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(54) Zpisob fermentativni vyroby derivati ergolinu

Vynadlez se tyka zpasobu priimyslového ziskava-
ni derivatd ergolinu, zejména alkaloidt a 9,10-di-
hydroalkaloida skupiny ergotoxinu, jakoZ i ergo-
metrinu, pfi némzZ se kultivuje novy kmen Clavi-
ceps purpurea (Fr.) Tul. submersn€ v umélych
prostiedich a pfi tom vzniklé namelové alkaloidy se
ziskavaji z fermentac¢ni kapaliny a popfipadé hyd-
rogenuji v poloze 9,10. Vysoka terapeutickd hod-
nota téchto alkaloidd a 9,10-dihydroalkaloidd je
Znama a tyto se pouzivaji v internim lékafstvi,
neurologii a gynekologii.

Pramyslové ziskdvani ndmelovych alkaloidi se
jesté dnes, jak je znamo, provadi ve velkém
rozsahu polni kultivaci sklerocii mikroorganismu
Claviceps purpurea, parazitujiciho na Zitu, obsahu-
jicich alkaloidy. Aby se obesly s timto spojené
nevyhody, konaji se jiz del$i dobu pokusy pfimét
Claviceps purpurea k tvorbé alkaloidii i za nepara-
sitdrnich podminek.

Podle vieobecnych zkuSenosti se pro takovouto
biosyntézu namelovych alkaloidii, provadénou pfi
kultivaci na umélych prostiedich, hodi jen velmi
malo vyslovné k tomuto téelu kultivovanych kme-
nd Claviceps. '
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Vzhledem k tomu, Ze sloZeni spektra alkaloidi
téchto kmend je v souladu s mistem vyskytu rizné,
tvoii opét pouze ¢ast z nich alkaloidy skupiny
ergotoxinu, Které se terapeuticky lisi od obzvlasté
cennych namelovych alkaloidd typu peptida.

Pies existenci nékolika takovych, v podrobnos-
tech bliZze popsanych kmenid (srovnej madarsky
patentovy spis ¢. 150 380, DD patentovy spis
41 967, brit. patentovy spis 1 158 380, DE paten-
tové spisy 1 806 984, 1 909 216) neni vSak prob-
lém saprofytického ziskdvini alkaloidi skupiny
ergotoxini samotnych nebo v kombinaci s jinymi
nédmelovymi alkaloidy v primyslovém méfitku
v Zadném piipadé vyfesen. Pro kontinualni vyrobu
je predpokladem, Ze je bézné k dispozici ve velkém
mnoZstvi, jakoZ i jednoduchym a bezpe¢nym zpli-
sobem dosazitelny, produkce schopny vychozi
meteridl kmene jako inokulum pro fermentadni
proces. K tomuto v technické mikrobiologii obvyk-
14 a nejpifiznivej§i metoda spociva v pouZiti specidl-
nich i rozmnozZovacich jednotek organismu (kon-
idiospor), které dovoli nejen udrzet stalé, pozado-

.vané vlastnosti kmene po mnoho rokil pomoci

lyofilizovanych konserv spor, bez nejvys kompli-
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kovaného a nikladného vedeni kmene, jak je to
popséno v DE patentovém spise ¢. 1206 384,
nybrz pfedeviim na zdkladé jejich vysokého poctu
na objemovou jednotku naotkovat malym mnoz-
stvim inokula velkd mnoZstvi Zivného roztoku.
Pou#iti této metody predpokldda urditou, rovnéz

' v dédiéném materidlu fixovanou vlastnost kmene,

toti za odpovidajicich podminek vytvofit velky
podet spor s vysokou potenci k biosyntéze alkalo-
dit, takZe se naokovani Zivného roztoku miZze
provadét i pii velkoprovoznich podminkach sus-
pensi konidiospor. Ale pravé tato vlastnost chybi
iplné nebo téméf uplng, jak je to jasné& zfejmé
z madarského patentového spisu &. 150 631, jakoZz

- iu AMICI aj. (Appl. Microbiology 18 (1969), str.

464—468), popsanym kmeniim Claviceps purpu-
rea, tvoficim v saprofytické kultufe alkaloidy
skupiny ergotoxinu, takZe v disledku nutného
mezistupné pomnoZovani ofkovaciho materidlu na
pevnych Zivnych piidach a potfebné homogenizace
takto ziskaného mycelia za sterilnich podminek pro
zafizeni predkultur dochazi k nepfiznivym pfed-
pokladiim pro objem priimyslové vyroby.

Ze znadmych prament rovnéZ vyplyvi, Ze u téch-
to tviirch ergotoxinu prechdzi aZz do ukonceni
fermentadniho procesu pouze mald &4st ergotoxi-
nu, vznikajiciho v buiikdch, bunéénou sténou do
okolniho vodného kultivaéniho prostiedi.

Podle toho je pro uplné ziskdni vytvofeného
alkaloidu nezbytné oddélené zpracovani jak filtra-
tu kultury, tak i mycelia. Vysoky podil pigmentu
a balastnich latek, ktery je zpravidla tvofen takovy-
mi kmeny, které se hodi pro biosyntézu ndmelo-
vych alkaloidfi v submersni kultufe, je kromé toho
pficinou komplikovaného zplsobu zpracovani, pfi
neuspokojivych vytéZcich latek. Tak se podle GB

© patent. spisu & 1 158 380 extrahuje ziskany filtrat
_ kultury chloroformem pfi pH 9, ziskany extrakt se

extrahuje vodnou kyselinu vinnou, takto ziskany

' vodny extrakt se extrahuje znovu chloroformem
- pfi pH 9 a tento extrakt se spoji s CiSténym

extraktem mycelia, ziskanym podobné kompliko-

. vanym zplisobem, odpafi se a surové béze alkaloi-

du se vysrdZeji hexanem. Ze ziskané sraZeniny se
oddéli ledovou kyselinou octovou, methanolem
a kyselinou sirovou siran ergotaminu, zbytek se
odpafi, jeho vodny roztok se pfi pH 9 znovu

