 20°C.

b) Systemische Wirkung

Zu Tomatenpflanzen wurde nach 3-wdochiger Anzucht eine aus Spritzpulver
des Wirkstoffes hergestellte Spritzbrithe gegossen (0,006 % Aktivsubstanz
bezogen auf das Erdvolumen). Es wurde dabei darauf geachtet, dass die
Spritzbrithe nicht mit den oberirdischen Pflanzenteilen in Beriihrung kam.

Nach 48 Stunden wurden die bel andelten Pflanzen mit einer Sporangien-
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suspension des Pilzes infiziert. Die Beurteilung des Pilzbefalls erfolgte
nach einer Inkubation der infizierten Pflanzen wihrend 5 Tagen bei

90-100 % relativer Luftfeuchtigkeit und 20°C.

In beiden Versuchen wurde bei der Auswertung kein Pilzbefall beobachtet,

wihrend die infizierten Kontrollpflanzen vollstdndig befallen waren.

Beispiel 3.3: Wirkung pegen Plasmopara viticola auf Reben

Residual-protektive Wirkung

Im 4-5 Blattstadium werden Rebensdmlinge mit einer aus Spritzpulver des
Wirkstoffes hergesteliten Spritzbrijhe (0,006 % Aktivsubstanz) bespriiht.
Nach 24 Stunden werden die behandelten Pflanzen mit einer Sporangien-
suspension des Pilzes infiziert. Nach einer Inkubation wihrend 6 Tagen
bei 95-100 % relativer Luftfeuchtig! it und 20°C wird der Pilzbefall

beurteilt.

Im Gegensatz zu den unbehandelten, aber infizierten Kontroilpflanzen mit
100 % Pilzbefall waren die mit dem Wirkstoff I behandelten Pflanzen
befallsfrei.

Beispiel 3.4: Wirkung gegen Cercospora arachidicola auf Erdnusspflanzen

Residual protektive Wirkung

10-15 cm hohe Erdnusspflanzen werden mit einer aus Spritzpulver der
Wirksubstanz hergestellten Spritzbrithe (0,006 % Aktivsubstanz) bespriiht
und 48 Stunden spidter mit einer Konidiensuspernsion des Pilzes infiziert.
Die infizierten Pflanzen werden widhrend 72 Stunden bei ca. 21°C und hoher
Luftfeuchtigkeit inkubiert und anschliessend bis zum Auftreten der
typischen Blattflecken in einem Gewdchshaus aufgestellt. Die Beurteilung
der fungiziden Wirkung erfolgt 12 Tage nach der Infektion basierend auf

Anzahl und Grosse der auftretenden Flecken.

Die mit dem Wirkstoff I behandelten Pflanzen waren ohne Befall. Die mit
Soraphen A behandelten Pflanzen zeigten auch bei Anwendung einer Spritz-
konzentration von 0,002 % am Schluss der Auswertung keinen Befall.
Unbehandelte aber infizierte Kontrollpflanzen wiesen dagegen einen

Cecrcospora-Befall von 100 % auf.
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Beispiel 3.5: Wirkung gegen Venturia inabqualis auf Apfeltrieben

Residual-protekrive Wirkung

Apfelstecklinge mit 10-20 cm langen Frischtrieben werden mit einer aus
Spritzpulver des Wirkstoffes hergestellten Spritzbriithe (0,02 % Aktiv-
substanz) bespritht. Nach 24 Stunden werden die behandelten Pflanzen mit
einer Konidiensuspension des Pilzes infiziert. Die Pflanzen werden dann
wihrend 5 Tageﬁ bei 90-100 % relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert und
widhrend 10 weiteren Tagen in einem Gewichshaus bei 20-24°C aufgestellt.

Der Schorfbefall wird 15 Tage nach der Infektion beurteilt.

Die mit dem Wirkstoff behandelten Stecklinge waren befallsfrei, Kontroll-

pflanzen dagegen vollstandig befallen.

Beispiel 3.6: Wirkung gegen Botrytis cinerea an Apfelfriichten

Residual-protektive Wirkung

Kiinstlich verletzte Aepfel werden behéndelt. indem eine aus Spritzpulver
der Wirksubstanz hergestellte Spritzbriihe (0,02 % Aktivsubstanz) auf die
Verletzungsstellen aufgetropft wird. Die behandelten Friichte werden
anschliessend mit einer Sporensuspension des Pilzes inokuliert und
wdhrend einer Woche bei hoher Luftfeuchtigkeit und ca. 20°C inkubiert.
Bei der Auswertung werden die angefaulten Verletzungsstellen gezdhlt und

daraus die fungizide Wirkung der Testsubstanz abgeleitet,

Der Wirkstoff hemmte den Pilzwuchs vollstindig. Unbehandelte aber

infizierte Kontrollpflanzen wiesen dagegen 100 % Botrytis-Befall auf.

Beispiel 3.7: Wirkung gegen Erysiphae graminis auf Gerste

a) Residual-protektive Wirkung

Ca. 8 cm hohe Gerstenpflanzen werden mit einer aus Spritzpulver des
Wirkstoffes hergestellten Spritzbrithe (0,006 % Aktivsubstanz) bespriiht.
Nach 3-4 Stunden werden die behandelten Pflanzen mit Konidien des Pilzes
bestdubt. Die infizierten Gerstenpflanzen werden in einem Gewichshaus bei

ca. 22°C aufgestellt und der Pilzbefall nach 10 Tagen beurteilt,
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b) Systemische Wirkung

+

Zu ca. 8 cm hohen Gerstenpflanzen wird eine aus Spritzpulver des Wirk-
stoffes hergestellte Spritzbriihe gegossen (0,002 % Aktivsubstanz bezogen
auf das Erdvolumen). Es wurde dabei darauf geachtet, dass die Spritzbrihe
nicht mit den oberirdischen Pflanzenteilen in Beriihrung kam. Nach

48 Stunden werden die behandelten Pflanzen mit Konidien des Pilzes
bestdubt. Die infizierten Gerstenpflanzen werden in einem Gewdchshaus bei

ca. 22°C aufgestellt und der Pilzbefall nach 10 Tagen beurteilt.

Die Pflanzen waren in beiden Versuchen befallsfrei, die Kontrollpflanzen

vollstdndig befallen.

Beispiel 3.8: Wirkung gegen Rhizoctonia solani (Bodenpilz auf Reis-

pflanzen)
Protektiv-lokale Bodenapplikation

12 Tage alte Reispflanzen werden mit einer aus einer Formulierung des
Wirkstoffes hergestellten Spritzbriihe (0,02 % Aktivsubstanz), ohne
oberirdische Pflanzenteile zu kontaminieren, angegossen. Zur Infizierung
cer behandelten Pflanzen wird eine Suspension von Myzel und Sklerotien
von R. solani auf die Bodenoberfliche gegeben. Nach 6-tdgiger Inkubation
bei 27°C (Tag), bzw. 23°C (Nacht) und 100 % rel. Luftfeuchtigkeit
(Feuchtkasten) in der Klimakammer wird der Pilzbefall auf Blattscheide,

Blactern und Stengel beurteilt.

Nach Behandlung mit dem Wirkstoff trat kein Befall auf, widhrend die

infizierten Kontrollpflanzen vollen Rhizoctonia-Befall zeigten.
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