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Sposéb wytwarzania ergobazyny

1

Wynalazek dotyczy sposobu wytwarzania ergo-
bazyny na drodze saprofitycznej hodowli nowego
szczepu Claviceps paspali Stevens et Hall.

Ergobazyna (zwana takze ergometryng lub ergo-
nowing) jest jednym z naturalnie wystepujacych
alkaloidow sporyszu i mozna ja wyodrebnié ze
sklerocji Claviceps purpurea. Wyodrebnianie takie
jest jednak klopotliwe i malo wydajne, poniewaz
ergobazyne trzeba przy tym oddzieli¢é od innych
alkaloidéw sporyszu. Mozna takze uzyskaé ergo-
bazyne na drodze poélsyntetycznej z reaktywnych
pochodnych kwasu lizergowego (Helv. Chem. Acra
26, str, 956 (1943), opisy patentowe Stanéw Zjedno-
czonych Ameryki nr 2.736.728 i 3.084164).

Niezbedny do tego sposobu kwas lizergowy
trzeba jednak najpierw uzyskaé na drodze mikro-
biologicznej lub przez hydrolityczng odbudowe in-
nych mniej cennych terapeutycznie alkaloidéw
sporyszu, poniewaz peilnej syntezy kwasu lizergo-
wego nie da sie przeprowadzi¢ w skali technicz-
ne] ze wzgledu na koszty. Na skutek cennych
wiaSciwosci farmakologieznych (dzialanie podobne
do oksytocyny i zwezajgce naczynia) ergobazyne
stosuje sie w lecznictwie jako lek w poloZnictwie
i przeciw migrenie. Dlatego prébowano juz otrzy-
maé ergobazyne na drodze hodowli saprofitycznej
wprost ze szczepdw sporyszu. O ile dalo sie w
ogble wykazaé obecno$é ergobazyny w otrzyma-
nych przesaczach z hodowli, to jej stezenie bylo
tak male, ze produkcja tego alkaloidu tg droga
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w skali technicznej nie byla mozliwa: najwyzsza
osiggnieta dotad wydajno$é (w przeliczeniu na cie-
Zar wysuszonego podioza hodowlanego) wynosila
0.039, (przy sposobie hodowli szczepu Claciceps
microcephala, opisanym w Scientia Sinica, tom 11,
917—924, 1962). _

Stwierdzono, ze droga saprofitycznej hodowli
glebinowej szczepu Claviceps paspali Stevens et
Holl NRRL 3081 na pozywce, zawierajacej poli-
alkohol jako Zrédlo wegla, sole amonowe kwaséw
organicznych, jako Zrédlo azotu oraz sole mine-
ralne i przez przerdbke przesaczu z hodowli zna-
nymi metodami mozna uzyskaé -ergobazyne jako
gléwny alkaloid z taka wydajnofcia, jaka umoz-
liwia przeprowadzenie tego procesu w skali tech-
nicznej. Uzyty do tego sposobu szczep zostal wy-
izolowany ze sklerocji, ktére znaleziono na Paspa-
lum dilatatum w Olivarria (Argentyna). Dwie
prébki tego grzyba o nazwie Claviceps paspali
Stevens et Hall zostaly zdeponowane w United
States Departament of Agriculture (Northern
Utilization Research and Development Division)
Peoria, Illinois pod numerem NRRL 3081. W prze-
ciwienstwie do opisanych dotad szczepbébw Clavi-
ceps paspali Stevens et Hall (Arcamone et. al
Proc. Roy. Soc. Serials B, 155, 26, 1961; Nature
187, 238, 1960) te nowe szczepy sa zdolne do
tworzenia konidiéw in vitro.

Nizej podano charakterystyke morfologiczng
grzyba Claviceps microcephala, stosowanego w
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znanych sposobach otrzymywania ergobazyny, jak
réwniez charakterystyke morfologiczng szczepu
Claviceps paspali Stevens et Hall NRRL 3081
stosowanego wedlug wynalazku.

Stosowany w znanych metodach otrzymywania
ergobazyny grzyb Claviceps microcephala ma
mniej rozwiniete spermogona niz Claviceps pur-
purea. Ma on cylindryczne lub proste sklerocja,
ktére sg bardzo male (dtugo$¢ 3—4 mm, w_nie-
ktorych przypadkach 7—9 mm). Ma on nitkowate
noézki o dlugoSci 1—2 cm, na ktérych znajdujag sig
sferidia o $§rednicy do 0,7 mm. Wystepuje on na
Phragmites communis Trin oraz na Molinia cae-
rulea Moen w okolicach Paryza oraz w Niemczech
Zachodnich.