- extrahuje chloroformem, koncentrovany chloro-
- formovy extrakt se chromatografuje na 100ndsob-

. chromatografické frakce se po odpafeni a rozpus-

ném mnozstvi silikagelu a koneéné se takto vyciste-

ny ergokryptin izoluje jako baze z benzenu. Z dalsi

t&ni zbytku ve vodném acetonu ziskd dalii ergo-
tamin.
Ani dal§i vyvoj obecnych zpiisobi, uvedenych

. v GB patentovém spise €. 1 158 380 a US patento-
. vém spise & 3 485 722, pro izolaci peptidickych

namelovych alkaloidéi nevedl u kultur dole bliZe :

popsaného nového kmene Claviceps purpurea
k dspéchu. Rusivé se pfi tom projevil pfedeviim

silny sklon filtratu kultury a extraktu mycelia

k tvorb& emulse pfi extrakci chloroformem. Déle

se nepodafilo ani pfevést ergotoxin v krystaliékou
bazi ani dosdhnout v jinych patentovych spisech

- uvedenych vytézki u nekrystalickych koncentratd

&istého a surového alkaloidu.

Podle DD patentu &. 41 967 se extrakt ziskanj}

o sob& znimym zpisobem ze suspense kultury
obsahujici malé konceritrace alkaloidi, ktery obsa-
huje vedle sebe ergotoxin a erometrin, chromato-;

grafuje eluénimi &inidly s rostouci polaritou a jed-

notlivé alkaloidy se krystaluji o sob& zndmym’
zpisobem. Je viak vieobecné zndmo, Ze eluce

- rozpoustédly obsahujicimi methanol vede k ergo- .

metrinu s neuspokojivé vysokymi podily pig-
mentu. :

Tlakovd hydrogenace ergotoxinu - se provadi

podle DE patentového spisu &. 883 153 a kanad-

ského patentového spisu &. 470 573 vysoce aktiv-
nim palddiem, popfipad¢ palddiem fixovanym na
nosiéi. Takovyto zplisob vede, zfejmé v disledku

neuspokojujici selektivity, k nezddoucimu obsahu

pigmenu v hydrogenad¢nich produktech, v disledku

Yo X

¢ehoZ jsou nezbytné dalsi distici kroky.
Uéelem vynilezu je zlep§it primyslovou vyrobu

~ derivith ergolinu, zejména alkaloidu a 9,10-dihyd-

roalkaloidil skupiny ergotoxinu, jakoZ i ergometri-

nu. Klade si za zéklani dlohu uvést odpovidajici

zpusob.
Bylo nalezeno, Ze kmen Claviceps purpurea (Fr.)

Tul, ktery tvoii za pfitomnosti umélych Zivnych

prostiedi, obsahujicich anorganické slou¢eniny du-
siku, cukr, organické kyseliny a obvyklé anorganic-
ké soli, v submersni kultufe alkaloidy skupiny

ergotoxinu, ergometrinu, jakoZ i daldi derivaty -

ergolinu, vykazuje jak pro primyslové vyuZiti

velmi ptiznivou syntézu alkaloidd, tak také tvofina .

pevnych nebo kapalnych médiich za urcitych pod-
minek mnoZstvi spér s vysokou potenci pro syntézu

alkaloid, nejvy$ vyhodné pro fermentacné tech-

nické zajmy.
Kromé toho je vytvofeny ergotoxin ze znatné

gasti a ergometrin jako obvykle prakticky dpiné
‘obsaZen ve fermenta¢nim prostfedi obklopujicim

mycelium. ‘

Dile bylo nalezeno, Ze se filtrat kultury, ziskany !

filtraci suspense kultury nového kmene Claviceps

purpurea, bez zfed&ni, aviak lépe po zfedéni :
stejnym objemem vody, nastaveny amoniakem na
hodnotu pH 8 aZ 9, d4 extrahovat nizkymi estery -

alkankarboxylovych kyselin, jejichZ slozku kyseli-

ny predstavuje kyselina octové a jejichZ alkoholic- |

kou sloZku predstavuje alkylovad skupina s 1 aZ

4 atomy uhliku, s vihodou ethylacetdtem, u varian-

ty zfed&ni v8ak i chlorovanymi uhlovodiky, s vyho-

dou methylenchloridem, prakticky tipiné a bez :

ruivé tvorby emulze. P¥i tom dochdzi u varianty f

zfedéni vedle pozadovaného sniZeni podilu balast-
nich litek k prekvapivé vyznamnému zvySeni
mnoZstvi ergotoxinu obsaZeného ve filtratu kul-

. tury. .

Biomasa odpadajici po filtraci se mlZe v zavis-

 losti na obsahu zbytkii alkaloidii extrahovat aceto-

nem, bezbarvy extrakt, ziskany filtraci, se po .



nastaveni vodnymi kyselinami, s vyhodou kyseli-
nou fosfore¢nou, na pH 2 aZ 3 &isti smesi uhlovodi-
ki, jako petroletherem nebo smési petroletheru
a xylenu, vyloudend vodnd faze se po nastaveni
vodnym roztokem amoniaku na pH 8 aZ 9 extrahu-
je nizkymi estery alkankarboxylovych kyselin,
s vyhodou ethylacetitem, a ziskany extrakt se
promyva vodou.

Diéle bylo nalezeno, Ze je kromé toho prekvapiveé
a elegantnim zpisobem mozné extrahovat namelo-
vé alkaloidy pfimo z kapaliny kultury nového
kmene Claviceps purpurea, zalkalizované amonia-
kem, bez predchoziho oddéleni biomasy, za pii-
davku siranu amonného nizkymi estery alkankar-
boxylovych kyselin, s vyhodou ethylacetdtem, a ex-
trakci kapalina-kapalina zfedénymi vodnymi kyse-
linami, s vyhodou kyselinou fosfore¢nou, jakoz
i nasledujici extrakci kapalina-kapalina ziskaného
vodného extraktu pfi pH 8 az 9 nizkymi estery
alkankarboxylovych kyselin, s vihodou ethylaceta-
tem, je zbavit ruSivych privodnich latek.

