Opublikowano dnia 31 pazdziernika 1960 r.

BIBLIOTERS

Urzedy Pe tentoweg
Palskiei Bzecty:cepalite] |

POLSKIE) RZECZYPOSPOLITE] LUDOWE]
OPIS PATENTOWY

Nr 43326

KL 30 h, 2/03

Sandoz A. G.*)

Bazyleja, Szwajcaria

Sposéb otrzymywania psylocybiny i psylocyny

Patent trwa od dnia 10 stycznia 1959 r.

Pierwszenstwo: 21 lutego 19538 r. dla zastrz. 2;
30 lipca 1958 r. dla zastrz. 1, 3—11. (Szwajcaria)

Wynalazek dotyczy sposobu otrzymywania
z pewnych gatunkéw grzybéw dotychczas nie-
znanych substancji o dzialaniu psychotropo-
wym, psylocybiny i psylocyny. Sposdéb wedlug
wynalazku polega na tym, Ze z Psilocybe
mexicana Heim albo ze sztucznie wyhodowane-
go materialu grzybowego, otrzymanego z kul-
tur lub biologicznych wariantéw albo mutan-
tow tego grzyba przez zaszczepianie natural-
nych lub sztucznych pozywek i dojrzewanie
tych kultur na Swietle lub w ciemnosci w sta-
lej temperaturze miedzy 18 i 27°C, ekstrahuje
si¢ wedlug znanych metod substancje czynne
a nastepnie oczyszcza, oddziela od siebie
i ewentualnie uwalnia od chlorowca.

Précz tego stwierdzono, ze psylocybine i psy-
locyne 1ozna otrzymaé w stanie czystym
zgodnie z wyzej przytoczonym sposobem po-
slepowania, wychodzac z materialu grzybowego

¥) Wilasciciel patentu oswiadczyl, ze twdrecg
wynalazku jest Roger Cailleux. :

pochodzenia naturalnego rodzajéw Psilocybe,
Stropharia, Conocybe, Panaeolus, Amanita lub
Russula lub ze sztucznie wyhodowanego mate-
rialu grzybowego, otrzymanego z kultur po-
szczegblnych gatunkéw grzybow albo ich bio-
logicznych wariantéw lub mutantéw.

Jest juz rzecza znang (R. Heim, C.r. hebd.
Seances Acad. Sci. 242, 965 (1956)), ze szereg
gatunkéw grzybéw pochodzenia naturalnego
z Meksyku, Wschodniej Syberii, Kamczatki i in-
nych krajéw Azji i Ameryki stosuje sie do
celow rytualnych lub jako uzywki albo $rodki
oszalamiajace. Wywoluja one swoiste dzialanie
na cialo, a przede wszystkim na psychike czlo-
wieka. Przy tych, tak zwanych grzybach halu-
cynacyjnych chodzi o nastepujace rodzaje: Psi-
locybe, Stropharia, Panaeolus, Conocybe, Ama-
nita, Russula. Dotychczas nie udalo sie jednak
wyizolowaé substancii czynnych ani z grzybéw
pochodzenia naturalnego ani z materialu grzy-
bowego sztucznie wyhodowanego. Nie potra-
fiono réwniez wychodzac z grzybéw (o wlasci-



Wosciach halucynacyjnych) pochodzenia natu-
ralnego wyhodowaé w laboratorium takich
gatunkow, w ktérych tworzylyby sie substancje

czynne w ilosci wystarczajgcej do otrzymania

tych cial w skali preparatywmej.
' Wynalazek dotyczy sposobu, wedlug ktérego
: mozna otrzymaé dotychczas nieznane substan-
i cje czynne gatunkéw grzyb6éw halucynacyjnych,
‘."..przede wszystkim Psilocybe mexicana Heim,
Psilocybe caerulescens Murrill var. Mazateco-
rum Heim, P. caerulescens Murrill var. nigri-
pes Heim, P. Zapotecorum Heim, P. semper-
viva Heim i Cailleux, P. Aztecorum Heim,
Stropharia cubensis Earle. Te substancje czyn-
ne mozna otrzymaé¢ w stanie czystym wedlug
znanych metod, albo bezposrednio z materialu
grzybowego pochodzenia naturalnego albo
z materiaiu grzybowego wyhodowanego z kul-
tur, wywodzacych sie 2z naturalnych lub
z sztucznych substratow, przy czym hodowle
iych. kultur prowadzi sie¢ wedlug takich me-
tod, ktére pozwolilyby otrzymaé substancje
czynne w iloSci technicznie przydatnej.

