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Titel der Erfindung

Verfahren zur Isolierung von Mutterkornalkaloiden aus
Kultursuspensionen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft die industrielle Gewinnung von
Mutterkornalkaloiden, insbesondere fiir therapeutische
Zwecke, aug Submers- und Emerskulturen.

Charakterigtik der bekannten technischen Losungen

Es igt ein wegentlicheg Charakteristikum saprophytischer
Mutterkcrnkulturen, dal gich die gebildeten Alkaloide
(wasgerlosliche Alkaloide vom Ergometrintyp, Clavine,

z. Te auch Peptidallaloide) mehr oder minder ausgeprigt
auf Zellmagse und Fliigsigantcile der Kultursuspension
verteilen., Die bekannten technischen LOsungen zur Iso-
lierung von Mutterkornalkaloiden tragen diesem Sachver-
halt{ dadurch Rechnung, daf siec nach Trennung von Bilomasse
und Kulturfiltrat gesonderte Aufarbeitungsverfeahren fir
beide oder einesg der beiden lMedien vorsehen (HU-PS

150 632, HU-PS 161 654, Zusatzp.z.HU-PS 150 631, DL-PS
41 967, OE-PS 259 770), die den speziellen Loglichkeits-
eigenschaften der jeweils gebildeten Alkaloide angepaBt



gind, So wird zur Isolierung des wagserloslichen Ergo-
metrinsg der Zusatz z., Te. erheblicher Salzmengen empfohlen
(UngoAnm. R I-440); die in der HU-PS 142 407 vorgeschlage-
ne Adsorption an Bentonit mit nachfolgender Extraktion des
Adsorbats mittels widBrigen Alkohols erwies sich wegen der
hohen Verluste durch Isgomerisierung alg ungiinstig (siehe
dazu HU~PS 142 406).

Eg hat deshalb nicht an Versuchen gefehlt, den Isolierungs-
prozefl durch eine Einstrang-Aufarbeitung der Kultursus-
pension technisch und tkonomisch glingtiger zu gestalten;

go wird im DDR-Patent C 12d/165 516 die direkte Extrak-
tion der Sugpension beschrieben, doch mindern Emulsiong-
bildung und Isomerigierungsneigung in Abhdngigkeit vom
Verarbeitungsrhythmus den praktischen Wert diegesg Verfah-
rens,

Ziel der Erfindung

Ziel der FErfindung war die Entwicklung eines tkonomisch
giinstigen Aufarbeitungsverfahrena, das die Nachteile der
bekannten Verfahren unter konsequenter Durchsetzung des
Einstrangprinzips tiberwindet und universell auf alle Typen
von Mutterkornalkaloiden in saprophytigcher Kultur anwend-
bar ist.

Darlegung desg Wesens der Erfindung

Es wurde nun liberraschend gefunden, daBl speziell die
quellfshigen Tonerden wie Bentonit, Bleicherde, Fuller-
erde oder Walkerde beim natiirlichen pH-Wert der Kultur-
suspension ein auBercrdentlich hohes Adsorptionsvermdgen



nicht nur fir Ergometrin, sondern fur alle untersuchten
Mutterkornalkaloide der unterschiedlichsten Struktur
aufweigen,

Es wurde weiter gefunden, daB so hergestellte Mycel-
Adsorbeng-Gemische durch Filtration oder andere Trenn-
verfanren mechanisch gut abtrennbar gind.

Weiterhin wurde Uberraschend gefunden, dafl gich die nach
mechanischer Abtrennung erhaltenen alkaloidhaltigen
Mycel-Adsorbensgemieche ohne Isomerigierung oder Zer-
getzung der Alkaloide bei an gich uniiblich hohen Tempera-
turen von 80 - 90 °C durch Wirbelgchichttrocknung unter
Einhaltung bestimmter physikalischer Bedingungen in her-
vdoragender Veise konservieren lagsen, Die erhaltene,
beliebig lagerfihige Trockenmycel-Adsorbens-Magge 1laBt
gich nach Anquellen mit wenig sgchwachalkalischer wilri-
ger Losung mittels organischer, aprotischer Losungsg-
mittel sgchonend und vollsténdig extrahiercn.

