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Sposob wytwarzania kwasu 6-metylo-A89 -ergoleno-8-
-karboksylowego i ewentualnie kwasu lizergowego

1
Wynalazek dotyczy sposobu wytwarzania kwasu
6-metylo-A8,9-ergoleno-8-karboksylowego o wzorze
1 za pomocg szczepu Claviceps paspali Stevens et

Hall, oraz sposobu przeksztalcenia tego kwasu w

kwas lizergowy o wzorze 2.

Wiadomo, ze réine szczepy grzyba Claviceps
paspali Stevens et Hall zdolne s3 do wytwarzania
w odpowiednich warunkach hodowli zwigzkéw al-
kaloidowych, stanowigcych pochodne kwasu lizer-
gowego, od dawna znanego heterocyklicznego kwa-
su karboksylowego, ktéry miedzy innymi stanowi
cze§é skladowg wystepujacych w naturze alkaloi-
déw sporyszu. Nieoczekiwanie stwierdzono, ze
przez hodowle nowego szczepu Claviceps paspali
Stevens et Hall mozna otrzymaé heterocykliczny
kwas karboksylowy o strukturze niespotykanej do-
tad w naturze i nie otrzymanej dotad na drodze
syntetycznej ani pélsyntetycznej.

Ten nowy szczep grzyba uzyskano ze sklerocji
znajdujacych sie na trawach Paspalum dilatatum
rosngcych w okolicy Coimbra (Portugalia) i zde-
ponowano pod numerem NRRL 3080 w United
States Departament of Agriculture (Northern Uti-
lization Research and Development Division).
W przeciwienistwie do innych dotad znanych szcze-
péw Claviceps paspali Stevens et Hall nowy szczep
zdolny jest wytworzyé w wyniku hodowli ' sapro-
fitycznej na pozywce, skladajgcej sie z polialkoho-
lu jak Zr6dia wegla, soli amonowej kwasu orga-
nicznego jako Zrédla azotu i soli mineralnych, ja-
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ko produkt gléwny kwas 6-metylo-A8,9-ergoleno-
-8-karboksylowy. Nowy szczep Claviceps paspali
Stevens et Hall w przeciwienstwie do wszystkich
innych dotgd opisanych szczep6w grzyba tego ro-
dzaju (patrz np. Proc. Roy. Soc. Serials B., 155, 33)
zdolny jest do tworzenia konidiéw in vitro.

Nowy szczep tworzy na podiozu agarowym
glukozowoziemniaczanym w temperaturze 22°C po
czternastu dniach hodowli plaskie lub nieco wy-
pukle kolonie o ksztaicie okrgglym lub owalnym
o §rednicy 4—8 mm i wysoko$§ci 1 mm. Brzeg ko-
lonii jest falisty lub postrzepiony. Kolonie sktadajg
sie z gérnej warstwy, szarozéltej, migekkiej grzybni.
Strzepki tej grzybni powietrznej majg $rednice
45—6 p. Dolna warstwa grzybni przylegajaca do
agaru sklada sie z grubo$ciennych, zawierajgcych
wakuole i gesto upakowanych, cylindrycznych ko-
moérek o §rednicy 3,5—6 p i dlugosei 10—16 p. Ko-
moérki te wydzielajg ciemnobrunatny barwnik do
agaru.

Konidia wytworzone na pozywce agarowej z wy-
ciggiem z kukurydzy majg wymiary 13,4+ 1,5X
X4,6 +0,7 p.

Dla wprowadzenia metody mikrobiologicznej na
skale techniczng ogromne znaczenie ma to, czy
stosowany w niej grzyb tworzy konidia czy tez
nie. Za pomocg konidi6bw mozna bowiem dokonaé
izolacji jednego zarodnika i w ten spos6b uzyskaé
material genetycznie jednorodny. Dziatajac pro-
mieniami Roentgena lub promieniami nadfioleto-
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wymi, jak réwniez zwigzkami chemicznymi mozna
z konididéw o wiele latwiej wytworzyé i wyodreb-
ni¢ mutanty niz z jalowej grzybni. Ponadto za po-
mocg konidibw mozna infekowaé kwitngce rofliny
Paspalum wytwarzajac w ten sposéb na natural-
nym podlozu sklerocje, nadajace sie bardzo dobrze
do zakonserwowania szczepow.

