CESKOSLOVENSKA A
SOCIALISTICKA P 0 P I S VY N A |. E Z U 239441“
REPUBLIKA _ an
z = s (81)
(1e) K AUTORSKEMU OSVEDCENI
1) tae. c1.d
(22) PrihldZeno 12 07 84 C 12 P 1/02
(21) (PV 5406-84)
(40) Zvetejndne 13 06 85
URAD PRO VYNALEZY | (45) Vyadne 16 04 87
A OBJEVY
ﬁ)m vynilezu STUCHLIK JOSEF ing., HRABYNE, ELIS TOMAS ing.; CVAK LADISLAV ing.,
KRAJICEK ALOIS P:ﬁz-.. OPAVA; FLIEGER MIROSLAV RNDr. CSc., PRAHA .

{54} Zpasob isolace a déleni alkaloida agroklavinu a elymoklavinu

Zplsob izelace a d¥leni alkaleidd sagre-
klavinu a elymeklavinu.

Postupem podle Feleni se ziskdvaji
klavinevé alkaloidy agroklavin a elymo-
klavin. Alkeleidy maji vyufit{ jake sure-
viny pre pfipravu farmakelegicky u&inngch
pelesyntetickfch derivdtd némelevych
alkeleidd jaeke Je nicergolin, methylergo-
metrin, lysurid, methergelin a dalsi{.
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Vynélez se tfkd zpisobu izolace a d&leni alkeleidd agreklevinu & elymoklavinu.
2 fermentadn{’ tekutiny pFipadnd mycelia zfskanfch submersni nsbo povrchovou fermentact.

Agroklavin (M. Abe et. el. Jap. pat. 178 336)

strukturnihe vzorce I

CHj3
(D)
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a elymeklaevin (M. Abe et. sl. US Pat. 2 835 675)

strukturnihe vzerce II

CHy—OH (11)

—CHy
H—N——

se vyskytuji pPedevsim ve sklerocifch rdznych druhd houby parazitujicich na divekych
travdch, Obe alkaloidy jsou rovn¥% obseZeny v saprofytnfch kulturdch Claviceps purpurea,
Claviceps paspali a Aspergilus funigatus. Elymoklavin byl izolovén i ze semen rostlin Zeledi
Convolvalaceae (A.- Hofmenn, Planta, Med. 9, 354 (1961})). Alkeloidy slou{ jako-surovina pro
parcidlnf syntézu komer¥n¥ vyznamngch deriv4td odvozenych od- ergolenového nebo ergolinového
skeletu. (Tung-Chung Cheeng a H. R. Shough, Tetrahedron Letters 19, t 627 (1977); E. Eich
Pharmezie 30, H¢8 (1975), M. Semonsky a N. Kucharszyk, Coll. Czech. Chem. Commun. 33,

577 (1968), J. Kfepelka et. al., Coll, Czech. Chem. Comuun. 42, | 412 (1971 .

Zpisob vyreby uvedenych alkaleidd v&etn& izolace popisuje ¥s. autorské osvdd¥eni
&. 199 986 (1980). PPi izolaci alkaloidd uvedenym postupem dochdzi obvykle k tvorbd
obtiZnd d8litelngich emulzi. K d&leni obou alkeloidd sloupcoveu chrematografii je nutne
pouiit vysokych ndsobkd silikegelu & velkych objemd rozpou¥tddel. Postup neni vhodny
k pouziti v preveznim m&Fitku.

Uvedené nevyhedy odstranuje zpiseb podle vynélezu, ktery Fedi zpracevéni fermentadni
tekutiny nebo mycelia rdznych obsahd i alkeleidniho spektra. Zpracovéni se s vyhedou
prevede tek, %e zalkelizovend fermentalni tekutina po pP{pedném odstrendni glukeni, resp.
ovlh&end a zalkelizované mycelium se extrahuje organickymi rozpeustddly nebe sm¥sf
organickych rozpoustddel. Pou?ijf se s vodou nemfsitelnd rozpoustddle jeke je chleroform,
methylenchlorid dichlerethen, ethylacetdt, butylacetdt, ether nebo Jejich sm¥si s pe-
14rnéj3imi rezpoustddly, Jjako jsou nii3f alifatické alkohely. S vyhodou se pouZije
sm¥s ethylacetdtu s Jednim a% deseti procenty ethenelu. Alkeloidy z takto ziskenéhe
orgenického roztoku se extrakci prevedou do vednéhe reztoku anerganické kyéeliny Jako
je kyseling fosfereénsd, chlorovodikovd, sirevd nebo orgenické kyseliny jako je kyse-
lina vinnd s vyhedou do 0,5 a 1 % rozteoku kyseliny citronevé.
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Preextrahovédni alkaleidd z erganické de vedné fdze pedstatnd sni{Zf{ pfitomnest
deprevednych balastnich nealkeloidnich ldtek a umoZni dalsimi extrakcemi ¢dddlit elyme-
klavin ed doprevednych alkeleidd, pfipadn& i chaneklavinu.