.Extrakty alkaloidl &iSténé vpfedu uvedenym
zplisobem se mohou odpafit pfi teplot€ 25 az 30 °C
a ziskané koncentraty se mohou podrobit diferen-
covanému konecnému docisténi alkaloidh.

Dale bylo nalezeno, Ze ve srovnani s DD
patentovym spisem ¢. 41 967 je pro ziskani Cistych

alkaloidd vyhodné, kdyZ se surové koncentraty .

alkaloidl ziskané shora uvedenym zpiisobem roz-
pusti v 1 aZ 3 objemovych dilech chloroformu,
roztoky se uchovivaji pii teploté 4 az 10 °C,
s pfekvapenim prakticky kvantitativné vykrystalo-
vav§i chloroformovy adukt ergometrinu, obsahuji-
¢i jen malé mnoZstvi pigmentu, se oddéli a pfevede
v adi¢ni soli s kyselinou, vysokého stupné Cistoty,

s vfhodou v hydrogenmaleinan. Filtrat ziskany po-

oddéleni ergometrinu se miZe nyni nerusené
zkoncentrovat pfi teploté 25 aZz 30 °C, vyhodné
adsorpci a nésledujici desorpci pretrzitym zpliso-
bem nebo sloupcovou chromatografii za pouZiti
kysliéniku hlinitého ve vyhodném poméru 1 : 20
nebo v poméru 1 : 5, poditano na celkové mnozstvi
alkaloidii v koncentratu alkaloiddi, za pfidavku
aktivniho uhli (pomé&r adsorpcniho ¢inidla kysli¢ni-
ku hlinitého : aktivnimu uhli 5 : 1) a nizkych este-
rd alkankarboxylovych kyselin, s vyhodou ethyl-
acetdtu nebo chlorovanych uhlovodikd, s vihodou
chloroformu, nebo dvouslozkovych smési vpfedu
uvedenych rozpoustédel, smiSenych navzajem ne-
bo s aromatickymi uhlovodiky, s vyhodou benze-
nem, naéeZ se tyto po odpafeni extraktli nebo
eluatli pti teploté 25 az 30 °C ve smési ergotoxin-
ergotoxininu pfevedou krystalizaci z aromatickych
uhlovodikd, jako benzenu, toluenu nebo xylenu,
na vysoce Cisté, krystalické adukty ergotoxinu
a aromadtd, prosté epimerl, a tyto adukty se
popfipadé pfevedou v adiéni soli ergotoxinu s kyse-
linami, s vfhodou v ethansulfonat.

Dale bylo nalezeno, Ze se ergotoxin ziskany
shora uvedenym zplisobem mtiZze hydrogenovat
bud v pfitomnosti méné aktivniho Raney-ova niklu
pfi 50 az 70 °C, s vghodou 60 °C, a pfi tlaku vodiku
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3 aZ 7 MPa, s vyhodou pii S MPa, v dioxanu, nebo
i pfi normélnim tlaku a 20 az 30 °C, s vyhodou
25 °C, v pfitomnosti 5 az 10% palddiového kataly-
zatoru ve vodném dioxanu cirkulaénim zptisobem
na 9,10-dihydroergotoxin, prosty pigmentu. Hyd-
rogenované baze se pievedou o sobé znidmym
zpusobem v galenicky vyuZitelné adiéni soli kyse-
lin, s vyhodou hydrogenmaleinan a ethansul-
fondt.

Novy kmen, ziskany kultivaci, s aZ dosud nezna-

mymi znaky, pro technicky a ekonomicky vyhod-
nou priimyslovou vyrobu namelovych alkaloidd,
zejména alkaloida skupiny ergotoxinu a ergomet-
rinu, byl uloZen v Zentralinstitut fiir Mikrobiologie
und experimentelle Therapie Jena der Deutschen
Akademie der Wissenschaften v Berliné a nese
¢islo IMET PA 130.
/ Kmen byl selektivné¢ oddélen z kultury, ktera
pochazi ze sklerocia z pokusné parcely, a byl
mutagenné zpracovan. Vykazuje v tabulce 1 shrnu-
té morfologické vlastnosti.

Vynélez bude dale bliZze vysvétlen na nékolika
pfikladech provedenti. '

Priklad 1

Pro kultivaci konidiospor se vyrobi z konservy
kmene, obsahujici spory usuSené lyofilizaci v od-
sttedéném mléce, suspense, kterd se pfenese na
3% agarové prostfedi (pH 6,0) s 15 % pivovarské
sladiny, 0,5 % kvasni¢ného extraktu, 0,5 % hydro-
genfosforeénanu amonného a 0,1 % citranu amon-
ného a inkubuje se 14 dni pfi 19 °C jako kulturana
$ikmém agaru. Jako ockovaci materidl pro sub-
mersni kultury se podle tohoto zpiisobu ziskd
v 1000 ml jenskych Sirokohrdlych lahvich 1 . 101°
spor/nadobu kultury, jimiZz se v pfipad€ potieby
miZe ockovat az 120 1 Zivného roztoku.

Piiklad 2 .

Vyroba inokula se provadi suspendovanim spor,
kultivovanych podle pfikladu 1, které se pfenesou
v koncentraci 1. 10° spor/ml do kapalného pro-
stfedi, které obsahuje 15 % pivovarské sladiny
a 2 % kvasniéného extraktu. Kultivace se provadi
pfi 22°C v 500 ml kulatych barikdch se 120 ml
kapalného prostfedi na tfepacce s kruhovym vib-
raénim pohybem. Kultura obsahuje po 14 dnech
6-. 10° spor/bariku, které se pouZivaji jako odkova-
ci material pro fermentaci alkaloidd.