Mozna na przyklad z tego trwalego materiatu
uzyskaé w kazdej chwili §wiezy materiat do szcze-
pienia wtedy, kiedy hodowle prowadzone in vitro
ulegng juz po wielu przeszczepach degeneracji.
Konidia moina takie nieograniczenie dlugo prze-
chowywaé w postaci zliofilizowanej, co réwniez
umozliwia zakonserwowanie szczepu. Do zaszcze-
pienia plynnej pozywki nadaje sie najlepiej zawie-
sina konidi6w, poniewaZ najlatwiej, moina dawko-
waé ilo§¢é materialu do szczepienia i mozna z nig
najdogodniej pracowaé w warunkach jalowych
(jalowg grzybnie trzeba z poczatku zhomogenizo-
waé w mikserze). )

Z kwasu 6-metylo-A8,9-ergoleno-8-karboksylowe-
go, otrzymanego sposobem wedlug wynalazku moz-
na uzyska¢ na drodze péisyntetycznej caly szereg
nowych pochodnych o cennych wlasciwosciach
farmakologicznych. Sposobem wediug wynalazku
mozna réwniez przeprowadzié kwas 6-metylo-A8,9-
-ergoleno-karboksylowy w bardzo prosty sposéb
i z dobrg wydajnosScia w kwas lizergowy (kwas
6-metylo-A9,10-ergoleno-8-karboksylowy), ktéry ma
bardzo duze znaczenie jako produkt posredni do
otrzymywania cennych lekéw. )

" Kwas 6-metylo-A8,9-ergoleno-8-karboksylowy
mozna wyodrebnié z przesgczu, otrzymanego w
wyniku hodowli nowego szczepu zasadniczo rézny-
mi metodami. Najlepiej wyodrebnia sie go z prze-
sgczu hodowli na silnie kwaénym wymieniaczu ka-
tionowym na przykiad Dowex 350 lub Amberlit 120
za§ z wymieniacza eluuje sie go za pemoca roz-
cieficzonego amoniaku, a nastepnie powoduje si¢

jego krystalizacje po uprzednim podgeszczeniu elu-

atu w temperaturze do 30°C oraz przez nastawie-
nie wartoSci pH roztworu na jego punkt izoelek-
tryczny. '
~ Otrzymany tym sposobem kwas 6-metylo-A89-
-ergoleno-8-karboksylowy mozina dzialaniem od-
czynnik6w o charakterze zasadowym lub takze
przez proste ogrzanie przeprowadzi¢ w kwas lizer-
gowy. Moina na przyklad roztwér kwasu 6-mety-
1o0-A89-ergoleno-8-karboksylowego ogrzewaé przez
pewien czas w rozcieficzconym wodnym roztworze
wodorotlenku sodowego o temperaturze 100°C, po
czym roztwér ochlodzié i nastawié jego wartoéé
pH na punkt izoelektryczny -kwasu lizergowego.
Mozna takze wprost z przesgczu z hodowli szcze-
pu otrzymaé kwas lizergowy, jezeli na przyklad
po odparowaniu roztworu z suchej pozostalosci
wyluguje sie kwas 6-metylo-A8,9-ergoleno-8-karbo-
ksylowy droga ekstrakcji alkoholowym roztworem
" amoniaku i wytraci kwas lizergowy w punkcie
izoelektrycznym. Kwas 6-metylo-A898-ergoleno-8-
-karboksylowy moina przez ogrzanie lub -trakto-
wanie zasadowymi odczynnikami izomeryzowaé do
kwasu lizergowego i ten ostatni w spos6éb opisany
wyzej wyodrebnié z roztworu. Mozna takze, juz
Ppo przepuszczeniu przesaczu z hodowli przez wy-
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mieniacz jonowy, amoniakalny roztwér kwasu 6-
-metylo-A8,9-ergoleno-8-karboksylowego ogrzaé
wprost lub po dodaniu lugu, prb czym nastapi
izomeryzacja do kwasu lizergowego.