Extrakci kyseléhe vednéhe roztoku alkaleidd ergenickymi rezpeustddly jake je
chlereferm nebe methylenchlorid s 0,5 a% 1 % ergenické kyseliny jake kyseling mandlevs,
benzeevd, nebe ftalevd s vyhodeu 0,5 % chlerefermevym reztekem kyseliny salicylevé se
dosdhne odddleni agreklavinu. Ziskeny extrakt se zbavi kyseliny salicylové extrakel
rezteken uhliZitsnu sednéhe e vedeu, erganicky reztek bdze agreklavinu se pak zahusti
na edparek, pf{padnd ddle zpracuje krystalizaci.

Rafinoveny kysely vodny roztok elymoklavinu se zalkslizuje na pH 9 a extrahuje s
s vodou nemisitelnymi organickymi rozpoustddly, piipadn&é sm¥si organickych rozpousdtédel.
Je moZno poufit stejnych rozpoultddel Jako pFi extrakei alkaloidd z fermentalni tekutiny.
Po odpareni extrakinfho #inidla se pevny odperek zZpracovévd na &isty elymoklavin
krystalizac{.

Ke kapalinovym extrekcim lze v provoznim m¥f{tku s vfhodou pouzit kontinudlnich
zplsobl extrakce, jako jsou rota¥ni extrektory nebo vibra&ni kolony.

V¥%e uvedeny zdkladni postup, kterym lze zpracovat produkty fermentace s vysokym
obsahem balastnich ldtek i doprovodnych neZddoucich elkeloidd lze vfhodnd modifikovat
@ gjednodudovet podle charakteru vychoz{ fermenta¥ni tekutiny nebo mycelia a poZedavid
na kvalitu vyizolovenych alkeloidd.

Izolaci alkaloidd z fermenta¥nich tekutin obsshujicich mélo doprovodnych balastnfch
ldtek lze zjednodu3it a postupovet tak, Ze po pfipedném odstrandni glukemd se k fermen-
‘tadni tekutind pFidé kyselina s vyhodou kyseline vinnd na 0,5 a¥ 1% roztok e provede se
p¥imo extrakce roztokem orgenické kyseliny. Z kyselé fermentedni tekutiny zbevené egro-
klavinu se po alkalizaci extrshuje elymoklavin. .

K izolaci elymoklavinu z pdd nebo mycelii, které obsahuji pfevahu elymoklavinu,
neni nutné poufivat sloZity vySe popisovany d&lici extrek&ni{ postup, ale je moZno
vyuZit schopnosti d&leni obou alkaloidd krystalizaci. Krystalizaci Je mo#no provést
u mdlo zmelikt¥nych extraktd pidy nebo mycelia z &dstelnd zkoncentrovaného extraktu
po predi¥téni pres aktivni uhli{.

Zv145t8 vyhodného d&liciho efektu Je dosaZeno pPi krystelizaci ze sm&si ethylacetdtu
s 1 a%¥ 10 % etanolu. Vyrazného &isticfho & d¥licfho efektu je dosa%eno i krystalizsci z meta-
nolického roztoku odberveného sktivnim uhlim. Krystalizaci je moZno zaradit v kterékoliv fézi
izole¥niho postupu, kdy je moZno alkeloidy ziskat v pevné form& odpa¥enim organického
rozpoustddle, p¥ipadnd vysrdZenim z vodného roztoku. KJ

Oprevou pH vodného roztoku alkaloidd na hodnotu 8 - 9 lze elkeloidy v dobrém
vitsZku vysrdset. Cistota vysrdZengch alkeloidd je zévisld na obseahu balastnich ldtek
ve vychozim-vodném roztoku. Vysrdfenim alkaloidd pfimo £ fermentainf tekutiny lze dosdhnout
ve srafenin® sumdrniho obsahu alkaloidd okolo 40 %, kdeZto obseh alkaloidl ve sraZening
ziskané dpravou pH kyselého vodného extraktu ze zdkladniho postupu pfevySuje 80 %,
VytdZek srd¥enf (i kvelita sraZeniny) nepfimo zdvisi na obsahu orgenickfch rozpoudtddel
v kyselém vodném roztoku. Alkeloidy, které vlivem rozpustnosti zistévajf ne#ysréﬁené,je
moZno ziskat ndsledujfci extrakc{ do orgenického s vodou nemisitelného rozpoustddla,
nebo smdsi rozpoustddel nejlépe shodnou s pouZitou k prvni extrakci pidy nebo mycelia.

