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(54) Zpusob izolace namelovych alkaloidil z fermentaéni tekutiny

Némelové alkaloidy vyrédb&né fermentad-
nim zpisobem se z fermenta&ni tekutiny
naadsorbuj{ na vhodny nepolérni adsorbent,
nap¥iklad na aktivni uhlf, a po odfiltrové-
n{ objemné kapaliny se extrahuje organickym
rozpou$tédlem nebo vodngym roztokem kyseliny.
A¥ stondsobnym zakoncentrovanim alkaloidi
na adsorbentu se uspof{ zna&né mnoZstvi
rozpoubtddel a tim se podstatnd sniZf
naklady na izolaci némelovych alkaloidd
z fermentadni tekutiny.
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Vyndlez se tyk& izolace ndmelovych alkaloidd z ferwanta&ni tekutiny p¥i vyrob& némelo-
vych alkaloidd fermenta®nim zplisobem, a to zejména néme=!~vich alkaloiddt klavinového typu
(elymoklavinu, agroklavinu, chanoklavinu aj.), ndmelovych alkaloidt typu jednoduchych
amidl kyseliny lysergové (erginu, ergometrinu, hydroxyetylamidu kyseiiny lysergové a
jejich optickych izomerd), némelovych alkaloidd typu ergotoxinu, ergotaminu a dalsich.

Fermenta¢nf tekutina obsahuje kromé Zadané sloZky - ndmelového alkaloidu, ktery
byvé obsaZen obvykle v koncentraci 0,1 aZ 5 mg/ml, nejdast&ji vZak 1 a% 2 mg/ml, Fadu
dalsfch anorganickych i organickych sloudenin, které jsou v mnohondsobném p¥ebytku. Tyto
latky,které jsou bud souldsti prost¥edf nebo Zivinami pro organismy produkujifc{ alkaloid,
eventudlné jsou vedlejSimi produkty organismd, znesnadiujf izolaci ¥4daného alkaloidu.
Je to zplisobeno jednak vlivem t&chto slouenin na povrchovou aktivitu roztoku, takze
vznikaj{ pény pfi manipulaci nebo emulze p¥i vytfepdvani do organické féze a d&le zpusobuji
to, %e ani po zm&n& pH do extrémnich hodnot se &4stice alkaloidl neonizujf, jak je tomu
obvykle ve vodnych roztocych alkaloidd.

Doposud se izolace provdd&la extrakci vyt¥epdnim do organického rozpoudté&dla, a
to nejCast&ji do etheru, toluenu, benzenu, etylacetdtu, butylacet&tu, chloroformu, dichlormetanu,
dichlorethanu nebo do jejich smé&si s etanolem, metanolem nebo butanolem. P¥ed vlastni
extrakci je zafazena filtrace pro odstrandni pevnych &4st{ fermentadni tekutiny, idle
je obvykle nutno odstranit takzvané glukany, a to nejlast&ji sr&¥enim acetonem nebo etanolem
a odfiltrovédnim, a organicky podfl odpa¥it na rota&ni vakuové odparce. Poslednim dkonem
pfed vlastni extrakc{ je alkalizace fermentadni tekutiny na pH 8 a% 10 obvykle hydrogen-
uhli¢itanem sodnym nebo vodnym roztokem amoniaku nebo hydroxidu sodného. Po extrakci
do organické faze ndsleduje extrakce do vodného roztoku organické nebo anorganické kyseliny,
nejast&ji kyseliny citronové, kyseliny vinné, kyseliny chlorovodikové, kyseliny trihydrogen-
fosforedné nebo kyseliny sirové o hmotnostnim zlomku 0,5 a% 1 %. Potom ndsleduje bud
srdZenf alkaloidi vodnym roztokem amoniaku nebo hydrogenuhli&itanu sodného a jejich odfiltro-
vdni, respektive odst¥ed&nf nebo zahudt&ni na odparek na rotadni vakuové odparce, eventudln&
té&mto operacim pf¥edchdzi rozdéleni jednotlivych alkaloidd extrak&n& nebo chromatograficky.

Podle némeckého patentového spisu DD 138 223 (&s. autorské osv&ddeni &. 217 423)
se izolace ndmelovych alkaloidl z kultiva&nifich suspenz{ provddi adsorpci rozpust&né &&sti
alkaloidd na oxid hlinity a po odd&leni filtrdtu a usuZeni vlhkého mycelia nebo smdsi
vihké mycelium - adsorbent ve fluidni vrstv® se extrahuje organickymi rozpou¥tddly nemistitel-
nymi s vodou. Tento zplisob je vSak néro&ny vzhledem k suBenf, navic je pou%itelny pouze
na kultivaéni suspenzi z povrchové fermentace a nedd se aplikovat u tekutin z fermentace
hloubkové (submerzni).