In weiteren Versuchen wurde festgestellt, dall gich das
genannte Trocknungsverfahren auch auf golche Kulturen
iibertragen 188%t, die alle gebildeten Alkaloidec in der
Biomasge enthalten, den Zusatz von Adsorbeatien also
nicht erforderlich machen., Auch hier wird nach mechani-
scher Abtremnung und Trocknung in der Wirbelschicht

ein lagerfdahiges Trockenmycel erhalten, deggen Aufarbei-~
tung unabhiingig vom Erntetermin vorgenommen werden kann.

Dag Wesen der Erfindung bestcht somit darin, daf8 man die
geerntete, ein beliebiges Spektrum an Mutterkornalkaloiden
wie Ergokryptin/Ergotamin/Ergocristin/Ergocornin/Ergo~
metrin/Lysergsiure/Agroclavin/Ergogin oder andere



enthaltende Kultursusgpensionen bei Anwesenheit wasser-
loslicher Anteile im Spektrum zundchst mit 4 bis 5 Gewe~%
(bezogen auf Erntevolumen) einer quellfdhigen Tonerde

ca 30 min verriihrt, die fegten und fliissigen Anteile
mechanisch, z. B, durch Filtration trennt, das erhaltene
Feuchtmycel bzw. Feuchtmycel-Adsorbeng-Gemisch in der
Wirbelschicht bei 80 - 90 °C wihrend 20 bis 40 min bis

zu einer Ablufttemperatur von 50 big 70 °C und einer
Restfeuchte von maximal 15 % trocknet, dag Trockenmycel
bzw, Trockenmycel-Adsorbeng-Gemisch bei Bedarf nach
Anteigen mit einer wédBrigen, schwach alkalischen Losung,
Ze. Bo 15%igem Ammoniskwasgser, der Extraktion mit einem
aprotischen organischen Lsungsmittel, z. B. einem niedern
Alkylcarbonsidureegster, Aceton oder einem halogenierten
Kohlenwaggerstoff unterzienht, den erhaltenen Extrakt gege-
benenfalls zur Entfernung nichtbasischer Ballaststoffe

der flilgsig-flilggig-Extraktion mit einer wdBrig-sauren
Phage im Volumverhidltnis 2 : 1 big 1 : 1 zufikrt und die
wilBrige, die Gesamtalkaloide enthaltcnde Losung nach Alka-
lisierung bis zu einem pH-Wert im Bereich 8 bis 9,5 mit
einem organischen, mit Wasser nicht mischbaren Losungs-
mittel, vorzugsweisc Athylacetat, im Verhdltnig 1 : 1

bis 3 : 1 reextrahiert.

Die weitere Verarbeitung des vorgereinigten Extraktes
erfolgt in an sich bekannter Weige unter Berlicksichtigung
der chemischen und physikalischen Eigenschaften der be-
treffenden Alkaloide,



Ausfiihrungsbeigpiele
Beigpiel 1

200 1 Kultursuspension des Stammes Claviceps purpurea (Fr.)
Tul. IMET PA 130 (hinterlegt beim Zentralinstitut fur
Mikrobiologie und experimentelle Therapie Jena) wird mit

8 kg Bentonit 30 min verriihrt und anschliefiend i{iber ein
Vakuundrehzellenfilter mit 10 mm Schicht aus Calziumsulfat-
Dihydrat filtriert. Das praktisch alkaloidfreie Filtrat
wird verworfen; das abgenommene Feuchtmycel-Bentonit-Gemisch
trocknet man in der Wirbelschicht bei einer Zulufttem-
peratur von 900, bis eine Ablufttemperatur von 60° erreicht
wird (Dauer ca 30 min). Man erhdlt 20 bis 24 kg Trocken=-
mycel-Bentonit-Gemisch mit einer Regtfeuchte von 3 - 5 %,
dag 95 - 100 % des in der Kultursuspension bestimmten
Ergotoxing und 92 ~ 96 % des Ergometring enthilt.

