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Verfahren zur Herstellung von Clavin-Mutterkornalkaloiden.

@ Clavin-Mutterkornalkaloide der allgemeinen Formel ~ boden, in submerser Kultur, unter aeroben Bedingungen
O - fermentiert.
8
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worin R fiir eine Methyl-Gruppe (Agroclavin) oder
Hydroxymethyl-Gruppe (Elymoclavin) steht, werden
unter Anwendung eines Claviceps fusiformis Stammes
hergestellt. Als produzierender Stamm wird der bei der
Nationalen Sammlung fiir landwirtschaftliche und indu-
strielle Mikroorganismen, Ungarn, unter der Nummer
00211 deponierte Claviceps fusiformis Variantenstamm
eingesetzt. Dabei wird dieser Stamm auf einem eine Koh-
lenstoff- und Stickstoffquelle, Mineralsalze sowie gegebe-
nenfalls andere Zusatzstoffe enthaltenden fliissigen Néhr-
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PATENTANSPRUCHE
1. Verfahren zur Herstellung von Clavin-Mutterkornal-
kaloiden der allgemeinen Formel I

R

3
N-CH
3,

worin R fiir eine Methyl- oder Hydroxymethyl-Gruppe
steht, unter Verwendung eines Claviceps fusiformis Stammes
durch Fermentation auf einem eine Kohlenstoff- und Stick-
stoffquelle und Mineralsalze enthaltenden fliissigen Nahrbo-
den, in submerser Kultur, unter aeroben Bedingungen, da-
durch gekennzeichnet, dass als produzierender Stamm der
bei der Nationalen Sammlung fiir landwirtschaftliche und
industrielle Mikroorganismen, Ungarn, unter der Nummer
00211 deponierte Claviceps fusiformis Variantenstamm ein-
gesetzt wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass der fliissige Nahrboden weitere Zusatzstoffe enthilt.

3. Variantenstamm Claviceps fusiformis, hinterlegt am
15. Oktober 1981 unter der Nummer 00211 bei der Nationa-
len Sammlung fiir landwirtschaftliche und industrielle Mi-
kroorganismen, Ungarn, als Mittel zur Durchfithrung des
Verfahrens geméass Anspruch 1.

BESCHREIBUNG
Die Erfindung betrifft ein neues Verfahren zur Herstel-
lung von Clavin-Mutterkornalkaloiden der allgemeinen For-
mel (I)

(1)

auf fermentativem Wege unter Anwendung eines neuen Cla-
viceps fusiformis Stammes geméss Anspruch 1. Die Erfin-
dung betrifft weiterhin einen Claviceps fusiformis Stamm ge-
mdss Anspruch 3.

In der allgemeinen Formel (I) steht R fiir eine Hy-
droxymethyl-Gruppe (Elymoclavin) oder eine Methylgruppe
(Agroclavin).

Von den hergestellten Alkaloiden ist das Elymoclavin
das wertvollere, es wirkt analeptisch und antiparkinsonisch
und hemmt die Prolaktinsekretion (B. Berde und O. Schild:
Ergot Alkaloids and Related Compounds; Handb. Exp.
Pharm., 49, Springer-Verlag, Berlin [1978]). Das Elymocla-
vin ist weiterhin auch die Ausgangssubstanz bzw. das Inter-
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medidr von Lysergol sowie dem daraus herstellbaren Nicer-
golin. -

Es ist bekannt, dass die Pflanzenparasiten Claviceps-
Pilze in Symbiose mit ihren Wirtspflanzen zur Biosynthese
von Mutterkornalkaloiden fihig sind. Von den die Clavinal-
kaloide produzierenden Claviceps-Stimmen war lange be-
kannt, dass sie die charakteristischen Alkaloide auch auf fer-
mentativem Weg produzieren (M. Abe et al.: J. Agric.
Chem. Soc. [Japan] 25, 458 [1952]). Obwohl das fiir die Indu-
strie nicht von Bedeutung ist, bedeutet es fiir die Forschung
der Biosynthese des Grundgeriistes lange eine entsprechende
Basis (L.C. Vining et al.: Can. J. Microbiol. 12, 915 [1966];
H.G. Floss: Tetrahedron 32, 873 [1976]).