Piiklad 3

Vyroba inokula pro kultivaci spor se provadi
podleipiikladu 1. Jako Zivnd ptida se pouZije 3%
agaro‘}‘é médium (pH 6,8 az 6,9), které obsahuje
3 % sacharézy, 0,3 % dusi¢nanu sodného, 0,1 %
hydrogenfosforeénanu draselného, 0,05 % siranu
hofecnatého MgSO,, . 7H,0, 0,05 % chloridu dra-
selného, 0,001 siranu Zeleznatého FeSO, . 7H,0
a 1 % vody z kukufi¢nych klicka.

V' 500 ml dzkohrdlych lahvich z primyslového
skla se v kultufe na Sikmém agaru ziskd po 14denni
inkubaci pti 24 °C 3. 10° spor (nddobu), kultury
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kteté se mohou pouzivat pro submersni kultury
k syntéze alkaloidu.

Pitiklad 4

Spory kultury ofkovaciho materidlu, kultivova-
né podle pfikladu 1, se suspenduji a ¢4st se z nich
rozdéli jako inokulum ve stejnych mnoZstvich na
kulaté bafiky s plochym dnem (kapacita. 500 ml)
s prostfedim pfedkultury po 120 ml 10 % sacharé-
zy, 1,5 % citranu amonného, 0,1 % dusitnanu
vapenatého, 0,025 % dihydrogenfosfore¢nanu
draselného, 0,01 % chloridu draselného, 0,03 %
sfranu hofeénatého, 0,0001 % siranu Zeleznatého,
0,0004 % siranu zinednatého; destilovana voda;
pH 5,5; sterilizace 30 minut p¥i 0,05 MPa. Batky
se tfepaji pfi 24 °C na tfepacce s kruhovym
kmitavym pohybem (175 ot/min). Po sedmi dnech
se obsah banék pfeockuje vzdy po 150 ml pfestiedi
hlavni kultury (20 % sacharézy, 1 % citranu
amonného, 0,1 % dusié¢nanu viapenatého, 0,025 %
dihydrogenfosforednanu draselného, 0,01 % sira-
nu Zeleznatého, 0,0004 % siranu zinecnatého;
destilovand voda; pH 3,5; sterilizace 30 minut pfi
0,05 MPa) v poméru 1:10 na Erlenmayerovy
batiky. Tyto bariky se tfepaji za stejnych podminek
jako pfedtim.

Po 14 dnech se pomoci van Urkovy reakce
prokdZe 2470 mg alkaloidd (litr kapaliny kultury,
poditano jako. ergotoxinmaleinan. Alkaloidy se
extrahuji metylenchloridem, analogicky jako pfi
metodé¢ HOHMANN a ROCHELMAYER) Arch.
Pharmazie 297 (1964) s. 186/187 se d€li chroma-
tografii na tenké vrstvé na kfemeling, impregnova-
né formamidinem, a uréuji UV spektrélni fotomet-
rii. Nalezne se 1280 mg ergotoxinu a 340 mg
ergometrinu/litr, zbytek pfipadd na dva aZ dosud
_ neznamé nativni peptidy alkaloidi a na jednodu-
ché derivaty ergolinu, jako agroklavin, chanokla-
vin aj.

K tomu soubéZné provedené stanoveni mycelia
a filtratu oddélenych filtraci s odsdvanim dokazuje,
#e ergometrin je obsaZen ve filtratu Gplné a kromeé
toho je ve filtratu obsaZeno 9C % veSkerého
vzniklého ergotoxinu.

Piiklad 5

10 sklenénych fermentort (s kapacitou 2 litry) se
o¢kuje submersni kulturou spor, vyrobenych podle
ptikladu 2. Fermentory obsahuji po 1,3 litru
zivného roztoku A s 10 % sacharézy, 1,5 % citrdtu
amonného, 0,05 % dihydrogenfosfore¢nanu dra-
selného, 0,03 % siranu hofeénatého, 0,01 % sira-
nu Zeleznatého a 0,0004 % siranu zine¢natého ve
vodovodni vodé (pH 5,5; sterilizace 30 minut pfi
0,05 MPa). Fermentace se provadi pfi 24 °C
a michani pfi 400 ot/min, popfipad¢ za provzdus-
fiovani 0,3 litru vzduchu/min. Po sedmi dnech se
obsah fermentoru pfevede do 18litrového fermen-
toru z uslechtilé oceli s 10 litry Zivného roztoku B.
Zivny roztok B obsahuje 10 % sacharézy, 1,4 %
kyseliny citrénové, 1,0 % hydroxidu amonného

(25%), 0,05 % dusi¢nanu vipenatého, 0,025 %

dihydrogenfosfore¢nanu draselného, 0,01 % chlo-
ridu draselného, 0,03 % siranu hote&natého,
0,001 % siranu Zeleznatého a 0,0004 % siranu
zine¢natého ve vodovodni vodé; pH 5,5. Po
kultivaci pfi 24 °C, michéni pfi 360 ot/min a pro-
vzdusiiovani 2,5 1 vzduchu/min se péty den pouZije
polovina obsahu fermentoru jako inokulum pro
63litrovy fermentor z uslechtilé oceli se 40 1 Zivné-
ho roztoku C. Zivny roztok C obsahuje 20 %
sacharézy, 1,75 % kyseliny citrénové, 0,075 %
dihydrogenfosforeénanu draselného, 0,02 % chio-
ridu draselného, 0,03 % siranu hofe¢natého, 0,003
siranu Zeleznatého, 0,0012 % siranu zine¢natého
ve vodovodni vodé; pfipravek hydroxidu amonné-
ho a% do pH 5,3; sterilizace 60 minut pfi 110 °C. '
Kultura se michd 7 dni pfi 24 °C 300 ot/min |
a provzdusiiuje 27 1 vzduchu/min, podle potfeby se :
ptiddva prostfedek proti pénéni. Na konci kultiva-
ce obsahuje kapalina kultury 2640 mg veSkerych

_ alkaloidii/l. V souladu s pfikladem 4 provedeni

analyza ukazuje, Ze z toho pfipadd 1300 mg na
ergotoxin a 550 mg na ergometrii.