Innymi zywicielami jego sa:

Agrostis palustris Huds.

Aira caespitosa L.

Aira fluxuosa L.

Alopecurus agrestis L.
Alopecurus geniculatus L,
Alopecurus pratensis L.
Ammophila arenaria L,
Arrhenatherum erianthum Boiss. et Reut.
Calamagrostis aleutica Bong.
Calamagrostis arenaria Roth.
Calamagrostis arenaria x epigeios
Calamagrostis arundinacea Roth.
Calamagrostis epigeios Roth.
Calamagrostis Langsdorffil Trin.
Cinna latifolia Griseb,

Nardus Stricta L.

Stosowane wedlug wynalazku szczepy Clavi-
ceps paspali Stevens et Hall maja konidia (Spha-
celia paspali Born) bezbarwne, wydluzone,
owalne, eliptyczne o wymiarach 3,5—1,5 X 2,5—
—T1,5 u globularne sklerocja, ktére w stanie doj-
rzalym sa pomarszczone, na powierzchni zéitawe,
a biate w §rodku, o wymiarach 2,5—0 X 2—4 mm;
z6tawe, twarde cylindryczne lub z boku splasz-
czone nézki o wymiarach 4—6,5 X 0,3—0,8 mm;
globularne lub subglobularne sferidia o wymiarach
1023—1618 X774—1023 u, owalne wydluzone peri-
tecja o wymiarach 173—300 X 25—162 u, aschi
cylindryczne o wymiarach 90—205 X 2,8—3,6 u,
nitkowate, nierozgatezione askospory o wymiarach
65—110 X 0,6—0,6 u-

Pasozytuje na Paspalum dilatatum Poir. oraz
Paspalum laeve Michx. (Pdélnocna Karolina).

Innymi zywicielami sg:

Paspalum almum Chase

Paspalum caespitosum Fliig

Paspalum ciliatifolium Michx.

Paspalum cruciforme

Paspalum distichum L.

Paspalum distichum var. paspalodes Thell.

Paspalum floridianum Michx.

Paspalum floridianum var. glabratum
Engelm,

Paspalum giganteum Baldw.

Paspalum intermedium Munro
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Paspalum langei (Fourn.) Nash
Paspalum longipilum Nash.
Paspalum monostachyum Vasey
Paspalum notatum Fliig.
Paspalum orbiculare

Paspalum plicatulum Michx. (Brazylia)
Paspalum ploriferum (Brazylia)
Paspalum pubescens Muhl.
Paspalum pubiflorum Rupr.
Paspalum quadrifarium Lam.
Paspalum supinum Bosc.
Paspalum Urvillei Steud.

Dla wprowadzenia sposobu wytwarzania ergo-
bazyny meteda mikrobiologiczng na skale tech-
niczng ogromne znaczenie ma fakt, czy stosowany
w niej grzyb tworzy konidia in vitro czy tez nie.
Za pomoca konidibw mozna bowiem uzyskaé
material genetycznie jednorodny, a przez dziala-
nie promieniami Roentgena i promieniami nad-
fioletowymi, jak réwniez zwigzkami chemicznymi
mozna z konidibw o wiele latwiej wytworzyé
i wyodrebnié mutanty niz z jatowej grzybni. Po-
nadto za pomocg konidi6w mozna infekowaé
kwitnace roSliny Paspalum uzyskujac w ten spo-
s6b na naturalnym podlozu sklerocja nadajgce sie
bardzo dobrze do zakonserwowania szczepow.
Mozna na przykiad z tego trwalego materialu
uzyska¢ w kazdej chwili S$wiezy materiat do
szczepienia wtedy, kiedy hodowle prowadzone in
vitro ulegna juz po wielu przeszczepach degene-
racji. Konidia mozna takze nieograniczenie diugo
rrzechowywaé w postaci zliofilizowanej, co réw-
niez umozliwia zakonserwowanie szczepu, Do za-
szczepienia plynnej pozywki nadaje sie najlepiej
zawiesina konidiéw, poniewaz w takiej postaci
mozna najdogodniej dawkowaé ilo§é materialu do
szczepienia i mozna z nig najlatwiej pracowaé w
warunkach jatowych (podczas gdy jalowsg grzyb-
nie trzeba z poczatku zhomogenizowaé w mik-
serze).