Das erste Industrieverfahren wurde von G.T. Banks et
al. ausgearbeitet (J. Gen. Microbiol. 82, 345 [1974]). In ih-
rem Verfahren stellten sie Agroclavin mit einem aus dem
Sklerocium von Pennisetum typhoideum isolierten, dann
durch Selektion verbesserten Claviceps fusiformis Stamm
her.

Dann stellte Z. Rehacek neue Claviceps purpurea Mu-
tanten her. Die eine Mutante war ein vor allem Agroclavin
produzierender Stemm. Zwei weitere Mutanten produzierten
300—600 pg/ml Elymoclavin (J. Nat. Prod. 44, 225 [1981]).

Die sowjetische Patentschrift Nr. 735 010 bzw. Prikl.
Biok. Mikrobiol. 16, 569 [1980] beschreiben die Anwendung
eines in der Natur vorkommenden Claviceps fusiformis
Stammes. In der Fermentation produziert der Stamm kenn-
zeichnend sechs verschiedene Clavin-Alkaloide. Das Ge-
samtalkaloid-Niveau betrdgt 1220 pg/ml und davon betrigt
die Menge von Elymoclavin bei Anwendung entsprechend
ausgewihlten Nahrbodens 70 —75%.

S.H. Ambike et al. (Phytochem. 9, 1953 58 [1970]) fan-
den, dass die die Clavinalkaloide produzierenden Claviceps
purpurea Stdmme Cytochrom P-450 enthalten. Sie beobach-
teten weiterhin, dass mit dem Zusatzstoff Phenylbarbiturat
die Menge von Cytochrom P-450 erh6ht und dadurch
gleichzeitig auch die Menge des produzierten Gesamtalkaloi-
des gesteigert werden kann.

Bei unseren Versuchen waren wir bestrebt, einen ein ho-
hes Gesamtalkaloid-Niveau sichernden, zur Produktion ge-
eigneten Stamm zu ziichten, der innerhalb der Gesamtalka-
loidmenge moglichst vorwiegend Elymoclavin eventuell ne-
ben leicht davon trennbaren anderen Alkaloiden produziert.

Als Ausgangsstamm wurde ein Claviceps fusiformis
Stamm gewihlt, der auf einem Glyzerin-Pepton-Nihrboden
hauptsichlich Agroclavin und als Nebenalkaloid Elymocla-
vin produziert (A. Tonolo und E. Udvardy-Nagy: Acta Mi-
crobiol. Acad. Sci. Hung. 15, 29 [1968]). Der Stamm wurde
beim Ungarischen Landesinstitut fiir Gesundheitswesen (Or-
szagos K 6zegészségiigyi Intézet Budapest W., Gyali ut 216
unter der Nummer 00164 am 2. Mai 1977 deponiert.

Der als Ausgangsstamm verwendete Claviceps fusiformis
Stamm enthélt — dhnlich wie der von Ambike eingesetzte
Claviceps purpurea Stamm — ein alternierendes Oxyda-
seenzym, ndmlich das Cytochrom P-450, und die produzierte
Gesamtalkaloidmenge kann durch Barbiturate erhdht wer-
den.

Weiterhin haben wir gefunden, dass die Koloniemorpho-
logie und Pigmentierung der in Gegenwart von Barbiturat
geziichteten Kultur wesentlich von der des Ausgangsstam-
mes abweicht. Durch Wiederholung der Selektion wurden
die neuen morphologischen Eigenschaften so stabil, dass sie
auch fiir den selektierten Stamm ohne Gegenwart des Zu-
satzstoffes kennzeichnend waren. Der neue Stamm erzielte
— auf einem zusatzfreien Ndhrboden — im Vergleich zur
Ausgangskultur einen héheren Gehalt an Cytochrom P-450.

Das Wachstum des neuen Stammes ist zuriickhaltender,
seine Polysaccharidbildung geringer, seine Alkaloid- und



Pigmentproduktion jedoch verstirkter als die des Ausgangs-
stammes. Es ist vollkommen iiberraschend, dass der neue
Stamm hauptséchlich Elymoclavin produziert, wihrend der
Mutterstamm (d.h. der Stamm Nr. 00164) hauptsichlich
Agroclavin herstellt. Das Elymoclavin kann vom Agroclavin
leicht abgetrennt werden (z. B. nach der ungarischen Patent-
schrift Nr. 171 659).