Britsky patentovy spis BP 1 181 836 (1967) uvadi p¥ipravu ergolenovych kyselin a
ndslednou izolaci t&chto l&tek zachycenim na siln& kyselém iontom&ni&i a vyeluovdni roztokem
amoniaku. Podle francouzského patentového spisu FP 1 463 426 (1966) se provddi izolace
ergolenovych kyselin s rGznymi substituenty v poloze 8, 9, respektive 10 adsorpci na
aktivnim Ghli a ndslednou desorpci{ sm&s{ vody a alkoholu. Tyto dva patenty popisuji izolaci
kyselin, které strukturou pat¥i do skupiny ndmelovych alkaleidl, av$ak nete3{ izolaci
alkaloidli klavinového typu, ani amidd nebo ndmelovych alkaloidll peptidickych.

Nédklady na izolaci némelovych alkaloidl z fermentadni tekutiny jsou nep¥imo Um&rné
koncentraci alkaloidd v tekutin&. Praktické koncentrace jsou vidy n¥kolikandsobn& ni%3{,
ne? by vyZadoval optim&lni postup pro extrakci z jedné kapalné féze do druhé.

Uvedené nevyhody, a to zejména vysoké materidlové ndklady, Ye¥{ zplisob izolace ndmelo-
vych alkaloidl z fermentalni tekutiny podle vyndlezu, ktery se vyznaduje tim, %e se némelové
alkaloidy obsaZené ve fermentaéni tekutin& naadsorbujf na porézni nepoldrni materi4l,
zejména aktivnf uhli, silikagel modifikovany pro chromatografii na obrdcenych fézich
kovalentn& vézanymi uhlfkatymi skupinami C-18 nebo C-8 nebo sm&s aktivniho uhlf{ s mletou
kfemelinou v hmotnostnim pom&ru 1:1 v mnoZstvi{ 5 a%¥ 8 g na 1 g alkaloidd.
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V¢hoda zplisobu podle vyndlezu spolivd v tom, %e se dosdhne a? stondsobného zakoncentro-
védni alkaloidd. Po filtraci, promyt{ vodou a vysufeni filtra&niho kolade seiélkaloidy
vyextrahuj{ do organického rozpou$t&dla nebo p¥imo do vodného roztoku organické nebo
anorganické kyseliny. Ddle se roztok ndmelového alkaloidu zpracuje obvyklym zptisobem.

P¥ed adsorpcif je nutno filtracf dostranit pevné soulédsti a zalkalizovat fermentadni tekutinu
na hodnotu pH 8 aZ 10, zejména p¥i pouZiti modifikovaného silikagelu jako adsorbentu.

Pro extrakci z tuhého filtradniho kold&e je nejvyhodndjdi pouzit bud &ty¥ndsobného vyt¥epavéani
do organické féze nemisitelné s vodou, a to 2 kg rozpoustédla na 1 kg filtra&nfho koldle

nebo postupné vymyvani na kolon&, respektive p¥imo na filtrad&nim za¥izeni.

Navrhované reSenf podstatné snifuje spot¥ebu organického rozpoust&dla, a to o 50 %
aZz 90 %, p¥idemZ Gspory jsou zdvislé na mno%stvi pouZitého adsorbentu, filtra&ni{ k¥emeliny,
kvalité filtrace, odsdti kapaliny z filtradnfho koldde a v neposledni ¥adé€ na obsahu
némelového alkaloidu ve fermentadni tekutiné&. Dals{ vyhodou zplUsobu podle vyndlezu je
mnohem men${ pracnost, protofe uZ v prvnim kroku se odstrani velky objem kapaliny, a
tim se dosdhne znadnych Uspor na refijnfch i mzdovych- ndkladech. Celkové dosaZené uspory
z&dvisi na vyb&ru optimdlniho postupu a &in{ minimdlné& 30 % aZ 50 % pGvodnich nakladd.

Zpusob izolace né&melovych alkaloidG z fermentadni tekutiny podle vyndlezu byl ové¥en
na fermentadni tekutiné& obsahujfici{ nédmelové alkaloidy klavinového typu, p¥edev3im elymoklavin
a agroklavin ze submerzni a povrchové fermentace. Ndsledujici p¥iklady provedeni zpisob
izolace podle vyndlezu zndzornujf, nikoliv omezuji.

P¥FL{klad 1

1 litr p¥efiltrované fermentadni tekutiny z povrchové fermentace obsahujici 1,0 mg/ml
ndmelovych alkaloidd klavinového typu byl smichén s 5,0 g aktivniho uhli a byl 30 minut
michin na elektromagnetickém michadle. Pak byl zfiltrovdn pfes vrstvu k¥emeliny a filtraéni
kold¢ o hmotnosti 60 g byl extrahovdn &ty¥ikrédt Zedesdti mililitry etylalkoholu denaturované-
ho chloroformem. Extrakce byla provdddna na mechanické t¥epadce vidy po dobu jedné hodiny.