Wyodrebnienia i rozmnazania nawego szczepu
grzyba Claviceps paspali Stevens et Hall NRRL
3081 mozna dokonaé w nastepujacy sposéb:
z wnetrza sklerocji pobiera sie w spos6b jalowy
maty kawalek tkanki i przenosi na poziywke
o skladzie: 250 ml jasnej brzeczki piwnej bez
chmielu, sucha masa 17%,. 18 g agar-agar, woda
destylowana do 1 litra i pH =5,2. Wyrasta kolista
kolonia, ktéra po 14 dniach w temperaturze 24°C
osigga Srednice 15 mm. Tworzy ona na agarze
powloke o strukturze pseudosklerocjalnej o gru-
boSci okolo 1 mm, na ktérej znajduje sie warstwa
bialej grzybni powietrznej. Brunatny barwnik dy-
funduje do agaru. Nie tworzg sie zZadne konidia.
T¢ kolonie dzieli sie za pomocg szpatuitki na
czeSci i przenosi do probowki, w ktérej znajduje

sie 12 ml pozywki agarowej o mnastepujacym
skladzie:

brzeczka piwna — 500 ml
suszony wyciag z kukurydzy — 60 g
kwas mlekowy — 1 ml

roztwér salmiaku w iloSci po-
trzebnej do uzyskania pH = 4,8



agar-agar
woda destylowana

20 g

do 1 litra

Woko6t kazdej szczepionki tworzy sie mala kolo-
nia o strzepkach grzybni najpierw bialych, p6z-
niej czerwono-brazowych. Po 10 dniach na kon-
cach nitkowatych rozgalezien grzybni zaczynaja
sie tworzyé zarodniki. Po 20 dniach jest wystar-
czajaca ilo§¢ zarodnikéw (konidiéw), aby z nich
sporzadzié zawiesine wodng, ktéra mozna za-
szczepi¢ 20 probéwek z agarem skoSnym (ta sama
pozywka agarowa jak wyzej). Kultury te poddaje
sie inkubacji w temperaturze 24° C, Konidia wy-
puszczaja kielki po 24—36 godzinach. Po 6 dniach
powierzchnia agaru powleka sie réwnomier-
nie delikatnymi bialymi strzepkami grzybni, po
10 dniach wytwarza sie brunatno-szara delikatnie
pobryzdzona powloka strzepkéw grzybni, ktéra
przylega szczelnie do agaru i posiada tylko krot-
kie nitkowate rozgalezienia powietrzne. Na nich
wyksztatcajq sie.konidia. Po 12 dniach powstajg
w licznych miejscach na strzepkach grzybni cen-
tra, z ktérych wydzielajg siag mate kropelki czer-
wono-brunatnej cieczy. Kropelki osiggajg Srednice
1—3 mm i wkrétce stajg sie wskutek bardzo licz-
nych konididw mileczno-metne. Po 16—18 dniach
tworzenie sie konidiéw jest praktycznie zakon-
czone. Kultura na agarze w probowce o Srednicy
2 cm, zawierajacej 12 ml pozywki agarowej po-
siada okoto 10° konidiow.

‘W celu prowadzenia hodowli glebinowej przy-
gotowuje sie najpierw hodowle wstepng w nastepu-
jacy sposoéb: jako podloze hodowlane stosuje sie 4,5-
-procentowy wodny roztwér ekstraktu stodowego
o pH =54, Jeden litr tego roztworu poddaje sie
sterylizacji w kolbie stozkowej o pojemnoS$ci
2 litréw w ciggu 20 minut w temperaturze 110°C,
po czym zaszczepia sie konidiami w iloSci
4 X 108 otrzymanymi z 17 dniowej hodowli na
agarze opisanej poprzednio, a nastepnie poddaje
inkubacji na wytrzasarce rotacyjnej w ciagu 3 dni
w temperaturze 24° C. Powstaje zwarta hodowla,
sktadajgca sie z delikatnych strzepkéw grzybni.
Strzepki tworzg luZzne peczki nitkowatych roz-
galezien grzybni i majg $rednice 2—4 mm. Nie
stwierdzono obecnoS$ci alkaloidow,

W celu sporzadzenia wiekszych iloSci hodowli
wstepnej zaszczepia sie wyzej opisane podioze
w szklanych naczyniach do fermentacji, zawiera-
jacych po 10 litréw podioza, konidiami w iloSci
4 X 10° sztuk na kazde naczynie i poddaje inku-
bacji w ciggu 3 dni w temperaturze 23° C
z réwnoczesnym napowietrzaniem (6 litréw po-
wietrza/minute i mieszaniem) 300 obrotéw na
minute. W celu przeciwdzialania pienieniu sie
uzywa sie emulsji silikonowej., Tak otrzymane
hodowle z naczyn fermentacyjnych maja te sama
konsystencje co hodowle z wytrzasarek.