Der neue Stamm wurde bei der Nationalen Sammlung
fiir landwirtschaftliche und industrielle Mikroorganismen,
Somloi ut 14— 16, H-1118 Budapest, Ungarn am 15. Okto-
ber 1981 unter der Nummer 00211 deponiert.

Dieser neue Claviceps fusiformis Variantenstamm wird
aus dem Ausgangsstamm erhalten, indem der beim ULG,
unter der Nummer 00164 deponierte Claviceps fusiformis
Stamm auf einem eine Kohlenstoff- und Stickstoffquelle so-
wie Mineralsalze enthaltenden, agarhaltigen festen Nahrbo-
den in Gegenwart eines die alternierende Oxydaseenzympro-
duktion, hauptsichlich die Cytochrom P-450 Produktion
férdernden Stoffes, vorteilhaft eines barbituratartigen Zu-
satzstoffes in einer Menge von 1 —10 mMol auf 1 Liter’
Nahrboden gerechnet bei einer Temperatur von 20—28 °C
7—21 Tage lang inkubiert wird und die erhaltenen, vom
Ausgangsstamm durch ihre violette Farbe und flach ausge-
dehnte Form gut unterscheidbaren Kolonien selektiert wer-
den, die Selektion gegebenenfalls in Gegenwart von Barbitu-
rat gegebenenfalls wiederholt und der erhaltene neue Varian-
tenstamm, der mindestens zu 85% Elymoclavin produziert,
abgetrennt wird.

Der als Ausgangsstamm verwendete Stamm, der unter
der Nummer 00164 deponiert ist, wird auf einem agarhalti-
gen, festen Ndhrboden geziichtet.

Die fiir diesen Zweck geeigneten Nihrbodenzusammen-
setzungen sind u.a. wie folgt:

Néhrboden «A»:
Saccharose 1000 g
1-Asparagin 100 g
Calciumnitrat 1,0 g
Kaliumdihydrogenphospaht 0,25 g
Magnesiumsulfat 0,25 g
Kaliumchlorid 0,125 g
Eisen(II)-sulfat 0,033 g
Zinksulfat 0,027 g
1-Zysteinhydrochlorid 0,010 g
Hefeextrakt (Difco) 0,100 g
Agar-Agar (Difco) 30,0 g

pH 5,2 (mit NaOH eingestellt).
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Die aufgezihlten Komponenten werden in Leitungswas-
ser bei einer Temperatur von 50— 60 °C auf 1 Liter gelost,
dann wird die Ldsung bei 110 °C 30 Minuten lang sterilisiert.
Der erhaltene Nahrboden wird nach Abkiihlen fest.

w

Néhrboden «B»
Aus 39 g Kartoffelglycoseagar (Difco) wird dhnlich wie
beim Nihrboden «A» 1 Liter Ndhrboden gekocht.

10

Néhrboden «C»
Saccharose 100,0 g
Bernsteinsdure 100 g
Calciumnitrat 1,0 g
Ammoniumnitrat 10 g
1 Kaliumhydrogenphosphat 0,25 g
Magnesiumsulfat 0,25 g
Kaliumchlorid 0,125 g
Eisen(II)-sulfat 0,009 g
Zinksulfat 0,003 g
® Agar-Agar (Difco) 300 g
pH 5,5—5,6 (mit NH4OH eingestellt).
Aus den obigen Komponenten wird dhnlich wie bei
Nahrboden «A» 1 Liter Ndhrboden gekocht.
25
Néahrboden «D»
Glyzerin 100,0 g
Pepton (Difco) 20,0 g
Agar-Agar (Difco) 300 g

Die Komponenten werden bei einer Temperatur von
50—60°C in einem Liter Leitungswasser gel6st, der pH-
Wert der Losung wird auf 6,5— 6,8 eingestellt, und die Lo-
sung wird bei 110 °C 30 Minuten lang sterilisiert.

