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1
Wynalazelk dotyczy upreszczonego sposchbu otrzy-
mywania czystej gryzeofulwiny z brzeczki pofer-

mentacyjnej na drodze ekstrakcji specjalnymi roz- -

puszczalnikami i adsorbcje substancji towarzyszg-
cych.

Gryzeofulwina, produkt przemiany materii, kt6-
ry mozna otrzymaé na drodze fermentacji réznych
szczepbw Penicillium (na przyklad P.gryseofulvum,
P.patulum i inne) zdobyla duze znaczenie w medy-
cynie jako $rodek hamujgcy wzrost grzybé6w oraz
przy zwalczaniu choréb roslin. )

Szczepy wytwarzajace gryzeofulwine mozna ho-
dowaé¢ wedlug znanych sposobéw podpowierzchnio-
wo lub powierzchniowo. Po skoficzonej fermentacji,
substancja czynna znajduje sie przede wszystkim
w miceli, z powodu malej jej rozpuszczalnoéci
w wodzie. Poza tym wiadomo, ze grzyb, po zaczy-
najacym sie rozpadzie miceli moze jeszcze tworzyé
znaczne iloSci gryzeofulwiny. W celu uzyskania
gryzeofulwiny micele oddziela sie od roztworu fer-
mentacyjnego przez odsgczenie, micele ekstrahuie
odpowiednimi rozpuszczalnikami takimi jak nizsze
alkohole, ester etylowy kwasu octowego ,aceton,
tréjchloroetylen lub chloroform, a otrzymang przy
tym surowsg substancje oczyszcza przez wielokrot-
ne przekrystalizowanie. Poniewaz w procesie wy-
zej opisanym otrzymuje sie micele cze$ciowo zau-
tolizowang odsgczenie jej mastrecza trudno$ci.

Znane sg takze sposoby polegajgce na suszeniu
na walcach calego $rodowiska kultury (opis pa-
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tentowy NRF Nr 1.040,187 i opis patentowy bry-
tyjski Nr 795.039) i nie wydzielanie gryzeofulwiny
z grzybni suszonej przez wielokrotng ekstrakcje za
pomocg tréjchloroetylenu lub chloroformu. W ten
sposéb mozna uzyskaé do 80%e pierwotnie zawartej
w catej masie fermentacyjnej substancji czynnej.
Po oddestylowaniu rozpuszczalnika otrzymuje ‘sie
gryzeofulwine o czystosci do 92%.

Poza tym wiadomo, ze w przeciwienstwie do in-
nych antybiotykéw gryzeofulwina wykazuje wyso-
ka trwalo§¢ na biologiczny rozkiad wywolywany
obcymi zarodnikami tak, Ze mozna zrezygnowaé
z utrzymywania §rodowiska kultury w warunkach
sterylnych. Dzigki temu mozliwe jest, prowadzenie
procesu w sposéb ciggly przy stosowaniu stalej
pozywki. Otrzymany produkt ekstrahuje sie, bez
suszenia przy pomocy metyloizobutyloketonu
w  ekstraktorze przeciwpradowym pracujgcym
w spos6b ciggly. Otrzymang przez zageszczenie
ekstraktu surowg gryzeofulwine trzeba dalej oczy-
szczaé przez przekrystalizowanie poniewaz wyka-
zuje stepien czystosci 80—90°% i temperature top-
nienia 220°C.

Ponadto znany jest sposéb, wedlug ktoéregar
brzeczke przy niskiej warto§ci pH ogrzewa sie do
temperatury 60—120°C, oddziela stalg micele i po
dodaniu Ca(OH), otrzymuje sie gryzeofulwine z
wilgotnej miceli przez ekstrakcje acetonem.
Rownoczesnie wyekstrahowane substancje towa-
rzyszgce oddziela sie nastepnie na drodze prze-
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mywania benzyng i adsorpcji na weglu aktyw-
nym lub ﬂenku glinu. Otrzymywang przez wytra-
cenie wodg gryzeofulwine oczyszcza sie przez prze-

mycie woda, metanolem lub acetonem albo przez -~

powtérne wytrgcenie- z acetonu. Z powodu diu- .

giego procesu oczyszczania, spos6éb ten jest czaso-
chlonny i ucigzliwy.