Piiklad 6

Mnozstvi spor kultury ofkovaciho materidlu,
kultivovanych podle pfikladu 3, se rozd€li jako
inokulum rovnomérné do dvou fermentort
z uslechtilé oceli (kapacita 18 litri) po 10 1Zivného
roztoku A v souhlase s pfikladem 5. Fermentor se
micha 7 dni pti 24 °C a 360 ot/min a provzdusiiuje
2,51 vzduchu/min. Potom se obsah 2 fermentort
prevede do 250 litrového fermentoru z uslechtilé
oceli, ktery obsahuje 180 1Zivného roztoku B po-
dle ptikladu 5, a pfi 24 °C, michdni p¥i 160 ot/min
a provzdusfiovani 0,5 1 vzduchu/litr Zivného rozto-
ku x min se kultivuje. Po 5 dnech se kultura pfenese
do 2000 litrového fermentoru z uSlechtilé oceli
a 1400 1 Zivného roztoku C podle pfikladu 5, aviak
Zivny roztok obsahuje dodateéné 0,0005 % siranu
nikelnatého. Kultivace se provadi pfi 24 °C, miché-
ni pfi 160 ot/min a provzdusiiovani 0,6 1 vzduchu/
litr Zivného roztoku x min. V pfipadé potieby se do
viech fermentorl p¥iddva prostfedek proti pénéni.
Sedmy den se ziskd kultura 2430 mg veskerych
alkaloid@i/l kapaliny kultury. Pfi analytickém sta-
noveni podle pfikladu 4 se nalezne 1150 mg
ergotoxinu a 490 mg ergometrinu/l kapaliny kul-

tury.

Piiklad 7

200 1 filtratu kultury, ziskanych z odpovidajiciho
mnoZstvi kapaliny kultury vyrobené podle pfikladu
6, kterd byla pfed oddélenim mycelia zfedéna za
michéni pfidavkem vody v objemovém poméru
1: 1, zalkalizuje se 25% amoniakdlni vodou na
hodnotu pH 8,5 a extrahuji se alkaloidy ergotoxinu
a ergometrin S0 litry ethylacetdtu za pouZiti
dvoustupriového protiproudného extrakéntho zafi-
zeni. Ethylacetdtovy extrakt se koncentruje ve
vakuu pfi teploté 25 az 30 °C na 1/20 vychoziho
objemu, odparek se doplni 2 objemovymi dily
chloroformu, necha se pro vykrystalovani chloro-



formového aduktu ergometrinu stat 15 hodin pfi
+4 °C, odsaje se a ziska se 35,4 g naZloutlého
chloroformového aduktu ergometrinu v 75% vy-
téZku.

35,4 g chloroformového aduktu ergometrinu se
rozpusti za pfitomnosti aktivniho uhli pfi zahfivani
v 3,1 litru acetonu, k filtratu se pfidd vypocitané
mnoZstvi roztoku kyseliny maleinové v acetonu,
ziskany krystalicky biomaleindt ergometrinu se
odsaje a latka se ususi pfi +70 °C. Ziska se stil
alkaloidu ve formé podle chromatografie na tenké
vrstve Cistého, bilého az nazloutlého krystalického
prasku v 90% vytézku se stupn€m Cistoty 98 az
100 %. Specificka otdgivost (a)Z = +50°(c = 1ve
vodé).

Po dal§im zkoncentrovéni ziskaného filtratu,
obsahujiciho ergotoxin, na 0,297 1 se bud:

‘a) chromatografuje za pouZiti 20ndsobného
mnoZstvi, potitano na celkové mnoZstvi alkaloidu
v koncentratu alkaloidu, kysli¢niku hlinitého akt. I.
stupné, neutral., pfes sloupec s ethylacetatem
a eluuje se 3,8 litry stejného rozpoustédla. Po
odpafeni eluatu ve vakuu pfi teploté¢ 30 °C do
sucha se ziskany odparek (74,2 g) pfevede vyjmu-
tim do 0,212 litru benzenu a ponechanim roztoku
stat po dobu 15 hodin pfi 4 °C na benzenovy adukt
ergotoxinu, vykrystalovavsi produkt se odsaje,
promyje benzenem a ususi ve vakuovém exikatoru.
Ziskd se 55,2 g podle chromatografie na tenké
vrstvé Gistého, bilého, krystalického benzenového
aduktu ergotoxinu se stupném cistoty 95 %. Speci-
fick4 otacivost ()% = —183° (¢ = 1,8 ve chlorofor-
mu), nebo se

b) smichd s 20ndsobnym mnozstvim kysli¢niku
hlinitého akt. stupné I, neutralniho, pfepocteno na
mnozZstvi celkovych alkaloidl, aZ je smés barevné
homogenni. Po 15 minutich stdni se extrahuje
3krat po 3,82 litru ethylacetatu, spojeny extrakt se
odpafi pti 30 °C do sucha, v dalSim zpracovani se
pokracuje analogickym zplisobem jako sub a)
a ziskd se 52,5 g chromatograficky na tenké vrstveé
Cistého, bilého, krystalického benzenového aduktu
ergotoxinu se stupném Ccistoty 95 %. Specificka
otacivost (a)3 = —183° (¢ = 1,8 v chloroformu);
nebo se