Auf einem der obigen Ndhrbdden erfolgt das Kultivieren
35 unter sterilen, aesroben Bedingungen bei einer Temperatur

zwischen 20 und 28 °C in Gegenwart eines die Cytochrom P-

450 Bildung férdernden Zusatzes, vorteilhaft eines barbitu-

ratartigen Zusatzstoffes, der auf 1 Liter Ndhrboden gerech-

net in einer Menge von 0— 10 mMol zugesetzt wird. Als bar-
40 bituratartiger Zusatzstoff kommen in erster Linie N-Phenyl-
barbiturate, wie Phenobarbital oder Methylphenobarbital in
Frage. Das Kultivieren erfolgt im allgemeinen 7—21 Tage
lang, dann werden die Kolonien des neuen Stammes abge-
trennt.

In der folgenden Tabelle werden die Ausgangskultur und
die den neuen Stamm unterscheidenden wichtigsten morpho-
logischen und biochemischen Merkmale angegeben:

30
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Morphologischer Charakter
Kolonienmorphologie

MNG 00164 MNG 00211

Auf mit Agar verfestigtem Nahrboden «C» am 21.
Tag
(Figuren 2 und 3)

In submerser Kultur auf Ndhrboden «C» am 12.
Tag
a) makroskope Erscheinung

b) mikroskopes Bild

Biochemischer Charakter
Phenobarbitaltoleranz:

a) auf Agarndhrboden

b) auf fliissigem Nahrboden

Cytochrom P-450 Gehalt auf Ndhrboden «C» am
4-7. Tag nMol/g trockne Zellmasse

10-15 mm reichgefiltelte, 15-20 mm flache, scharf-
scharfkantige, beigefar-  kantige, violette Luftmy-
bene Kolonie (Fig. 2) celium-Kolonie (Fig. 3)

braun-violette, lockere,
flaumige Kultur

beigefarbene Kultur mit
watteartiger Viskositit

3-6 p dicke, lange, oft Geflechte bildende Hyphen

1 mMol/Liter 10 mMol/Liter
0,6 mMol/Liter 5 mMol/Liter
1,0-1,5 2,5-3.0
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Morphologischer Charakter

Kolonienmorphologie MNG 00164 MNG 00211

Polysaccharidbildung auf Ndhrboden «C» am 7.

Tag auf Grund der Bildung von dthanolhaltigem

Niederschlag 20,8 mg/ml 3,8 mg/ml

Geschwindigkeit der Gesamtalkaloidproduktion

auf ohne Zusatz von Agar hergestelltem Nihrbo-

den «C» am 4.-7. Tag pg/ml/Tag 50-80 200-250

Alkaloidzusammensetzung auf ohne Zusatz von

Agar hergestelltem Nahrboden «C»

Agroclavin % 75-80 5-15

Elymoclavin % 20-25 85-90

Auf ohne Zusatz von Agar hergestelltem Néhrbo-

den «D»

Agroclavin % 90-95 5-10

Elymoclavin % 5-10 90-95
Der mit dem Verfahren hergestellte neue Stamm Beispiel 1

Nr. 00211 wird zur Herstellung von Clavinalkaloiden wie
folgt eingesetzt:

Flr das Fermentationsverfahren wird ein geeigneter fliis-
siger Ndhrboden verwendet, der eine Kohlenstoff- und
Stickstoffquelle, Mineralstoffe und gegebenenfalls einen an-
deren Zusatzstoff enthilt.

Die bei der alkaloidproduzierenden Fermentation an-
wendbaren Ndhrbodenzusammensetzungen sind u.a. wie
folgt:

Néahrboden «E»:
Mannit 40,0 g/l
Bernsteinsdure 10,0 g/1
Maisbrei 2,0g/
Kaliumdihydrogenphosphat 1,0 g/1
Magnesiumsulfat 0.3 g/
pH 5.2—5.3 (mit NH4OH eingestellt)

Néhrboden «F»:
Saccharose 50,0 g/1
geriebene Kartoffeln 10,0 g/
Ammoniumnitrat 1.0 g/l
Kaliumdihydrogenphosphat 0,25 g/l
Magnesiumsulfat 0.25g/1
pH 5.4—5,5 (mit NH4OH eingestellt)

Néahrboden «G»:
Sorbit 60,0 g/
Bernsteinsdure 36,0 g/l
Kaliumdihydrogenphosphat 0.25 g/l
Magnesiumsulfat 0,30 g/l
Eisen(II)-sulfat 0,009 g/l
Zinksulfat 0,003 g/i

pH 5.4—5.5 (mit NH4OH eingestellt).