Spos6b  dalszego oczyszczania = gryzeofulwiny -

wstepnie oczyszczonej . przez przekrystalizowanie,
opisany jest- przez Grove i wspélpracawnikéw.
(. Ch Soc. 1952, 3955).

d wspoélpracownikéw (Biochem. J. 33, 240
Qﬁi g?yzeotﬁulwme otrzymuje sie na drodze ek-.
strakcn miceli eterem,. ekstrakcji pozostalosci po
oddestylowaniu eteru za pomoca benzenu i przez
przekrystalizowanie z étamolu otrzymanej z gry- .
zeofulwiny. Czysta gryzeofulwine otrzymuje  sie
z przekrystalizowanego produktu na drodze chro-
matografowania roztworu benzenowego na aktyw-
nym tlenku glinowym. Sposéb ten nie nadajé sie
jednak do otrzymywania gryzeofulwiny w skali
przemystowej, poniewaz do procesu wprowadza

sie gryzeofulwine wielokrotnie przekrystalizawana, .

a poza tym stosowamy tlenek glinu. trzeba bylo
Jreparowaé na drodze specjalnej obrobki.. Srodki
te sa czasochlonne, ucigzliwe i zwigzane ze strata-
mi substancji.

~ Stwierdzono, ze proces . wy‘pwarzamam CmteJ
gryzeofulwiny mozna znacznie skréeié i upmécit
przez stosowanie jako §rodka ekstrahujgcego dwu-
chlorometanu lub 1,2-dwuchloroetanu. Niespodzie-
wanie dwuchlorometan i 1,2-dwuchloroetan oka-
zaly sie szczeg6lnie odpowiednie do ekstrakeji
gryzeofulwiny ze wazgledu na szczegélnie dobrg
i selektywng zdolnoé rozpuszczania gryzeofulwi-
ny. Stwierdzono mianowicie, ze rozpuszczalnoéé
gryzeofulwiny w dwuchlorometanie wynosi okolo
119, a w 1,2-dwuchloroetanie ckolo 6%, podczas
gdy w acetonie gryzeofulwina rozpuszcza sie w
3,9Y,-ach. W zwigzku z selektywnym dzialaniem
rozpuszczalnika mozna - omingé dotychczas - ko-
‘nieczne kilkustopniowe - oczyszczanie gryzeoful-
winy. )

Jezeli bezpoSrednio otrzymany surowy nieod-
thuszezony wycigg traktuje sie. tlenkiem glinu,
weglem aktywnym lub innym adsorbentem, wéw-
czas prawie nie nastepuje, wzglednie (nas»tepu"je
tylko w niewiellkim stopniu adsorpcja zabarwiajg-
cych substancji towarzyszacych.

Stwierdzono jednak, ze nastepuje niespodziewa-
nie silna adsorpcja substancji zabarwiajgcych to-
warzyszgcych gryzeofulwinie, jezeli zawarte w mi-
celi tluszcze, ewentualnie substancje o charakte-
rze tluszczé6w usunie sie caltkowicie przed oczysz-
czaniem .gryzeofulwiny.- Tluszcze mozna przy tym
usungé z miceli albo przed ekstrakejg gryzeoful-
winy sposobem wedlug wynalazku albo takze z po-
zostato§ci poekstrakcyjnej. Jako §rodki do usuwa-
nia tluszcz6w, stosuje sie nasycone weglowodory
alifatyczne 0 liczbie atoméw wegla Cs—Cy..

Ilo§é potrzebnych do oczyszczania tak odttusz-
czonej gryzeofulwiny $rodkéw adsorpcyjnych,
ewentualnie ich mieszanin wynosi tylko 10—40%
iloSci oczyszczalnej gryzeofulwiny. Zuzyty tlenek
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, nego roztworu mazna, wytrgcié
przeZ dodanie do ‘fiie] ‘20—50% alifatycznego we-

a - ‘

glinu mozna regenerowal przez praienie w tém-
peraturach nie przekraczajagcych 900°C.

- Sposéb wedlug wynalazku polega na tym, ze
micele oddziela sie od cieklej kultury przez od-
sgczenie albo odwirowanie, suszy i ewentualnie
rozdrabnia w plynie. Z suchej miceli ekstrahuje
sie gryzeofulwing za pomocg dwuchlorometanu
lub 1,2-dwuchloroetanu.

Po oddestylowaniu rozpuszczalmka- ‘otrzymuje
sie pozostalo§é, ktéra po -odtluszczeniu, przy po-
mocy alifatycznych nasyconych weglowodoréw
o liczbie atoméw wegla C;—C,, zawiera co naj-
mniej 95% substancji czynnej. Usuwanie tlusz-
cz6w lub substancji o charakterze tluszczéw moz-
na prowadzi¢ przed ekstrakejg lub po ekstrakeji
gryzeofulwiny z miceli. Takg surowg .gryzeoful- -