¢) chromatografuje za pouZiti pétindsobného
mnozZstvi, pfepoéteno na mnozstvi celkového alka-
loidu v koncentratu alkaloidu, kysli¢niku hlinitého
akt. stupné€ I neutralniho za ptidavku aktivniho uhli
(pomér adsorpénich prostfedkG  kyslicniku
hlinitého : aktivnimu uhli 5 : 1) pfes sloupec s et-
hylacetatem a eluuje se 4 litry stejného rozpous-
tédla, v dal$im zpracovani se pokracuje analogicky
jako sub a) a ziska se 55 g chromatograficky na
tenké vrstve Cistého, bilého, krystalického benze-
nového aduktu ergotoxinu se stupném Cdistoty
96 % specificka otadivost (a)f = —183°(c = 1,8
ve chloroformu); nebo se

d) michd za pouZiti pétindsobného mnozstvi,
pfepodteno na mnoZstvi veSkerého alkaloidu
v koncentratu alkaloidu, kysliéniku hlinitého akt.
stupné I neutralniho za pfidavku aktivniho uhli
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(pomér adsorpénich prostfedki  kysliéniku
hlinitého : aktivnimu uhli 5: 1) v michacim fil-
traénim zafizenim se 3 litry ethylacetatu, extrahuje
se jesté dvakrat po 2,5 litru ethylacetatu, spojené
extrakty se odpaii pti +30 °C do sucha, v dal§im
zpracovani se postupuje analogicky jako sub a)
a ziska se 55 g chromatograficky na tenké vrstvé
déistého, bilého, krystalického benzenového aduktu
ergotoxinu se stupném distoty 96 %. Specifickd
otadivost () = —183° (¢ = 1,8 v CHCI,).

55,2 g benzenového aduktu ergotoxinu se roz-
pusti za mirného zahfivdni v 830 ml absolutniho
ethanolu, pfid4 se vypoéitané mnozstvi 0,5 molarni
ethanolické (abs.) ethansulfonové kyseliny a poté
4,21 bezvodého etheru, ziskany krystalizat se
odsaje, latka se ususi pii +70 °Cav 95 % vytézku
se ziska chromatograficky na Cisté vrstvé Cisty, bily,
krystalicky ethansulfonan ergotoxinu se stupném
Cistoty 98 az 100 %.

Piiklad 8

Extrahuje se 12,0 kg mycelia, ziskaného filtraci
odpovidajiciho mnozstvi kapaliny kultury, po dobu
3 hodin pfi 20 °C 181 acetonu, filtraci oddéleny
vodné acetonicky extrakt se nastavi pomoci kyseli-
ny fosforecné na pH 2 az 3 a odmasti, &isti se
dvojnasobnou extrakci 17 litry petroletheru a 11
litry petroletheru ve smési s xylenem (obj. pom.
1:1). Ziskana tézk4 faze, obsahujici alkaloidy, se
extrahuje pfi pH 8 aZ 9 (amoniakovi voda)
dokonale celkem 7 litry ethylacetatu, horni fize,
promyta vodou v objemovém poméru 1 : 1, se pfi
30°C zahusti na 0,701, doplni se 1,40 litru
chloroformu a po stani pfes noc pii +4 °C se oddéli
vylouéend kasovité sraZenina.

Filtrat se koncentruje za shora uvedenych pod-
minek na 0,180 litru, chromatografuje se na
1,100 kg kysliéniku hlinitého (akt. stupeii I) pomo-
ci 2 litri ethylacetatu, ziskany eludt se odpa¥f ve
vakuu do sucha, odparek se rozpusti ve 100 ml
toluenu (benzenu nebo xylenu). Po stdni pfes noc
pii +4°C se oddéli vyloucend latka, ususi ve
vakuovém exikdtoru a ziska se 14,0 bilého, krysta-
lického toluenového aduktu ergotoxinu se stup-
né{n Cistoty 98 az 100 %,

Piiklad 9

Za michdni a pfidavku 10 % hmotnostnich
siranu amonného pfi pH 8 az 9 a 20 °C se extrahuje
10,0 litrd suspense kultury, vyrobené podle piikla-
du.5, 25,0 litry ethylacetatu, tézkd biofdze se
zahodji, organicka faze se extrahuje dvakrét po 3,0
litrech 2% kyseliny fosfore¢né, shromazdéné vod-
né féze, nastavené ammoniakovou vodou na pH
8 aZ 9, se extrahuji dvakrat po 5,0 litrech ethylace-
tatu, nashromazdeéné organické faze se odpafi pii

teploté 25 az 30 °C na 200 ml, odparek se doplni

400 ml chloroformu, po stdni pfes noc za chladu pti
4 °C vykrystalovavsi ldtka se odsaje a ususi ve
vakuovém exikdtoru a ziskd se 4,20 g (71,2 %
teor.) chloroformového aduktu ergometrinu se
stupném &istoty 90,7 %. Filtrat, obsahujici ergoto-
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xin, zkoncentrovany za shora uvedenych podminek

na 120 ml, se chromatografuje na 300 g kysli¢niku
hlinitého (akt. stupefi I) ethylacetdtem, eluét se
odpafi ve vakuu do sucha, odparek se rozpusti ve
30 ml benzenu, nechi se stat pies noc za chladu pfi
teploté 4 az 10 °C, vylouend litka se odsaje, ususi
ve vakuovém exikéatoru a ziskd se 7,95 g (= 73,6 %
teor.) bilého, krystalického benzenového aduktu
ergotoxinu se stupném Cistoty 91,6 %.

Piiklad 10
50,0 g benzenového aduktu ergotoxinu, vyrobe-
ného podie ptikladu 7, se hydrogenuje v 0,7 litru

dioxanu p¥i 60°C pfi tlaku vodiku 5 MPa ve -

vytadpéném tfepacim nebo misicim autokldvu v pfi-
tomnosti Raneyova niklu po dobu 2 hodin na
9,10-dihydroergotoxin, katalyzdtor se odfiltruje
a &ry filtrdt se odpafi ve vakuu do sucha, hydroge-
novania bédze se nechd vykrystalovat pfi 4°C
v ethylacetdtu, krystalizdt se odsaje a ususi pfi
60 °C. Ziska se 47,5 g (= 90 % teor.) chromato-
graficky na tenké vrstv& &istého, bilého, krystalic-
kého produktu béaze dihydroergotoxinu se stupnem
gistoty 90 %. Specificka otacwost () = 45,6°
(c = 2 v pyridinu).

Ziskand krystalickd baze dihydroergotoxinu se
vnese za michani do 200 ml methanolu a vypoéita-
ného mnozstvi 1 moldrniho methanolického rozto-
ku kyseliny ethansulfonové, pfiemz se po kratké
dob& vyloudi st alkaloidu ve formé krystald.