W ponizszych przykladach, objasniono sposéb
wedlug wynalazku nie ograniczajac jego zakresu.
Wszystkie temperatury podano w stopniach Celsju-
sza, temperatury topnienia sg korygowane.

Przyklad L Wpyodrebniania i rozmnazania
nowego szczepu Claviceps paspali Stevens et Hall
NRRL 3080 dokonuje sie w nastepujacy sposéb:
z wnetrza sklerocji pobiera sie w sposéb jalowy
maty kawalek tkanki i zaszczepia na pozywke
agarowa P’ o nastepujgcym skladzie: 250 ml jasnej
brzeczki piwnej bez chmielu (sucha masa 17%, 18 g
agar-agar, woda destylowana do 1 litra (pH 5,2)).
Wyrasta kolista kolnia, ktéra po 14 dniach w tem-
peraturze 24°C osigga Srednice 15 mm. Tworzy ona
okolo 1 mm powloke na agarze o strukturze pseu-
dosklerocjalnej, a na niej ulozona jest warstwa
bialej grzybni powietrznej. Brunatny barwnik dy-
funduje do agaru. Nie tworzg si¢ zadne konidia.
Te kolonie dzieli sie za pomocy szpatulki na cze$ci
i przenosi do probéwki, w ktérej znajduje sie
12 cm?® pozywki agarowej P” o nastepujagcym skla-
dzie:

brzeczka piwna — 500 ml

suszony wyciag z kukurydzy — 60 g

kwas mlekowy — 1 ml

roztwér w salmiaku w iloSci potrzebnej

uzyskania pH = 4,8

agar-agar — 20 g

woda destylowana do 1 litra.

Woka6t kazdej czeéci szczepionki tworzy sig mala
kolonia o strzepkach grzybni najpierw biatych,
pbOiniej czerwono-brazowych. Po 10 dniach zaczy-
najg sie na koncach nitkowatych rozgalezien grzy-
bni tworzyé zarodniki. Po 20 dniach jest wystar-
czajgca ilos¢ zarodniké6w (konidibw) aby z nich
sporzadzié zawiesine wodna, za pomocg ktoérej
mozna zaszczepi¢é 20 probéwek z agarem sko$nym
(pozywka agarowa P*) Kultury te poddaje sie in-
kubacji w 24°C. Konidia wypuszczajg kietki po
24-—36 godzinach. Po 6 dniach powierzchnia agaru
powleka sie r6wnomiernie delikatnymi biatymi
strzepkami grzybni, po 1¢ dniach wytwarza sie
brunatnoszara, delikatnie pobryzdzona powlcka
strzepk6éw grzybni, ktéra przylega szczelnie do
agaru i posiada tylko kro6tkie nitkowate rozgale-
zienia powietrzne. Na nich wyksztalcajg sie koni-
dia. Po 12 dniach powstajg w licznych miejscach
na strzepkach grzybni centra, z ktérych wydzielaja
sie mate kropelki czerwonobrunatnej cieczy. Kro-
pelki osiggajg Srednice 1—3 mm i stajg sie wsku-
tek bardzo licznych konidiéw mleczno-metne. Po
16—18 dniach tworzenie sie konidiéw jest prak-
tycznie ukofczone. Kultura na agarze w probéwce
o §rednicy 2 c¢m, zawierajacej 12 mm pozywki aga-
rowej posiada okolo 10%konidiéw.

W celu prowadzenia hodowli glebinowej przy-
gotowuje sie najpierw hodowle wstepng w naste-
pujacy sposéb: jako podioze hodowlane stosuje sie
4,5%-owy wodny roztwér ekstraktu stodowego
o pH 5,4. Jeden litr tego roztworu poddaje sie
sterylizacji w kolbie stozkowej o pojemnofci 2

do
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litr6w w ciggu 20 minut w temperaturze 110°C,
po czym zaszczepia sie¢ konidiami w iloSci 6X108
z 15-dniowej hodowli na agarze, a nastepnie pod-
daje inkubacji na wstrzasarce rotacyjnej w ciggu
3 dni w temperaturze 24°. Powstaje zwarta ho-
dowla, skladajaca sie z delikatnych strzepkéw
grzybni. Strzepki tweorza luZne peczki nitkowatyech
rozgalezien grzybni i maja $rednice 2—4 mm. Nie
stwierdzono obeenosci alkaloidéw.