Alle obigen Zusammensetzungen werden bei einer Tem-
peratur von 50—60 C in Leitungswasser geldst und dann
bei 110 C 30 Minuten lang sterilisiert.

Auf einem der obigen Ndhrboden oder auf Nahrboden
«C» erfolgt die Fermentation ohne das Zusetzen von Agar-
Agar unter sterilen aeroben Bedingungen in einer submersen
Kultur, bei einer Temperatur von 20— 28 “C, in einem pH-
Bereich von 4.2—6.0 und 10— 15 Tage lang.

Die Anwendung des neuen Stammes wird durch folgende
Beispiele veranschaulicht. ohne das Schutzbegehren auf die
Beispiele zu beschrénken.

Die 14tdgige, auf dem Nihrboden «A» gewachsene schie-

25 fe Agarkultur des unter der Nummer 00211 deponierten Cla-
viceps fusiformis Variantenstammes wird mit 5 m! physiolo-
gischer Salzlosung gewaschen. 1 ml der erhaltenen Suspensi-
on wird auf 100 ml in einem 500 ml-Erlenmeyer-Kolben vor-
bereiteten fliissigen Nahrboden «C» geimpft, und die Kultur

30 wird bei einer Temperatur von 24 °C auf einem Schiitteltisch
(Frequenz: 240/Min., Hubldnge: 2 cm) 7 Tage lang inku-
biert.

Mit 4 ml der so hergestellten Impfkultur wird die produ-
zierende Fermentation begonnen. Fiir die Alkaloidprodukti-

35 on werden in einem 500 mi-Erlenmeyer-Kolben 100 ml
Nihrboden «C» sterilisiert. Wéahrend unter gleichen Bedin-
gungen erfolgender 12tdgiger Kultivationszeit wird der Kul-
tur jeweils 1,0 ml der 10%igen, sterilen, wéssrigen Losung
des Hefeextraktes Dicfo am 3. und 5. Tag zugesetzt.

40 Am Ende der Fermentation betrégt der trockne Myceli-
umgehalt der beige-lila Kultur 18 g/l, in seinem Filtrat auf
Grund der Reaktion nach van Urk der Gesamtalkaloidge-
halt auf den Elymoclavinstandard berechnet 1300 pg/ml.

Die Alkaloidkomponenten der Kultur werden mit fol-

45 gender Methode bestimmt: 20 ml Kultur werden mit 40 ml
eines 4: 1 Gemisches von Chloroform und Isopropanol bei
einem pH-Wert von 9 extrahiert und aus der organischen
Phase werden 10 ml im Vakuum zur Trockne eingedampft.
Der Eindampfriickstand wird in 0,5 ml eines 1: 1 Gemisches

so von Chloroform und Methanol gel6st und 20 pl der Lésung
durch Diinnschichtchromatographie analysiert. (Adsorbent:
DC Alufolien Kieselgel 60F2sq (Art 5554); Eluiermittel: 4:1
Gemisch von Chloroform und Athanol; Entwicklung: mit
254 nm UV-Licht; Elymoclavin: Ry = 0,20; Agroclavin: R¢

ss = 0,30). Das Alkaloid wird vom Adsorbent durch ein Ge-
misch von jeweils 10 ml Bernsteinsdure und Methanol abge-
10st und die Absorption der Losung bei 283 nm gegeniiber
einer Blindldsung gemessen. Der so bestimmte Elymoclyvin-
Gehalt der 12tdgigen Kultur betragt 1150 pg/ml, der Agro-
60 clavin-Gehalt 55 pug/ml.

Beispiel 2
Die lyophilisierte Kultur des unter den Nummer 00211
deponierten Claviceps fusiformis Variantenstammes wird in