Beigpiel 2

100 1 Kultursugpension des unter Beispiel 1 begeichnetcen
Clavicepa-purpurea-Stemmes wird mit 5 kg Bleicherde

1 Stunde verriihrt, filtriert und das Feuchtmycel-Bleich-
erde-Genisch in der Wirbelschicht widhrend 15 min bei

80 - 90° bis zu einer Ablufttempcratur von 50° getrock-
net. Man erhdlt 12 kg Trockenmycel-Bleicherde-Gemisch
mit einer Restfeuchte von 10 - 12 % und einem Alksaloid=-
gehalt von 92 ~ 100 % bezogen auf Kultursuspension.



Beisgpiel 3

10 kg eines gemdB Beispiel 1 oder 2 hergestellten Trocken-
mycel-Adgorbens~Gemisches werden mit 1,5 1 1 : 2 verdiinn-
tem Ammoniakwasser angeteigt, nach einer Quellzeit von

5 = 10 min mit 40 1 Athylacetat in 2 Portionen jeweils

15 min mit dem Ultra-Turrax verriihrt und abgesaugt; den
Gegsamtextrakt gibt man mit 20 1 3%iger wiaBriger Phosphor-
gdure durch den Separator. Die gchwere Phage wird mit 8 1
Ethylacetat iiberschichtet, unter Riihren durch Zugabe von
konzentriertem Ammoniakwasser auf pH 8,5 bis 9,0 einge-
gtellt und 10 min geriihrt, Nach Phasentrennung wird die Ex-
traktion mit 6 big 8 1 Athylacetat noch gweimal wieder-
holt. Der Gesamtextrakt wird im Vakuum-Umlauf-Verdampfer,
Fallstromverdampfer oder einem anderen sgschonenden Ein-
dampf_verfahren auf 0,3 bis 0,6 1 konzentriert, mit dem
doppelten Vclumen Chloroform vergetzt und das Ergomeirin
in Form des schwerltglichen Chlorofcrm-Adduktes abgetremnnt.
Aug dem Filtrat gewinnt man nach adsorptionschromatographi-
gcher Reinizung im Siulen~ oder Batchverfahren das Ergo-
toxin als Benz¢l- oder Toluoladdukt,.

Beide Addukte gind diinnschichtchromatographisch rein und
haben einen Alkaloidgehalt von 96 big 103 % ber, als
Bimaleinat. Die Ausbeute betrdgt 58,6 g Ergotoxin-
Toluoladdukt = 72 % bezogen auf Kultursuspension und 40,5 g
Ergometrin-Chloroformaddukt = 82 % bezogen auf Kultur~
suspension.



Beisgpiel 4

60 kg eines gemdfB Beigpiel 1 oder 2 gewonnenen Trocken-
mycel~Adsorbens~Gemisches werden mnit 7,5 1 1 : 1 ver-
diinntem Ammoniakwagser verknetet, im Rilhrextraktor mit
150 1 Chloroforh oder Methylenchlorid iiber 45 min ex-—
trahiert, der Extrakt unter Druck filtriert und die
Extraktion nit dem gleichen Volumen deg Losungsmittels
iiber 30 min wiederholt.,

Den Gegamtextrakt gibt man mit S5%iger widBriger Wein-

gdure im Verhzltnis 1 : 1 durch den Separator, stellt

die Wagserphase kontinuierlich auf pH 9 ein und sepa=-
riert ein zweites Mal mit dem gleichen Losungsmittel

oder mit Athylacetat im Verh#ltnis 2 : 1. Nach Eindampfung,
Ergometrin-Abtrennung und Ergotoxin-Fallung erhdlt man

die Addukte in der im Beispiel 3 genannten Augbeute und
Qualitat,

Beigpiel 5

30 1 Kulturltsung des ergosinbildenden Stammes Claviceps
purpurea IMET PA 134 wecrden beim natiirlichen pH-Wert