W celu sporzadzenia wickszyeh ilo§ci hodowl
wstepnej zaszczepia sie wyzej opisane podtoze
w szklanych naczyniach do fermentacji zawiera-
jacych po 10 litréw podloza, konidiami w ilosei
6X10° sztuk na kaZide naczynie i poddaje inku-
bacji w ciggu 3 dni w temperaturze 23°C przy
réwnoczesnym napowietrzaniu (6 litré6w powietrza/
/minute) i mieszaniu (300 obrotéw mieszadla na
minute). W celu przeciwdzialania pienieniu sie
uzywa sie emulsji silikonowej. Tak otrzymane ho-
dowle z naezyfr fermentacyjnych maja te samag
konsystencje co hodowle z wstrzgsarek.

W celu przeprowadzenia hodowli gléwnej szcze-
géinie korzystne okazalo sie podloze, zawierajace
w 1 litrze wody destylowanej:

sorbitu — 50 g
kwasu bursztynowego — ¥ g

. KH,PO, — 2g
NgsSO0, — 03g
FeSO‘ - 7H,O — 1 mg
ZnSO, * TH;0 — 10 mg

Podloze to nastawia sie na pH =54 za pomoeca
NH,OH i zaszczepia si¢ 10%-ami 3-dniowej ho-
dowli wstepnej oraz poddaje inkubacji w porcjach
po 100 ml w kolbach stozkowych o pojemnoSci
500 ml na wstrzgsarce wahadlowej w temperaturze
23°C. Imne hodowle prowadzi sie w analogiczny
spos6b w naczyniu fermentacyjnym z nierdzewnej
stali zawierajgcym 170 1 podioza. Przepuszcza sig
przy tym 170 1 powietrza na minute i miesza sie
poczatkowo z szybkoscia 70, p6Zniej 180 obrotéw
na minute. W.celu przeciwdzialania pienieniu si¢
uzywa sie emulsji silikonowej. W ten sposéb pow-
stajg hodowle zlozone z lieznych strzepkéw grzy-
bni. Srednica ich wynosi okolo 5 mm i posiadaja
one kuliste, zwarte jadro o Srednicy okolo 1 mm
zbudowane z tkanki pseudoparenchymatycznej.

Jadro to posiada gwiazdziScie ulozone o dilugosci
okolo 2 mm wypustki z réwnolegle potozonych
nitkowatych rozgalezieh grzybni. Przy koncu
12-dniowej hodowli strzepki grzybni sq zabarwio-
ne na ciemnobrunatno, a przesacz ma barwe in-
tensywnie czerwonobrunatng. Warto¢ pH zmie-
nia sie tylko nieznacznie. Otrzymany tym sposo-
bem przesgcz hodowli zawiera 620 mg/l mieszaniny
alkaloidéw oznaczong kalorymetrycznie. Sktad mie-
szaniny alkaloidéw, zanalizowany na drodze chro-
matografii bibulowej jest nastepujacy:

kwas 6-metylo-A8 9-ergoleno-8-karbo-

ksylowy i nieznaczne ilo§ci kwasu

lizergowego i izolizergowego — 86,5%
amid kwasu lizergowego — 3,9%
amid kwasu izolizergowego — 3,9
ergobazyna — 1,0%
- ergobazynina — 0,5%
alkaloidy klawinowe — 4,2
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Przyktad II. Kwas 6-metylo-A89-ergoleno- _
-8-karboksylowy.