6s 2 ml physiologischer Salzlosung suspendiert und die Suspen-

sion auf 100 m! in einem 500 ml-Erlenmeyer-Kolben sterili-
sierten Nidhrboden «E» geimpft. Das Inoculum wird unter
den in Beispiel | beschriebenen Bedingungen 7 Tage lang



kultiviert, dann werden je 2 ml davon auf 2 x 100 ml in ei-
nem 500 ml-Erlenmeyer-Kolben vorbereiteten Ndhrboden
«G» geimpft. Nach 3tdgigem Schiitteln bei 24 °C werden mit
den Pfropfkulturen je 5 1 sterilisierter Nédhrboden «G», der
sich in einem 10 | Glasfermentor befindet, geimpft. Das Kul-
tivieren wird bei 24 °C, mit dem Durchstrémen von 0,5 Liter
Luft pro Liter je Minute und unter Riithren mit einer Ge-
schwindigkeit von 430 Umdrehungen/Minute 12 Tage lang
fortgesetzt. Zum Hemmen des Schdumens wird notwendi-
gerweise Schaumverhiitungsmittel Struktol SB 2020 in einer
Menge von etwa 0,5 ml/l zugesetzt.

Der trockne Myceliumgehalt der Kultur betrégt 16 g/l
und ihr Alkaloidgehalt — durch die in Beispiel 1 beschriebe-
nen Methoden bestimmt — 1550 pg/ml Gesamtalkaloid, wo-
von 1435 pg/ml Elymoclavin und 90 pg/ml Agroclavin sind.

Beispiel 3

Die lyophilisierte Kultur des unter den Nummer 00211
deponierten Claviceps fusiformis Variantenstammes wird in
2 ml physiologischer Salzlésung suspendiert, dann die Sus-
pension auf Nihrboden «B» geimpft. Die Kultur wird in ei-
nem dunklen Raum bei 24 °C 14 Tage lang inkubiert. Die
auf der Oberfliche gewachsene Kultur wird in 5 ml physio-
logischer Salzldsung homogenisiert und je 2 ml davon wer-
den auf je 100 ml in zwei 500 ml-Erlenmeyer-Kolben vorbe-
reiteten Ndhrboden «F» geimpft. Die Kultur wird bei 24 °C
5 Tage lang geschiittelt und dann auf 5 Liter sich in einem 10
Liter-Glasfermentor befindenden sterilisierten Ndhrboden
«C» geimpft.

Die Impfkultivierung erfolgt bei 24 °C mit dem Durch-
strémen von 0,5 Liter Luft pro Liter und Minute und unter
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Riihren mit einer Geschwindigkeit von 430 Umdrehungen/
Minute 2 Tage lang. Die so gewonnene Kultur wird auf 110
Liter sterilisierten Nahrboden «C» geimpft, der sich in einem
sdurebestdndigen Stahlfermentor mit einem Fassungsvermo-
gen von 160 Litern befindet und 20 g/l Natriumchlorid ent-
hilt. Das Kultivieren wird mit dem Durchstrémen von 0,4
Liter Luft pro Liter und Minute und unter Riihren mit einer
Geschwindigkeit von 220 Umdrehungen pro Minute bei
24°C 12 Tage lang fortgesetzt. Zum Hemmen des Schdu-
mens wird der Kultur das sterilisierte Schaumverhiitungs-
mittel Struktol SB 2020 zugesetzt. Die Menge der Kultur be-
tragt wihrend der ganzen Fermentation etwa 200 ml. Der
zum Ende des Kultivierens erreichte trockne Myceliumge-
halt betrdgt 15 g/l und der Gesamtalkaloidgehalt 1815 pg/
ml; davon betrdgt das Elymoclavinniveau 1630 pug/ml und
das Agroclavinniveau 240 pg/ml. Diese Werte wurden durch
Hochdruck-Fliissigkeitschromatographie wie folgt be-
stimmt:

Aus der gefilterten Fermentbriihe wird ein Teil mit destil-
liertem Wasser auf das Zehnfache verdiinnt und 20 pl davon
werden auf die mit dem Absorbenten Nucleosil 10 C 18 ge-
fiillte Sdule (Abmessungen: 4,6 x 250 mm) des Hochdruck-
Flissigkeitschromatographs Labor MIM injiziert. Die Eluti-
on erfolgt mit einer Strémungsgeschwindigkeit von 1,0 ml/
Minute und einem 3:2 Gemisch von Acetonitril und 0,01 M
Ammoniumcarbonat. Das Detektieren geschieht mit einem
UV-Detektor bei 280 nm. Auf dem Chromatogramm er-
scheint das Elymoclavin mit einer Retentionszeit von 8,7
und das Agroclavin mit einer Retentionszeit von 32,0 Minu-
ten.
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