Do otrzymywania hodowli glownej szczegdélnie

korzystne okazalo sie podioze, zawierajace
w 1 litrze wody destylowanej:

sorbitu — 50 g
kwasu bursztynowego — 36 g
KH,PO, — 2 g
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MgSO, — 03 g
FeSO4 -7 Hzo _— 1 mg
ZnSO, - 7H;0 — 10 mg

Pcdloze to nastawia sie na pH=15,4 za pomocg
NH,OH.

To podloze zaszczepia sie 10-procentami 3 dnio-
wej hodowli wstepnej i poddaje inkubacji w por-
cjach po 100 ml w kolbach stozkowych o pojem-
nos$ci 500 ml na wytrzgsarce wahadlowej w tem-
peraturze 23° C. Inne hodowle prowadzi sie w
analogiczny spos6b w naczyniu fermentacyjnym
z nierdzewnej stali, zawierajgcym 170 1 podloza.
Stosuje sie przy tym napowietrzanie z szybko$cia
1701 powietrza na minute oraz mieszanie poczatko-
wo z szybkoScig 70, p6zniej 180 obrotéw na minute.
W celu przeciwdzialania pienieniu sie dodaje sig
emulsji silikonowej. W ten sposob powstajg ho-
dowle, zloZzone z licznych jednakowych strzepkoéw
grzybni. Srednica ich wynosi okolo 5 mm i po-
siadajg one kuliste zwarte jadro o $rednicy okoto
1 mm, zbudowane z tkanki pseudoparenchyma-
tycznej. Jadro to posiada gwiazdziScie ulozZone
o diugo$ci okolo 2 mm wypustki z réwnolegle
potozonych nitkowatych rozgaltezien grzybni. Przy
koncu 12 dniowej hodowli strzepki grzybni sg za-
barwione na ciemno-brunatno, a przesgcz ma
barwe intensywnie czerwono-brunatng, Warto$§é
pH zmienia sie nieznacznie. Z przesaczu tak otrzy-
manej hodowli mozna na przykiad w nastepujacy
sposob wydzieli¢ wytworzone alkaloidy: 20 litrowa
porcje przesgczu doprowadza sie za pomocg okolo
1,2 kg sody do pH=29,7 i ekstrahuje 3-krotnie
chlorkiem etylu w iloSci po 20 litréw. Warstwe
organiczng przemywa si¢ kazdorazowo 5 1 wody,
a nastepnie podgeszcza w pr6zni do lacznej ob-
jetoSci 4 1. Podgeszczony roztwér ekstrahuje sie
5-procentowym kwasem winowym 3-krotnie po
1 litrze, kwasne wyciagi doprowadza sie weglanem
sodowym do pH=9,0 po czym ekstrahuje chlor-
kiem etylenu 3-krotnie po 2 litry. Polgczone wy-
ciggi organiczne, wymyte malg iloScia wody
i osuszone nad siarczanem sodowym zawieraja
8 g alkaloidow. Analize tak uzyskanej mieszaniny
alkaloiddw dokonano na drodze chromatografii
bibulowej i procentowy udzial poszczegblnych
sktadnikéw okre§lono na podstawie identyczno$ci
plamy barwnej z plama wzorca.

ergobazyna — 65%
ergobazynina ' — 139,
amid kwasu lizergowego — 99/,
amid kwasu izolizergowego — 5%,
chanoklawina — 4%
elymoklawina — 19/,
peniklawina — 2%,
nieznane skladniki — 19/,

Ergobazyne mozna wyodrebnié w czystej po-
staci z osuszonych wyciggdw organicznych, spo-
rzadzonych z przesgczu z hodowli na drodze chro-
matografii, przez przekrystalizowanie lub wyko-
rzystujac zdolno§é ergobazyny do tworzenia soli
na przyklad z kwasami organicznymi. Tym spo-
sobem mozna z 8 g otrzymanej sumy alkaloidéw
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uzyskaé 5,39 g wodoromaleinianu ergobazyny
w czystej, krystalicznej postaci.
Zastrzezenie patentowe

SposOb wytwarzania ergobazyny na drodze
mikrobiologicznej, znamienny {fym, ze szczep
Claviceps paspali Stevens et Hall nr NRRL 3081

8

poddaje sie¢ glebinowej hodowli saprofitycznej na
pozywce, skladajacej sie z polialkoholu jako zZrédia
wegla, z soli amonowej organicznego kwasu jako
Zrédla azotu i soli mineralnych, a wytworzonag
przy tym ergobazyne ekstrahuje si¢ z przesaczu
kultury organicznym rozpuszczalnikiem i nastep-
nie wyodrebnia w znany speso6b.
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