Spos6h postepowania jest przewaznie naste-
pujacy: dla hodowli na naturalnych substratach
sporzadza sie kompost z przefermentowanej
slomy pszenicznej, mieszanki lici i lodyg ku-
kurydzy oraz zdzbel dzikiej trawy, ktéry na-
stepnie przemywa sie duzg iloScig biezgcej wo-
dy, rozdrabnia w glinianej misie i sterylizuje
w autoklawie. Kompost zaszczepia sie grzybnia
z pierwotnych kultur i poddaje dojrzewaniu
w ciggu okolo dwoéch tygedni w temperaturze
24-—27°C, kultury za§ pokrywa sie sterylnym
piaskiem i pozostawia w temperaturze 18—27°C
w szklanych skrzynkach na $§wietle dziennym,
utrzymujac przy tym staly wilgotnosé. Po
czterech do pieciu tygodniach ukazuja sie owoc-
nie: - zbiory nastepuja w ciggu jednego do
dwéch miesiecy od zaczecia tworzenia sig za-
rodnikéw.

Poniewaz jednak otrzymanie na tej drodze
wiekszych iloSci materiatlu wyj$ciowego jest
kiopotliwe, opracowanc inne metody hodowli.
Stwierdzono przy tym nieoczekiwanie, ze grzy-
by in vitro nastawione na substratach boga-
tych w pozywke tworza zamiast grzybni z owoc-
niami w duzej iloSci prawie wylacznie aktywna
grzybnie i czedciowo sklerocje, za§ ma substra-
tach ubogich w poZywke znane owocnie. Na
przyklad dla pozywki na podlozu agarowym
(c zawartosci 1,59, agaru) optimum wytwarza-
nia -si¢ owocni lezy przy stezeniu suchej sub-
stancji ekstraktu stodowego od 0,2—0,7%, na-

tomiast optimum wytwarzania sie grzybni -
i sklerocji lezy przy stezeniu 4—10%, zaleznie
od gatunku grzyba.

Podczas gdy do tworzenia sie owocni nie-
zbedne jest S$wiatlo dzienne, stwierdzono
w przeciwienstwie do tego, ze przy dojrzewa-
niu kuliur w ciemnodci zachodzi gléwnie ob-
fite wytwarzanie sie sklerocji lub grzybni.
Najlepsze wydajnoSci aktywnego materiatu
grzybowego (grzybni i sklerocji) otrzymuje sie
wtedy, gdy kultury powierzchniowe nastawi
cie na roztworze pozywki z ekstraktu stodo-
wego (brzeczki piwnej lub handlowego prepa-
ratu ekstraktu slodowego) o zawartosci 4—10%,
suchej substancji i gdy te kultury pozostawi
si¢ do dojrzewania w ciemno$ci w stalej tem-
peraturze miedzy 22—26°C. Dla dobrego wzro-
stu nalezy doda¢ do roztworu pozywki 0,2%,
agaru. W tym prawie cieklym os$rodku grzyb
znajduje dostateczny punkt oparcia do szybkie-
go wylworzenia zamknietej pokrywy grzybni.
Dodatek soli Fell jest niezbedny, oprocz tego
ckazuje sie, ze bardzo korzystnie wplywaja
dodatki soli cynku, potasu, wapnia i magnezu,
zawierajgce jony azotanowe, fosforanowe i siar-
czanowe, jak réwniez ekstraktu drozdzowego
lub namoku' kukurydzianego.

Ten sposéb hodowli oznacza wielki postep
techniczny, gdyz pozwala w Kkrolszym czasie
i przy mniejszym nakiadzie pracy w poréwna-
niu z hodowlg na naturalnych substratach,
otrzymac ponad dziesiecickrotnie wigkszg wy-
dajnos¢ aktywnego materialu wyjsciowego.

Aktywny material grzybowy (owocnie, skle-
rocje lub grzybnie) suszy si¢ ostroznie w stru-
mieniu powietrza lub w prozni w temperaturze
20—40°C, drobno miele i dokladnie ekstrahiije
woda, nizszym alkoholem alifatycznym 1ub
mieszaning wody i rozpuszczalnika organicz-
nego mieszajacego sie z woda. Ekstrakcje
przeprowadza si¢ w {emperaturze pokojowej.
Ektrakty odparowuje sie w prézni w niskiej
temperaturze, a pozostalo§¢ odtluszcza sie ete-
rem naftowym i ekstrahuje acetonem Ilub
mieszaning chloroform-alkohol, w celu uwol-
nienia jej od nieaktywnych substancji towarzy-
szacych. Pozoslale substancje balastowe oddzie-
la sie przez rozpuszczenie pozostaloSci w moz-
liwie malej ilo§ci wody i powtérne wytracenie
za pomoca bezwodnego etanolu albo acetonu.
Przesacz odparowuje si¢ W préZni w niskiej
temperaturze.