Po extrakci byl roztok zfiltrovéan p¥es sklédany filtr, filtr4t byl analyzovén a filtraéni
kol&d byl znovu extrahovdn. Byly zjiZté&ny tyto obsahy alkaloidld v extraktech:

1. extrakt 371 mg
2. extrakt 190 mg
3. extrakt 109 mg
4. extrakt 64,8 mg

Celkem bylo vyextrahovdno 734,8 mg alkaloidd ve &ty¥ech extrakcich, coZ je 73,5 % plvodniho
mno¥stvi. Z logaritmické analyzy je viak mo¥no vypoditat, Ze celkové vyextrahovatelné
mnoZstvi bylo pouze 806,1 mg, takZe vytéiek extrakce je minimd&ln& 91 %. Ztréty kolem

20 % l&tky p¥ipadaji na manipulaci s filtradnim kolddem.

p¥{fkladad 2

Dva litry pfefiltrované fermentadni tekutiny zalkalizované vodnym roztokem amoniaku
na pH 9,5 a obsahujfcf 1,05 mg/ml elymoklavinu a 0,15 mg/ml agroklavinu byly smichény
s 15 g aktivnfho uhlf a po t¥iceti minutdch michdn{ na elektromagnetickém michadle bylo
pt¥idéno 15 g k¥emeliny. Sm&s byla zfiltrovéna a filtrani koldZ byl promyt 100 ml vody
a dob¥e odsét. Filtra®ni kold& o hmotnosti 65 g byl extrahovén &tyfikrdt 130 g etylacetdtu.
Extrakce byly provaddny vidy po dobu jedné hodiny na mechanické trepafce. Kapalina se
s filtradnim kold&em nesmichala a dala se snadno slit. Analyzou jednotlivych frakci byly
zjigt&ny tyto obsahy elymoklavinu:

1. extrakt 1 100 mg
2. extrakt 550 mg
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3. extrakt 250 mg
4. extrakt 95 mg.

Celkem bylo vyextrahovdno 1 995 mg elymoklavinu, tj. 95 % ‘a bylo spot¥ebovano pouze 25 %
etylacetdtu oproti starému postupu. Vyextrahovand fermenta®ni tekutina obsahovala mén&
ne% 0,01 mg/ml alkaloidl, takZe u&innost adsorpce je lep¥{ ne% 99 %.

F¥i{klad 3

zfiltrovand fermentatni tekutina s celkovou koncentraci alkaloidt 1,4 g/1 byla zalkali~
zovédna roztokem hydroxidu sodného o koncentraci 1 mol/l na pH 9. Jako sorbent byl pou¥it
modifikovany silikagel pro chromatografii na obréicenych f&zfch Separon SIX C 18 o zrn&ni
0,06 mm. Byly pouZity plastikové kolony o objemu 1 ml, napln&né timto sorbentem v mnofstv{
0,55 g.5; 10, respektive 20 ml fermentadni tekutiny bylo injek&ni st¥fkadkou protla&eno
pfes tyto kolony a pak byla analyzovdna kapalinovou chromatografif. Zbytkové mnoZstvi
alkaloidl v tekutin& bylo v#dy men3f neZ 2 % pGvodniho obsahu. Nasorbované alkaloidy
byly promyty 5 ml vody a pfebytek kapaliny byl vytla&en vzduchem. Desorpce alkaloidd
byla provedena 2 ml metylalkoholu. Po promyti vodou byly kolony p¥ipraveny k op&tovnému
pouZitf.

PREDMET VYNALEZU

Zplsob izolace némelovych alkaloidl z fermentadni tekutiny vyznadujici se tim, Ze
se némelové alkaloidy z fermenta&ni tekutiny adsorbujf p¥i hodnot& pH v rozmezi 8 a% 10 za
normdin{ teploty na porézni nepoldrn{ adsorbent, zejména aktivni uhlf, silikagel modifikovany
pro chromatografii na obrdcenych fdzich nebo sm&s aktivniho uhlfi s mletou k¥emelinou
ve vzdjemném hmotnostnim pom&ru 1:1, a po odfiltrov&nf, promyt{ vodou a ddkladném ods&t{
kapalné fdze nebo usuSeni se filtra&ni kol&d vyextrahuje rozpouit&dlem ze skupiny zahrnujfc{
benzen, butylacetdt, chloroform, dichlormetan, dietylether, etylacet&t, toluen, -aceton,
niz81{ alkoholy, 0,5 aZ 1 % roztoky silné organické nebo anorganické kyseliny nebo sm&s{
vodorozpustnych rozpoust&del s roztokem kyseliny, nalei se zpracuje obvyklym postupem.

.
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