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Zpusob vyroby kyseliny lysergové

Oblast techniky

Vynélez se tyka zplisobu vyroby kyseliny lysergove.

Dosavadni stav techniky

Kyselina lysergovéd je surovinou pro pfipravu terapeuticky vyuzivanych semisyntetickych
namelovych alkaloidd, napfiklad ergometrinu, methylergometrinu nebo nicergolinu. Jednou
zmoznosti jeji pripravy je totalni chemické hydrolyza peptidickych ndmelovych alkaloidii, jako
napfiklad ergocristinu nebo ergotaminu, ziskavanych bud’ extrakci z ndmele nebo fermentaCni
cestou. Pfi tomto zpiisobu vyroby dochazi, vzhledem k reak&nim podminkam (silné bazické
prostfedi, vysokd teplota), ke vzniku vedlejdich produktd a &asteiné degradaci kyseliny
lysergové. Izolace &isté kyseliny lysergové z reakéni smési je obtiznd a je spojena se ztritami
(CS pat. 222404). Naproti tomu, parcidlni hydrolyza uvedenych alkaloidd probiha za mirn&jsich
podminek a v dobrém vytézku poskytuje smes lysergamidu a izolysergamidu, které lze viak na
gistou kyselinu lysergovou rozitépit jen za drastickych podminek (pH, teplota), coz vede ke
ztratam produktii a izomerizaci na kyselinu izolysergovou.

Podstata vynalezu

Predmétem vynalezu je zpiisob vyroby kyseliny lysergové, ktery spoiva vtom, Ze se na
lysergamid a/nebo izolysergamid pitsobi bakterialnimi buiikami a/nebo jejich frakcemi
obsahujicimi enzym amidazu s hydrolytickou aktivitou viigi lysergamidu.

Reakce se provadi s vyhodou pfi teploté 5 az 70 °C, zejména 25 az 50 °C apH 5 az 11, vyhodné
7az 9,5. Koncentrace bakteridlnich bungk nebo jejich frakci v reakdni smési je alespoii
0,2 g suiny/l, s vyhodou 1 aZ 10 g susiny/l.

Jako bakteridlni bufiky se svyhodou pouZivaji Rhodococcus sp., Corynebacterium  sp.
a Pseudomonas sp., ziskané naptiklad izolaci z plidy béZnym zplisobem, které jsou schopné
hydrolyzovat amidovou skupinu lysergamidu na skupinu karboxylovou.

V disledku spotfeby lysergamidu zreakéni smési dochézi k samovolné epimerizaci
izolysergamidu za vzniku lysergamidu (mezi ob&ma epimery existuje za danych podminek
rovnovéha). Izolysergamid je zminénymi bakterialnimi buitkami hydrolyzovan podstatné niZ3i
rychlosti, takZe v produktu vyrazné prevladd kyselina lysergova nad neZadouci kyselinou
izolysergovou. U volnych kyselin jiZ za danych podminek k izomerizaci nedochézi.

Zptisobem podle vynélezu se ziskivé kyselina lysergova ve vysokém vyt&zku (aZ 95 % hmotn.)
jednoduchym a Setrnym postupem.
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Priklady provedeni

Priklad 1

Kultivace bakterie Rhodococcus sp. probihala na rotaéni tfepadce v 500 ml Erlenmeyerovych
barikdch obsahujicich 100 ml mineralniho média tohoto slozeni (v g/l destilované vody): glukéza
10, siran ammonny 3, dihydrogenfosforegnan draselny 0,5, hydrogenfosforetnan draselny 0,5,
siran hofe¢naty (heptahydrat) 0,5, siran Zeleznaty (heptahydrat) 0,01, kvasniény extrakt 2
(pH upraveno na 7,5 hydroxidem draselnym).

Médium bylo o¢kovino suspenzi bunék smytych roztokem chloridu sodného (8,5 g/1) z masopep-
tonového agaru (hovézi extrakt 3 g, pepton 10 g, chlorid sodny 5 g, agar 15 g, voda 11, pH 7,2),
na kterém byla kultura bakterie uchovavana pti 4 °C; polate&ni koncentrace bun&k byla asi
0,011 g sudiny bunék/l média). Po 24 hodinich kultivace pti 30 °C byly buitky (koncentrace
0,67 g suliny/l média) odstfedény na chlazené odstredivce, promyty 100 mM Tris/HCI pufrem
(pH 8,5) aresuspendovany v tomto pufru na koncentraci 6,6 g susiny/l. K této suspenzi byl
pridan lysergamid (z25 mM zisobniho roztoku v methanolu s 0,025 mM HCI) do kone¢né
koncentrace 1 mM.