. wine rozpuszeza'' sie ‘nastepnie w wymienionych

rozpuszczalnikach, prawie do stanu nasycenia, a
brunatno zabarwiony roztwoér chrmnabografuJe sie
na tlenku glmorwym .
: Zabarw1a3ace su\bstanCJe towarzyszace zostajq
przy iym ‘znacznie zaadsorbowane. Jako -eluat
otrzymuje sie¢ bezbarwny roztwér, z ktérego przez
zageszezenie lub wytragcenie otrzymuje sie prawie
ilo§ciowo czysto biala, krystaliczng gryzeofulwine,

‘ktéra po oznaczeniu spektrofotometrycznym wy-

Z 0CZySZCZO~-
gryzeofulwine

kazuje 99—100° substancji czynnej.

glowodoru o liczbie atoméw wegla C;—Cy, i na-

-stepng destylacje. Gryzeofulwina wskutek tego,

ze jest trudno rozpuszczalna w alifatycznych we-
glowodorach przy oddestylowaniu dwuchlorome-
tanu krystalizuje w postam jedwabistych migkkich
igiel.

Poza tym shw1erdzono ,ze gryzeofulwme mozna
wytracié pomijajac o‘ddestylolwame rozpuszezalni-
ka. W tym celu odiluszczong pozostaltoéé¢ poekstra’k-
cyjng rozpuszcza sie w dwuchlorometanie lub
dwuchloroetanie, iraktuje weglem aktywnym w
ilo§ci 10—30%, w stosunku do oczyszczonej gry-
zeofulwiny, po czym przez dodanie weglowodoru
alifatycznego, o liczbie atoméw wegla Cs—Cia,
o cbjetosci 3—5 razy wickszej od objetosci dwu-
chlorometanu lub dwuchloroetanu, wytrgca gry-
zeofulwing. Sposéb ten ze wzgledu na swojg pro-
stote nadaje sie do przemystowego zastosowania
i prowadzi do otrzymania czysto bialej, krystalicz-
nej gryzeofulwiny.

Ponizsze przyklady wyjadniajg blizej sposéb we-
dlug wynalazku.

Przyklad I. Z 50 litrow roztworu kultury
o zawarto§ci 3000 mg/l gryzeofulwiny otrzymano
przez odciggniecie na materiale filtracyjnym, ta-
kim jak ziemia okrzemkowa 12,0 kg wilgotnej mi-
celi, z ktérej po wysuszeniu otrzymano 6,1 kg su-
chej miceli. Przesacz kultury oddzielony od miceli
zawieral jeszcze 8% gryzeafulv'viny. Suchg micele
zmielono a mnastepnie catkowicie odtluszczono za
pomocg benzyny .w aparacie €kstrakcyjnym pracu-
jacym w spos6b ciggly. Nastepnie suchg micele
uwolniong od benzyny ekstrahowano w sposéb

ciggly za pomocy dwuchlorometanu. W 19,4 litrach

wyciagu znajdowalo sie wedlug oznaczenia spek-
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trofotometrycznego 136,5 g gryzeofulwiny. Wyciag
. zageszcezony do 2 litrow chromatcgrafowano w ko-
lumnie zawierajgcej 30 g tlenku glinu, o $rednicy
2,5 cm. Z bezbarwnego eluatu oddestylowano cat-
kowicie dwuchlorometan, po uprzednim dcdaniu
1 litra ciezkiej benzyny o temperaturze wrzenia
150°C. Z lugu macierzystego zawierajgcego ciezka
benzyne wytracito sie 121 g (= 80,5 %, w odnie-
sieniu do zawarto$ci roztworu kultury) czysto bia-
tej gryzeofulwiny o temperaturze topnienia 220 —
—221°, Zawarto§é 99,99, gryzeofulwiny.

Przyktad II. 1 kg zmielonej suchej miceli
o zawartosci 22,5 g gryzeofulwiny i zawartosci 129/,
ttuszezu, mieszano w ciggu 5 minut z 3 litramt
dwuchlorometanu, wycigg oddzielono od miceli
na drodze saczenia ci$nieniowego, a micele prze-
myto 1 litrem dwuchlorometanu. Wycigg dwu-
chlorometanowy zageszczono do 500 ml, dodano
200 ml ciezkiej benzyny o temperaturze wrzenia
okolo 150° i catkowicie oddestylowano dwuchloro-
metan. Surowg gryzeofulwine wydzielajacg sie
przy tym z roztworu ciezkiej benzyny odsgczono
i odttuszczono benzyne. Otrzymano 21,8 g gryzeo-
fulwiny o temperaturze topnienia 218—221° i za-
warto$ci substancji czynnej 96%,.