Po odsiti a usufeni produktu se ziskd 48,5 g
(95 % teor.) chromatograficky na tenké vrstvé
gistého, bilého, krystalického dihydroergotoxinet-
hansulfonanu se stupném ¢&istoty 98 aZ 100 %.

Priklad 11

7,20 g benzenového aduktu ergotoxinu, ziskané-
ho podle ptikladu 9, se hydrogenuje ve 200 ml
90% vodného dioxanu pfi 20 aZ 25 °C za vylou€eni
svétla na 2,9 g 5% palddia na uhli, ve specidlni
cirkulagni aparatute, skladajici se z hydrogena¢ni
nadoby s napdjecim vedenim a cirkulaénim vede-
nim, teploméru, ejektoru, zdsobni nadrZe plynu
a laboratorniho hadicového &erpadla, pfi poltu
otadek 138,5h7!, podtlaku ejektoru 120 mm
sloupce kyseliny sirové a priméru trysek ejektoru
2 mm po dobu 4 hodin na 9,10-dihydroergotoxin,
katalyzitor se odfiltruje, &iry filtrt se odpafi ve
vakuovém rotaénim odpafovdku pfi teploté 25 aZ
30 °C do sucha, odparek se rozpusti ve 35 ml
chloroformu, doplni se 35 ml diethyletheru a za
intenzivniho michéni se dokonale vysraZi 70 ml
nasyceného etherického roztoku kyseliny maleino-

vé dihydroergotoxinmaleinat. Odsaje se, promyje

30 ml diethyleteru aihned se ususi nad kysli¢nikem
fosforeénym ve vakuovém exikdtoru. Ziskd se
6,55 g (93,5 % teor.) chromatograficky na tenké
vrstvé &istého, bilého, krystalického dihydroergo-
toxinmaleindtu se stupném &istoty 97,9 %.

Tabulka 1: Morfologické vlastnosti Claviceps pur-
purea, kmen IMET PA 130, na riznych agarovych

prostfedich po 14denni inkubaci na Petriho mis-

"kéch pti 24 °C.

. Médium 1
(3 % sacharézy,
0,3 % NaNO,,

0,001 % FeSO, - TH,0,
1 % kukufi¢né vody

0,1 % K,HPO,, 3 % agaru;

© 0,05.% MgSO, - 7H,0 pH 6,8-6,9)

Tvar kolonii: Vypouklé, kompaktni, nepravidel-
né a siln& svratélé kolonie; spodni strana hladka,
neoddélujici se ode dna desky.

Primér kolonii: 1,0—1,5 cm,

Barva kolonii: Vrchni strana svétlehn&da az
fialovd, bily okraj; spodni strana hnéd4, okraj
svétle hnédy.

Préimé&rn4 tvorba spor: 46,3 X 10° konidii/ko-

_ lonii.
Médium 2
(15% pivovarské sladiny 0,1% citranu amonného
0,5 % kvasni¢ného 3% agaru;
extraktu, pH 6,0)

0,5% (NH,),HPO,,

Tvar kolonii: Stfed vypoukly, s vyhloubeninou
ve tvaru krateru; okraj radidln€ zvinén: agar
prorostly, kolonie oddélujici se ode dna desky.

Primér kolonii: 2—3 cm.

Barva kolonii: Vrchni a spodm strana svétle
Seda.

Primérné tvorba spor: 34,1 X 10 konidii/ko-
lonii.

Médium 3
(2 % glukdzy,

50 % vodného extraktu brambor,

3 % agaru;
pH 6,0)

Tvar kolonii: Stfed vypoukly s vyhloubeninou
tvaru kréteru; agar prorostly, kolonie oddélitelné
ode dna bariky.

Prémeér kolonii: 1,5 aZ 2,0 cm.

Barva kolonii: Vrchni strana §edofialovi; spodm
strana §edohn&d4.

Priimérn4 tvorba spor: 3,3 X 10° konidii/kolonii

Mikroskopick4 charakteristika konidif a hyfa:

Konidie vykazuji ve viech p¥ipadech elipsovitou

formu s rozméry 6 aZ 10 um (velkd osa) popfipadé

4 a% 8 um (mal4 osa). Hyfy substrétu jsou dlouhé aZ
200 pm a maji pramér 8 aZ 16 um. Objevuji se
vzdu$né hyfy, jejichz délka ¢&ini pfes 200 pm
primér pouze 2 aZ 4 um.
PREDMET VYNALEZU

1. Zpusob fermentativni vyroby derivatt ergoli-
nu, zejména alkaloidi a 9,10-dihydroalkaloidd
skupiny ergotoxinu, jakoZ i skupiny ergometrinu,
vyznaéujici se tim, Ze se jako ofkovaci materil pro
submersni kultury k syntéze alkaloidli pouZiji za
saprofytickych podminek vytvofené konidiospory
kmene Claviceps purpurea (Fr.) Tul. IMET PA .