5 1 przesagczu z hodowli nowego szczepu Clavi-
ceps paspali Stevens et Hall NRRL 3080 o ozna-
czonej kolorymetryeznie zawarto$ci pochodnych
ergoliny, wynoszgcej okolo 500 ml/l1 w odniesieniu
do ciezaru czasteczkowego 300 ‘i o wartoSci
pH = 5,6 wprowadza sie do kolumny, wypelnionej
500 g Amberlitu IR 120 w postaci papki wodnej
(Amberlit w postaci Ht, §rednica kolummny 2,8 cm,
wysoko§é 115 cm). Szybkoé§é przepuszczenia roz-
tworu przez kolumne wymnosi 500 mlégodz.). Po
przemyciu kolumny 1 1 wody eluuje si¢ kwas 6-me-
tylo-A8,9-ergoleno-karboksylowy §-procentowym
amonfakiem. Zebrany .we frakciach po 500 ml
wyciek z kolumny bada sie na zawarto§é pochod-
nych ergoliny metoda fluorescencji w promieniach
nadfioletowych oraz reakcjg barwng wediug Kel-
lera (FeCl; — kwas octowy lodowaty, H,80, ste-
zony).

Pierwsze cztery frakcje (w sumie 2 litry) za-
geszcza sie przy ciénieniu 13 tor na tazni w tem-
peraturze 30° do objeto$ci 500 ml, mastawia war-
to§é pH = 5,5 za pomocyg kwasu octowego lodowa-
tego, odsgcza od wytrgconej zywiey (reakcja barw-
na wedlug Kellera negatywna), przesgcz pod-
geszeza w prézni do objetosci okolo 25 ml, dodaje
20 ml metanolu, roztwér gotuje przez krétki okres
czasu i pozostawia w spokoju przez kilka godzin
w temperaturze 5° Wykrystalizowany kwas po
przesgczeniu przemywa sie wodg i metanolem i su-
szy w proini w temperaturze 80° przez 2 godziny.
Z 1 frakcji amomniakalnego wycieku z kolumny,
przerobionych wymienionym’ sposobem otrzymuje
sie dalsze ilo&ci krystalicznego kwasu 6-metylo-
A8,9-ergoleno-8-karboksylowego.

W celu oczyszezenia surowego kwasu laczy sie
otrzymane produkty krystaliczne, rozpuszeza w 5-
procentowym alkoholowym ruztworze amoniaku,
otrzymany roztwér po przesaczeniu nastawia za
pomocg 2n kwasu octowego na pH 5,5, ogrzewa
krétko na lazni wodnej, wykrystalizowany kwas
odsacza po kilku godzinach, przemywa woda i me-
tanolem i suszy w préini w temperaturze 80°.
Temperatura topnienia kwasu wynosi 243—245°
(rozklad) [a] D = —180° (0,1-n. NaOH). _

Reakcja barwna wedlug Keller'a van Urk’a
i Ehrlich’a taka sama jak z kwasem lizergowym,
chromatografia cienkowarstwowa na zelu krze-
mionkowym przy- uzyciu jako fazy ruchomej mie-
szaniny alkoholu i 25-procentowego amoniaku w
stosunku 9:1 daje wartos¢ Rf = 0,4—0,45. Plama
po spryskaniu odczynnikiem Ehrlich’a barwi sie
na niebiesko.

Widmo w nadfiolecie: @ 0,1n NaOH (log ¢ =

max mp .
= 217,5/4,56; 282/3,79; 292/3,74). Minimum przy
252 mp. Widmo w podczerwieni: charakterystyczne
pasma przy dlugoSci fali 3340, 2275 (szerokie), 1674
i 1580 ecm—! (w oleju wazelinowym). Kwas 6-me-
tylo-A8,9-ergoleno-8-karboksylowy przeprowadzono
w chlorowodorek dzialaniem rozcieficzonego kwa-
su solnego i przez nastepne przekrystalizowanie go
z wodg i rozcieficzonego kwasu solnego, tempera-
tura topnienia chlorowodorku 257—259° (rozktad)
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[e]D = —176° (w 0,1 n HCL). Widmo w nadfiole-
cie takie samo jak kwasu 6-metylo-A8,9-ergoleno-
-8-karboksylowego. Widmo w podczerwieni: cha-
rakterystyczne pasma przy diugoéci fali 3380, 2600,
1708, 1660 (stabe) i 1606 (stabe) crm—! (w oleju wa-

zelinowym).
Otrzymanie wolnego kwasu z chlorowodorku
kwasu 6-metylo-A8,9-ergoleno-8-karboksylowego.