Koncentrace substratii a produktii v reakéni smési byla stanovena vysokotiginnou kapalinovou
chromatografii na reverzni fazi (kolona C-18,8um, 250 x 4 mm; mobilni fize 50 %
methanol/50 % K-fosfatovy pufr 5 mM, pH 6,9, pritok 0,9 m/min, detekce pfi 310 nm).

Po 1 h inkubace reak&ni smési na rota¢ni tiepacce (800 ot/min) pfi 30 °C dosahl vytézek kyseliny
lysergové 37 % teorie. Po 2 h byl vyt&zek kyseliny lysergové 75 % a mnoZstvi kyseliny
izolysergové tvofilo pouze asi 2 %. '

Ptiklad 2

Bakteridlni buiiky byly kultivovany jako v ptfikladu 1, promyty sodnodraselnym fosfatovym
pufrem (54 mM, pH 7) a resuspendovény v tomto pufru na koncentraci 6,6 g susiny/l. Po 1 h
inkubace reak&ni smési na rotaini tfepadce (800 ot/min) pfi 50 °C dosihl vytzek kyseliny
lysergové 49 % teorie.

Piiklad 3

Bakterialni butiky byly kultivovany jako v piikladu 1, promyty sodnodraselnym fosfitovym
pufrem (54 mM, pH 7). K suspenzi bungk v tomto pufru (6,6 g susiny bun&k/l) byl pfidan
alkalicky hydrolyzat ergotaminu - primyslovy vzorek (o sloZeni v % hmotn. 10,3 % kyseliny
lysergové, 3,5 % kyseliny izolysergové, 44,8 % lysergamidu a 41,4 % izolysergamidu) na
kone¢nou koncentraci 1 mM smé&si lysergamidu a izolysergamidu.

Koncentrace substritii a produktii v reakéni smési byla stanovena jako v ptikladu 1 pomoci
HPLC. Po 21 h reakce za stejnych podminek jako v ptikladu 1 dosahl vyt&zek kyseliny lysergové
v reakéni smési 85 %.
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Priklad 4

Bakterie Rhodococcus sp. byla kultivovana v minerdlnim médiu [sloZeni média v g/l: chlorid
sodny 0,1 hydrogenfosforegnan draselny 0,75, ethylendiamin - tetraoctova kyselina 0,015, siran
hofe&naty heptahydrét 0,2, chlorid vapenaty dihydrat 0,031, siran zine¢naty heptahydrét 0,0067,
siran manganaty monohydrat 0,0013, siran Zeleznaty heptahydrat 0,0015, chlorid kobaltnaty
hexahydrat 0,0005, siran méd'naty pentahydrat 0,0007, molybdenan sodny dihydrat 0,00045
(viz DiGeronimo MJ, Antoine AD, Appl. Environm Microbiol 31, 900, 1976) ] s 8% obj.
glycerolu a 1 % obj. acetonitrilu 24 h pti 30 °C. Buiiky (2 g vlhké biomasy) byly odstfedény,
resuspendovany v1 ml pufru Tris/HCl (pH 7,3 s1 mM kyseliny ethylendiamintetraoctové)
a dezintegrovany ultrazvukem. Po odstfedéni zbytkd bun&k byl supernatant obsahujici amidazu
pouzit jako biokatalyzator (v mnoZstvi 0,2 mg bilkoviny/m] reakéni smési) pro konverzi 1 mM
lysergamidu nebo 1 mM izolysergamidu. Jako pufr byl vreakéni smési pouzit 54 mM
sodnodraselny fosfatovy pufr (54 mM, pH 7). Po 15 h reakce byla konverze obou substrati na
kyselinu lysergovou téme&f 100%ni, v reakeni smési byly ptitomny pouze stopy Kyseliny
izolysergové.

Primyslova vyuZitelnost

Zpisob vyroby kyseliny lysergové podle vynélezu lze vyuzit ve farmakologickém a chemickém
prumyslu.

PATENTOVE NAROKY

1. Zplsob vyroby kyseliny lysergové, vyzma&ujici se tim, Ze se na lysergamid
a/nebo izolysergamid pisobi bakterialnimi buiikami a/nebo jejich frakcemi obsahujicimi enzym
amidazu s hydrolytickou aktivitou viiéi lysergamidu.

2. Zpisob podle ndroku 1, vyzna&ujici se tim, Ze se na lysergamid a/nebo
izolysergamid piisobi bakteridlnimi buiikami Rhodococcus sp. a/nebo Corynebacterium sp.
a/nebo Pseudomonas sp., a/nebo frakcemi téchto bunék.

3. Zpuisob podle narokii 1 a2, vyznadujici se t im, e se reakce provadi pfi teplot&
5az70°CapHS5azll.

4. Zpisob podle nirokd 1 az3, vyznalujici se tim, e koncentrace bakteridlnich
bungk v reak&ni smési je alespoi 0,2 g suSiny/l.

Konec dokumentu
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