Dalsze oczyszczanie odbywa sie¢ na drodze
chromatograficaznej w kolumnie z proszkiem
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celulozowym. Eluacje przeprowadza sie za po-
mocg butanolu ' nasyconego woda lub innego
alkoholu nie mieszaj’qcego si¢ z wodgy. Pobrane
frakcje pcddaje sie probie z cdczynnikiem
Kellera (chlorek zelaza w. kwasie octowym
i stezony kwas siarkowy) na zawarto$¢ sub-
stancji czynnych. Frakcje wykazujace dodatnig
reakcje barwng laczy si¢ i w razie potrzeby
poddaje pcnownemu rozdzieleniu na kolumnie
chromatograficznej wypelnionej proszkiem celu-
lczowym. Z chromatogramu eluuje sig¢ strefe
szybciej przesuwajaca sie, ktéfa daje czysto
niebieskie zabarwienie w reakcji Kellera,
i z ktérej otrzymuje si¢ substancje czynng
zwang ,psylocyng*, podczas gdy z wolnie]j
przesuwajacej sie strefy otrzymuje si¢ druga,
przewazajaca pod wzgledem iloSciowym sub-
stancje czynng ,psylocybine“, ktéra daje fiole-
towg reakcje barwnag.

Otrzymane P kolummny juz w dos¢ czystej
postaci substancje czynne, zawierajg chloro-
wiec i z lego wzgledu nie krystalizujg. Dopie-
ro na drodze obrobki chemicznej mozna usu-
naé chlorowiec, przez co otrzymuje si¢ zwigzki
zdolne do krystalizacji. W tym celu roztwoér
wodny cial czynnych traktuje si¢ weglem
srebrowym a przesgcz uwalnia si¢ od nadmiaru
jenéw srebrowych za pomoca siarkowodoru.
Nastepnie przesacz zageszcza sie¢ w prézni
w niskiej temperaturze, przy czym ze stezo-
nego roztworu kfystalizuja substancje czynne.

Do celé6w analitycznych psylocybing pod-
daje si¢ ponownemu przekrystalizowaniu z me-
tanolu lub z wody. Z wody otrzymuje si¢ drob-
ne, $nieznobiale igielki, z metanolu — bezbarw-
ne szeSciokgtne plytki lub pryzmy, zawierajace
metanol, kiére topig sie z rozkladem w tempe-
raturze 195—200°C. Otrzymany zwigzek rozpu-
szcza si¢ w 120 czeSciach objeto$ciowych wrzg-
cego metanolu lub w 20 czesciach objetoscio-
wych wrzacej wody: w wyzszych alkoholach

lub w innych rdzpuszczalm‘kach organicznych

jest on bardzo trudno rozpuszczalny lub cal-
kowicie nierozpuszczalny.

Do analizy suszy sie¢ czystag substancje
w prézni w temperaturze 100°C, przy czym
nastepuje ubytek ciezaru réwny 10,4%,. Wyniki
analizy elementarnej odpowiadajag wzorowi
sumarycznemu C;;H;;O,N,P (ciezar czasteczko-
wy 284,2). Psylocybina jest zwigzkiem amfote-
rycznym, optycznie nieczynnym i rozpuszcza
sie latwo z wytworzeniem soli w rozcienczo-
nych wodnych roztworach kwaséw mineral-
nych i alkaliéw. Roztwér psylocybiny w 809,-5-

wym roztworze wodnym etanolu reaguje: stabd

~kwasno (pH = 5,2). Widmo ultrafioletowe w roz-

tworze metanolowym wykazuje maksima przy
222, 267 i 290 myp .

Do analizy psylocyne oczyszcza si¢ przez po-
rowne chromatografowanie na kolumnie - wy-
pelnionej proszkiem celulozowym za pomocy
nasyconego woda butanolu lub przez traktowa-
nie kwasnym weglanem sodowym w roztworze
wodnym i wytrzgsanie z eterem lub innym
rozpuszczalnikiem organicznym. Wyniki analizy
elementarnej odpowiadaja wzorowi sumarycz-
nemu C;yH;(NO,. Psylocyna Kkrystalizuje z me-
tanolu lub z acetonu: jest ona umiarkowanie

-rozpuszczalna w wodzie a latwo rozpuszczalna

w mzciehczonym kwasie. Temperatura topnie-
nia 173—176°C (rozklad). )