Do zawiesiny 100 mg chlorowodorku w 5 ml wody
dodaje sie kroplami przy stalym mieszaniu 2n
roztworu kwasnego weglanu sodu tak diugo, az
zawieszona substancja calkowicier przejdzie do
roztworu. Nastepnie roztwér nastawia sie kwasem
octowym lodowatym na warto$é pH = 5,5, zagoto-
wuje krétko, po kilku godzinach odsgcza wykry-
stalizowany kwas, przemywa go woda i metanolem
i suszy w prézni w temperaturze 80°. Tempera-
tura topnienia kwasu 245—247° (rozkiad) [a]D
—208° (0,1n NaOH) chromatografia cienko-

warstwowa na Zelu krzemionkowym przy uzyciu
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sposobem opisanym w przykladzie II z przesgczu
z hodowli nowego szczepu Claviceps paspali Ste-
vens et Hall NRRL 3080 ogrzewa sie w 10 ml 2n
tugu sodowego w ciagu 2 godzin na lazni wodnej,
do gorgcego roztworu dodaje sie wegla aktywnego,
saczy, a pH przesgczu nastawia sie za pomocag
rozcieniczonego kwasu solnego i kwasu octowego
lodowatego na 5,5. Po kilku godzinach odsgcza sie
krystaliczny kwas lizergowy, przemywa woda
i metanolem i suszy w prézni w temperaturze
80°C, temperatura topnienia 245—247° (rozklad).
Otrzymany tym sposobem kwas lizergowy posiada
wszystkie, dla tego zwigzku opisane w literaturze
wtasnos$ci chemiczne i fizyczne.

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b wytwarzania kwasu 6-metylo-A8,9-ergo-
leno-8-karboksylowego i ewentualnie kwasu li-
Zergowego, znamienny tym, Ze hoduje sie szczep
Claviceps paspali Stevens et Hall nr NRRL 3080

20
mieszaniny alkoholu i 25-procentowego amoniaku saprofitycznie na pozywce, skladajgcej sie
w stosunku 9:1 wykazuje jedng plame; wartosé iz polialkoholu jako Zr6dla wegla, soli amonowej
Rf = 0,45. Plama w promieniach nadfioletowych kwasu organicznego jako 2Zrédia azotu i soli
nie wykazuje praktycznie fluorescencji, a przy mineralnych, po czym z §rodowiska kultury wy-
spryskaniu odczynnikiem Ehrlich’a barwi sie¢ na dziela sie¢ kwas 6-metylo-A8,9-ergoleno-8-karbo-
niebiesko. ksylowy korzystnie przez ekstrakcje alkoholo-

Przyktad III. Kwas 6-metylo-A89-ergoleno- wym roztworem amoniaku i ewentualnie prze-

) -8-karboksylowy. prowadza sie w kwas lizergowy.

Celem uzyskania kwasu 6-metylo-A8,9-ergoleno- 2. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze
-8-karboksylowego z przesgczu z hodowli nowego 30 do hodowli grzybni stosuje sie jej konidia.
szczepu Claviceps paspalum postepowano tak jak 2. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym,
w przykladzie II, z tym, Zze zamiast Amberlitu IR ze kwas-6-metylo-A89-ergoleno-8-karboksylowy
120 uzywano kationitu Dowex 50. Otrzymano wte- przeprowadza sie w kwas lizergowy na drodze
dy krystaliczny surowy kwas 6-metylo-A89-ergole- ogrzewania.
no-8-karboksylowy o wlasnoSciach podanych W 4 4. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
przykladzie II. kwas 6-metylo-A8,9-ergoleno-8-karboksylowy

Przyktad IV. Kwas lizergowy. przeprowadza sie¢ w kwas lizergowy w obecnos$ci

500 mg surowego krystalicznego kwasu 6-mety- zasady jako $rodka katalizujgcego przegrupo-
lo-A8,9-ergoleno-8-karboksylowego, wyizolowanego wanie.
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