Surowy produkt rozpuszczono w 200 ml dwu-
chlorometanu a roztwér przésgczono.przez war-
stwe filtracyjng, ktéra skladala sie z 5 g miesza-
niny tlenku glinu i wegla aktywowanego w sto-
sunku 1:1 i Kktérej Srednica wynosila 1 cm.
Z bezbarwnego przesgczu po oddestylowaniu nroz-
puszczalnika otrzymano 20,5 g grzyeofulwiny
(= 919, zawarto§ci oznaczonej w suchej miceli)
o temperaturze tcpnienia 220—221° i zawartosci
powyzej 99%0 substancji czynnej.

Przyktad III. 20 kg suchej miceli o zawar-
toSci 0,690 kg gryzeofulwiny i 13% substancji o
charakterze tluszczowym, ekstrahowano w zam-
knietym urzadzeniu w spos6b ciggly za pomoca
73,0 kg dwuchlorometanu o temperaturze wrzenia
760 = 39—42°C dy = 1,322), w ciggu 5 godzin.

Wycigg odparowano do sucha a otrzymane krysz-
taty odtluszczono za pomocg benzyny o temperatu-
rze wrzenia (80—110°C dy = 0,720) a nastepnie
suszono. Otrzymano 0,690 kg surowej gryzeoful-
winy o zawartosci 929/, substancji czynnej. Surowy
produkt rozpuszczono w 11,0 kg dwuchlorometanu
traktowano 0,160 kg wegla aktywnego i odsgczono.
Z bezbarwnego roztworu bez oddestylowania dwu-
chloroetanu wytrgcono gryzeofulwine za pomocg
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24,0 kg benzyny. Produkt przemyto tym samym
rozpuszczalnikiem i suszono.

Otrzymano 0,620 kg czysto bialej, krystalicznej
gryzeofulwiny (= 90%, substancji czynnej zawartej
w suchej miceli) o zawarto§ci 99,4% substancji
czynnej i temperaturze topnienia 220—221°C.

P;zy’klad IV. 1 kg suchej miceli o zawar-
tosci 29 g gryzeofulwiny, ekstrahowano w sposob
ciggly za pomocy 3 litréw 1,2-dwughloroetanu. Po
usunieciu rozpuszczalnika i odttuszczeniu pozosta-
tosci poekstrakcyjnej otrzymano 28 g surowej
gryzeofulwiny o zawartoSci 95%. Te surowsg gry-
zeofulwing rozpuszczono w 400 ml 1,2-dwuchloro-
etanu, odsgczono i chromatografowano na kolum-
nie z tlenkiem glinu, ktéra zawierala 12 g tlenku
glinu w warstwie o gruboéci 4 cm. Z bezbarwnego
eluatu otrzymano 26 g czysto bialej, krystalicznej
gryzeofulwiny o temperaturze topnienia 220—221°
i zawartosci powyz'ej'99°/o gryzeofulwiny, co od-
powiada wydajnoéci 89% w odniesieniu do zawar-
tosci substancji czynnej w suchej miceli.

Zastrzezenie patentowe

Sposé!b ofrzymywania czystej gryzeofulwiny na
drodze ekstrakeji miceli zawierajgcej gryzeoful-

" wing i nastepne woczyszezanie wyciagu za pomoca

tlenku glinu lub wegla aktywnego, znamienny
tym, ze jako S$rodek do ekstrakcji stosuje sie
dwuchlorometan lub 1,2-dwuchloroetan a micele
przed ekstrakcja lub pozostalo§é wotrzymang po
odpedzeniu- rozpuszczalnika z wyciggu odttuszcza
si¢ za pomocg weglowodoréw alifatycznych o licz-
bie atoméw C;—C;; a wycigg z surowej gryzeoful-
winy uzyskany z odtluszczonej miceli, wzglednie
surowg gryzeofulwine uzyskang po odttuszczeniu
pozostalo§ci poekstrakcyjnej, po uprzednim roz-
puszczeniu w dwuchlorometanie lub dwuchloroeta-
nie traktuje sie tlenkiem glinu lub weglem aktyw-
nym, po czym z uzyskanego 0oczyszczonego roztworu
wydziela sie gryzeofulwine przez zageszczenie roz-
tworu albo wytraca ja za pomocg weglowodoréw
alifatycznych o liczbie atoméw wegla Cs—Cye, PrZY
czym jesli dodatek weglowodoréw wynosi 20—50%
ilo$ci oczyszczonego Lroztwbru, wowczas dodatkowo
oddestylowuje sie dwuchlorometan lub dwuchloro-
etan, a gdy dodatek ten stosuje sie w objetosci
3—5 razy wiekszej od objetoci roztworu, wéwczas
gryzeofulwineg wytrgca sie bez potrzeby oddesty-
lowywania dwuchlorometanu lub dwuchloroetanu.
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