~

Uvedené postupy bliZe wysvdtli ndsledujici pFiklady, které viak neomezuji rozssh
vyndlezu. Uvdd&nd % jsou % hmotnostni.
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PPiklady provedeni

: 1. 850 ml fermentalni tekutiny s obsehem 3 600 yg/ml obou alkaloidd s pomdrem elymo-
‘klavinu : egroklavinu i : 1,6 se nafed{ 850 ml acetonu, vysréfené glukeny se odfiltruji
8 nededdnd pide se zbavi acetonu odpafenim ne rota¥ni vekuové odparce ze vakua vodn{
pumpy p¥i teplotd 40 °C. Takto upravend pide se zalkalizuje 10% emoniskem ne pH 9 a
extrahuje sh¥s{ ether : methenol 8 : 2 (obj/obj). Alkeloidy se pPeextrehuji do 1% roz-
toku kyseliny citronové 8 ze spojenfch extraktd se odstreni egroklevin opakovanou
extrakci 0,5% roztokem kyseliny salicylové v chloroformu. Spojené extrekty se vytiepou

3 x. 100 ml 10% roztoku sody a 3 x 100 wl vody. Chloroformovy extrakt se po vysuseni
siranem sodnym zshust{ ne odparek. Ziské se 1,2 g agroklavinu s celkovym obsahem

90,6 % (bezvodd titrece), obsshujici 97,5 % asgroklavinu e 2,5 % elymoklavinu (HPIC).
Elymoklavin se z{ské opekovanou extrekci zelkaelizoveného roztoku kyseliny citronové

sm¥si ether : methanol 8 : 2. Spojené organické extrakty se po vysuSeni zshusti na
pénovity odperek. (0,95 g, celkov§ obsah alkaloidd 80 % (bezvodd titrace), 95 % elymokla-
vin, 1,6 % agroklavin, 3,4 % ostatni (HPIC)Y).

2, 100 g mycelia se ovih¥i 20 ml vody obseshujici 3,3 ml-koncentroveného amonieku e
nechd 4 hodiny stét, poté se perkoluje 300 ml sm3si ethylacetdtu : ethenolu 0,5 : 0,5.
Takto ziskeny extrekt se vytlepe 3 x 50 ml 1% kyseliny vinné. Spojené extrakty se extrahuji
chloroformem s 0,5 kys. salicylové. Rafinoveny kysely extrakt se na vakuové odparce
sbavi orgenickych rozpustidel a zalkelizuje na pH 9. Suspenze vysrédZenych alkaloidd se
vychledi na teplotu 5 9: a alkaloidy se odfiltruji. Srafenina po vysufieni{ a prekrystalo-
véni 5 methanelu poskytne 0,6 g elymoklavinu 99% Zistoty.

3. 500 ml fermenta¥ni tekutiny s obsehem 1 500‘pg/m1 elymoklavinu a 500/ug/m1
agroklavinu se upravi ne 1% roztok kys. vinné e extrehuje 0,5 % roztokem kys. benzoové
ve smési ether : methenol 9 : 1. Rafinovand pdde s obsahem kyseliny vinné s 10% esmoniakem
salkalizuje na pH 9 a opakovend extrahuje methylenchloridem, spojené orgenické vyiFepky
se po vysudeni sshusti na odparek. Z{ské se 0,7 g elymoklevinu s celkovym obsahem 92 %.
(97 % elymoklavinu, 1,5 % agroklavinu a 1,5 % ostatnich alkploidd (HPIC)). Spojené
extrakty - ether-methenol s 0,5% kys. benzoové, obsahujici egroklavin, se vytfepou
2 x 100 ml 10% roztoku sody & 150 ml vody. Orgenickd féze se vysusdi sireanem sodnym @
zahust{ na odparek. Ziskd se 0,2 g agroklavinu celkovy obseh 91 %, 96 % egroklsvinu
4 % elymoklavinu (HPLC).'®

4. 2 000 ml fermentadni tekutiny s obsahem 1 700 ng/uml elymoklavinu & 300 pg/ml
egroklevinu se nafedi 2 000 ml ethsnolu @ nechd stdt pPi teplotd 0 a% 10 °¢ do druhého
dne, Vysrdiené glukédny se odfiltruji pies vrstvu k¥emeliny e filtrdt se na rotedni
vakuové odparce zbavi ethanolu. Odglukenovand pide se zalkalizuje 10% roztokem sody
na pH 9 a extrshuje 4 x 800 ml ethylacetdtu s 1-% ethanolu. Spojené extrakty se zahusti
ne desetinu pivodniho objemu & p¥i teplotd -5 9C ge nechaji 4 hodiny krystalovat, krystel
se odfiltruje a promyje ethylacetdtem. Po vysuSeni se ziskd 2,8 g krystalu s celkovym
obsahem elkaloidd 92 %, 96 % elymoklavinu & 4 % egroklavinu.