130, tyto konidiespory se kultivuji submersné
i v prostfedi obsahujicim sacharézu, kyselinu citré-
" novou, hydroxid amonny, jakoZ i mineralni soli, pii
. hodnoté& pH 5,5 a teploté 24 °C, vytvoiené alkaloi-
' dy sé na konci kultivaéni doby ziskaji z filtratu,
mycelia nebo pf¥imo ze suspense kultury, pfi¢emZ
se suspenze kultury po pfidavku 10 % siranu
amonného extrahuje pfi pH 8 aZ 9 estery alkankar-
- boxylové kyseliny, jejichZ slozku kyseliny pfedsta-
vuje kyselina octova a jejichZ alkoholickou slozku
;s predstavuje alkylova skupinas 1 aZ 4 atomy uhliku,
| nadeZ se vodny okyseleny extrakt alkaloidii extra-
huje znovu pii pH 8 aZ 9 tymiZ estery alkankarbo-
. xylové kyseliny, nebo se uvedenymi estery alkan-
karboxylové  kyseliny extrahuje filtrat kultury,
ziskany po oddéleni mycelia, nebo se suspense
. kultury pfed oddélenim mycelia zfedi vodou, filtrat
kultury sa extrahuje uvedenymi estery alkankarbo-
~ xylové kyseliny nebo methylenchloridem pfi pH
8 az 9, nadez se mycelium, oddélené ze suspense
kultury, extrahuje acetonem, extrakt se nastavi
vodnym roztokem kyseliny na pH 2 az 3, vy¢isti
smésmi uhlovodiki, vodna faze se extrahuje pfi pH
8 a7 9 uvedenymi estery alkankarboxylové kyseliny
a ze ziskanych extraktii se po koncentraci a pfidav-
ku chloroformu izoluje krystalicky adukt ergomet-
rinu s chloroformem, zkoncentrované filtraty suro-
vého alkaloidu, ziskané po oddéleni ergometrinu,
se podrobi chromatografickému &isténi, ergotoxin
ziskany z eludti se pfevede v adukty aromath
s ergotoxinem, ergotoxinové baze se hydrogenuji
v pfitomnosti katalyzatoru Raneyova niklu pfi 50
az 70 °C a tlaku vodiku 3 az 7 MPa v dioxanu nebo
pfi normdlnim tlaku a 20 aZ 30 °C v piitomnosti
palddiového katalyzdtoru ve vodném dioxanu cir-
kulaénim zptsobem na 9,10-dihydroergotoxinové
béze prosté pigmentu a o sobé znimym zpiisobem
se pfevedou v terapeuticky vhodné adi¢ni soli
‘s kyselinami. ‘

2. Zpiisob podle bodu 1, vyznacujici se tim, Ze se
kultivacé konidiospor provadi na pevnych médiich
nebo v kapalnych médiich a pfi teploté 15 az 25 °C,
s vyhodou 18 az 24 °C.

3. Zpisob podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze se
pro vy&isténi fermentativné vytvofenych alkaloidt
ergotoxinu a ergometrinu suspense kultury, dopl-
nén4 siranem amonnym, prakticky tplné extrahuje
pti pH 8 aZz 9 pomoci vy$e uvedenych esterd
alkankarboxylové kyseliny, jako ethylacetdtem,
nebo se extrahuje mycelium, ziskané filtraci sus-
. pense kultury, zfedéné vodou v objemovém pomé-
ru 1 : 1 nebo plivodni suspense kultury, acetonem,
a odpovidajici filtrat kultury varianty zfedéni se
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sqpbéiné k tomu extrahuje chlorovanymi uhlovo-
diky, jako methylenchloridem, nebo se extrahuje
odpovidajici filtrat kultury podle obou variant
estery alkankarboxylové kyseliny, jako ethylaceta-
tem, pii pH 8 aZ 9, organickd fdze, ziskana pfimou
extrakci suspense kultury, se extrahuje vodnou
kyselinou, s vihodou zfedénou kyselinou fosforec-
nou, extrakt mycelia se za priidavku vodnych
kyselin, s vyhodou kyseliny fosforeéné, isti pii pH
2 aZz 3 smésmi uhlovodikd, jako petroletherem
nebo smési petroletheru a xylenu, v pfedchozich
piipadech ziskané vodné fize, obsahujici alkaloi-
dy, se extrahuji pfi pH 8 aZ 9 uvedenymi ‘estery
alkankarboxylové kyseliny, s vfhodou ethylaceta-
tem, organické extrakty vSech variant zpracovani
se vieobecné odpafi pfi teploté 25 az 30 °C,
odparky se vyjmou do 1 az 3 objemovych dil
chloroformu a po uloZeni za chladu pfi4 aZz 10 °Cse
prakticky kvantitativné oddéli vykrystalovavsi
chloroformovy adukt ergometrinu, 0 sobé zndmym
zpiisobem se pievede v adi¢ni soli ergometrinu .
s kyselinami, s vyhodou v hydrogenmaleinat, zkon-
centrované filtraty surového alkaloidu, zbavené
ergometrinu, se adsorpénim nebo adsorpéné chro-
matografickym <isténim na kyslicniku hlinitém
v poméru 1 : 20 nebo v poméru 1 : 5, pocitdno na
mnoZstvi celkovych alkaloidt v koncentratu alka-
loidd,, za ptidavku aktivniho uhli, pfi poméru
adsorpénich  prostfedkti  kysliéniku  hlinité-
ho : aktivnimu uhli 5 : 1 za pouZiti esterl alkan-
karboxylové kyseliny, s vihodou ethylacetdtu nebo
chlorovanych uhlovodiki, s vfhodou chloroformu
nebo dvousloZzkovych smési vpfedu uvedenych
rozpoustédel spolu nebo s aromatickymi uhlovodi-
ky, jako benzenem, pievedou ve smési ergotoxinu
a ergotoxininu, krystalizaci z aromatickych uhlovo-

© dik§i, jako benzenu, toluenu nebo xylenu, se

pievedou ve vysoce Cisté, krystalické aromatické
adukty ergotoxinu, prosté epimerd, a tyto popfipa-
dé v terapeuticky vhodné adi¢ni soli s kyseli-
nami.

4. Zpusob podle bodt 1 a 3, vyznacujici se tim,
Ze se ergotoxinové baze hydrogenuji v pfitomnosti
Raneyova niklu pfi 50 aZ 70 °C, s vyhodou pii .
60 °C, a tlaku vodiku 3 aZ 7 MPa, s vfhodou 5 MPa,
v dioxanu, nebo i pfi norméalnim tlaku a 20 aZ
30 °C, s vyhodou 25 °C, v pfitomnosti 5 az 10%
palddia na uhli jako katalyzatoru, ve vodném
dioxanu pfi cirkulaénim zpisobu na 9,10-dihyd-
roergotoxinové bdze prosté pigmentu a ziskané
hydrogenované baze se pfevedou v terapeuticky

" vhodné adiéni soli s kyselinami, s vfhodou hydro-

genmaleinat a ethansulfonat.
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