(5-6) 30 min mit 1,2 kg Bentonit verrihrt, iiber eine
Schicht aus Calziwmgulfat-Dihydrat abgesaugt und das
Filtrat verworfen, Die Trocknung des Feuchimycel-Bentonit-
Gemigches gemidfl Beigpicl 1 liefert 2,8 kg lagerfidhiges
Trockenmycel-Bentonit~Gemisch, dag die in der Kultursus-
pension analytisch bestimmten Alkaloide (Brgosin/Ergosinin/
Spuren Chancclavin) zu prakticch 100 % enthidlt,

Der BExtraktionseffeckt bei der Ruhrextraktion mit der 10-
bi
gen auf den Gehalt deg Trockenuycel-Bentouit-Gemischeg,

1]

12~fachen Menge Athylacetat betrigt i. D. SO % bezo-



Beispiel 6

20 1 Kultursuspengion deg im Beispiel 5 genannten Stammes
werden ohne Zusatz eines Adsorptionsmittels liber eine 20 mm
Schicht aus Calziumsulfat-Dihydrat filtriert; das Filtrat,
dag nur Spuren Ergosin und einen Teil der Begleitalkaloide
enthdlt, wird verworfen. Das isolierte Feuchtmycel wird
sofort in der Wirbelschicht bei 90° bis zur Lblufttempera-
tur von 60° getrocknet (Dauer ca 40 min). Man erhslt

0,8 bis 1,0 kg eines lagerfihigen Trockenmycels, das

96 - 100 % des in der Kultursuspension bestimmten Ergosins
gowie Spuren der Begleitalkalolde enthdlt.

Zur Gewinnung des Alkaloids wird das Trockecnmycel nach
Anteigen mit 150 ml 10%igem Ammoniakwasser unter Riihren
mit 8 1 Chloroform in 2 Portionen extrahiert wund nach
Uberfiihrung in die wiBrig-saure Phase, Reextraktion und
Eindampfung aus dem erhaltenen Konzentrat mit Weinsdure
ale Rohtartrat gefallt.



Erfindungsanspruch

1. Verfahren zuvr Isolierung von Mutterkornalkaloiden aua

2.

3e

Kultursuapenaionen, dadurch gekennzeichnet, daR man
die geernteteo Kultursuspengion im natiirlichen Zustand
nach Verrithren mit quellfghigen Tonerden mechanisch,
Zo B. durch Filtration trennt, das Feuchinmycel-Adsor-
bensgemisch in der Wirbelgchicht trockmet, mit
Ammoniskwasgey anquillt, mit organischen, aproti-
gchen Lisungsmitteln extrahiert und den Extrakt in
bekannter Weise aufarbeitet.

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gckennzeichnet,

daB ale quellfshige Tonerde 4 - 5 Gewichtisprozent
Bentonit verwendet und die Kultursuspension vor

der mechanischen Trennung 30 Minuten mit dem Adgor-
beng gerithrt wird.

Verfaiiren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, dag
die Wirbelechichttrocknung deg Teuchimycel-Adzor~
bensgemisches bei 80 - 90 °C wihread 20 ~ 40 Minu-
ten big zu einer Ablufttemperatur von 50 - 70 ¢
und einer Regtfeuchte von maximal 15 % durchgefiihy
wird,

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekernzeichnet, daf
men alg aprotioche Logungsmittel fiir die fest-fliseig-
Extraktion niedere Alkylcarbonsiurecstery, vorzugs-~
welse Athylacetat, Aceton oder halogenierte Ichlen-
wasgergtoffe, vorzugsweise Chloroform cder liethylenw
chlorid wverwendet und das Trockenuwycel-Adsorbenge
gemigch vor der Extraktion mit 10 - 20 Gewichige
prozent Amumoniskwasaer srguillt und den Rohexirakt

in bekannicr VWolse oufarbeitset,
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