5. 1 000 1 fermenta¥ni tekutiny zbevené glukand podle pkikladu 1 se zalkalizuje 10%
ameniakem na pH 9 e extrahuje se 3 000 1 smdsi ether : ethanol 8 : 2 na vibradnim
extraktoru s 30 teflonovymi peatry. Ndtoky fdz{ do extraktioru se nastav{ v pom3ru 1 objem.
d11 fermentovend pidy na 3 obj. dily smési rozpquétédel; Celkové prosazeni se voli
15 m3/m2 h. Disperguje se t3%i3{ fdze, frekvence kmitd Je 100 a% 150/min, Ziskeny extrakt
se extrahuje opét na vibra&nim extraktoru 1% roztokem kyseliny citronové. Na 3 obj.
dily organické féze se pouiije 1 obj. di1 vodné fdze. Celkové prosezeni Je 20 w3/m? h,
frekvence kmitd 150 a%¥ 200/min, disperguje se 18381 fdze. Kysely vodny extrakt se ddle
extrahuje chloroformem s | % kyseliny salicylové, Extrahuje se na odstredivém extraktoru
typu Luwesta nebo Podbielniak.
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Voli se pomdr 2 d{ly vodné fédze na 1| d{l chloroformu. Vodnd fdéze, zbevend pFedchozi
extrakci agroklavinu, se extrahuje chloroformem, op¥t na odstFedivém extraktoru s po-
mérem fdzi 1 :.1, Zisken} chloroformovy extrakt se zahusti, pievede do metenolu a kryste-
luje ne &isty produkt.

PREDMET VYINALEZU

1. Zpldsob izolace a d¥len{ alkeloidd agroklevinu e elymoklavinu vyznedeny tim, Ze
se fermentadni tekutina zalkalizovand ne pH 8,5 a% 9,5 po pripadném odstrandni glukeni,
nebo ovih¥ené a zalkelizovené mycelium, vyextrahuje s vodou nemisitelnym rozpout&dlem
Jako je chloroform, methylenchlorid, ether, ethylécetét nebo sm¥si tdchto rozpoustddel,
s Jednim a% deseti objemovymi procenty ethanolu nebo methenolu, s vjhodou ethylacetdten
s 5 objemovyimi procenty ethenolu, alkaloidy se extraskc{ pFevedou do vodného 0,5 a% 1B%
hmot. roztoku kyseliny vinné nebo citronové a provede se separace alkeloidd tim, Ze
agroklavin se extrakci prevede do 0,5 a% 1 % hmot. roztoku kyseliny salicylové v chloro-
formu a po zalkaslizovéni na pH 9 se vyextrahuje elymoklavin s vodou nemisitelnym roz-
poustddlem nebo sm¥si rozpoult¥del jako p¥i prvni extrekci, z nich¥ se izoluje odpafe~-
nim'rozpouatédla nebo krystaslizaci.

2, Zplisbb podie bodu 1, vyznadujici se tim, Ze se fermentaini tekutina po okyseleni
kyselinou vinnou nebo citronovou na 0,5 2% 1 % hmot. roztok p¥i{mo extrahuje roztokem
kyseliny salicylové v chloroformu o koncentraci 0,5 a% 1 % hmot.

3. Zpisob podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze se extrakt alkaloidd s prevahou
minimdlnd 80 % hmot. elymoklavinu v organickém rozpouXt¥dle, jako je chloroform, ether
methylemnchlorid nebo sm¥si t&chto rozpoustddel s jednim a% deseti objemovymi procenty
ethanolu nebo methenolu, odpef{ na desetinu pivodniho objemu & krystalizac{ se ziskd
elymoklavin,

4, Zpﬁsob'podle bodd 1 a 2, vyznadujici se tim, Ze se ziskeny kysely vodny vy¥luh
alkeloidl zalkalizuje na pH 8,5 a% 9 a vyloulené alkaloidy se izoluji filtraci,
3
5. Zpiseb podle bodd 1, 2, 3, 4 vyznadujfci se tim, Ze se kapalinovéd exirakce provédi
kontinudlnd. :
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