Psylocyna charakteryzuje sie widmem ultra-
fioletowym (w roztworze metanolowym) o mak-
simach przy 222, 260, 267, 283 i 293 m . oraz
reakcja barwng Kellera, w ktérej w przeci-
wienistwie do psylocybiny ~ daje zabarwienie
czysto niebieskie. C

Przy wstrzykiwaniu podskérnym . lub . poda-
waniu doustnym 2—8 mg psylocybiny wywoluje
ona u ludzi objawiajace si¢ na zewnatrz po-
czucie blogostanu, ktéremu towarzyszy brak
pobudliwosci i apatia. Przy wyzszych dawkach
wystepuja obok objawow wegetatywnych pew-
ne dostrzegalne zmiany zewnetrzne. Oméwione
zwigzki mogg by¢ stosowane do badania cho-
réb umyslowych i psychoz réznorodnego po-
chodzenia oraz mogg byé stosowane jako.sku-
teczny Srodek pomocniczy przy leczeniu. psycho-
terapeutycznym psychicznie chorych.

Przyktad 1. Psylocybina i psylocyna z Psi-
locybe mexicana Heim pochodzenia naturalne-
go. .

Do hodowli na naturalnym substracie spo-
rzadza si¢ kompost .z przefermentowanej slomy
pszenicznej. Kompost przemywa sie duzg ilos-
cig biezgcej wody, rozdrabnia w glinianej
misie, sterylizuje w autoklawie, a  nastepnie
zaszczepia grzybnig z pierwotnych kultur i pod-
daje dojrzewaniu w ciggu okolto 2 tygodni
w temperaturze 24—27°C. Po tym czasie kul-
tury przykrywa sie sterylnym piaskiem i pozo-
stawia w szklanych skrzynkach na $wietle
dziennym w temperaturze 21—22°C. Po 4 do 5
tygodniach pojawiajg sie owocnie: zbiér na-
stepuje w ciggu jednego do dwéch miesiecy
od chwili kiedy zaczely sie tworzy¢ zarodniki.



Dojrzale owocnie Psylocybe . mexicana “Heim
‘suszy si¢ nastepnie ostroznie w strumieniu po-
‘wietrza w temperaturze 30°C. 54 g Jwysuszo-
nych grzybéw miele .sie¢ drobno i wyirzasa
jeden raz z 600 ml i trzykrotnie z 300 ml
metanolu . w ciggu 1/2 godziny. Ekstrakty
oczyszcza sie i odparowuje w prézni do su-
chosci. Pozostaly¢é 12 g. .

Pozostato§¢é po ekstrakcji metanolem uciera
sie czterokrotnie z 250 ml eteru naftowego
i jeszcze 3 razy ze 100 ml chlor)formu z do-
datkiem 10%, alkoholu w celu usuniecia tlusz-
czéw. Nierozpuszczona jeszcze pozostalosé roz-
puszcza si¢ w 10 ml wody i powoli zadaje
100 ml absolutnego alkoholu, przy c¢zym roz-
iwér wzbogaca si¢ w substancje czynna. Te

operacje powtarza sie jeszcze 2 lub 3 razy.

Zdekaniowane roztwory odparowuje sie w
prozni do suchosci, ponownie rozpuszcza w me-
tanolu i zadaje 20 g proszku -celulozowego
z dodatkiem 59, wody. Metanol pon>wnie od-
parowuje si¢ w prozni a proszek celulozowy
obcigzony substancja czynng wprowadza sie do
kolumny wypelnionej 100 g sproszkowanej ce-
lulozy z dodatkiem 5%, wody (kolumne oczysz-
cza sie¢ uprzednio przez przemycie butanolem
nasyconym wodg). Eluacje przeprowadza sie
za pomocg butandlu nasyconego woda i odbie-
ra sie frakcje po 20 ml. Pozostalos¢ po odpa-
rowaniu poszczegélnych frakeji poddaje sie
probie na zawarto§¢ substancji czynnych za
pomocg barwnej reakcji Kellera. W tym celu
0,25 mg probki z pozostalosci po odparowaniu
traktuje sie¢ 2 ml odczynnika Kellera.

Frakcje o dodatmiej reakcji barwnej Ilgczy
sie. Bezpostaciowy proszek »riazpuszcza. isie
w 20 ml wody i wytrzasa z 0,5 g weglanu
srebrowego. Po przesgczeniu usuwa sie z roz-
tworu jony srebrowe za pomocg siarkowodoru
a nastepnie roztwér ostroznie 2zageszcza sie.
Ze stezonego roztworu krystalizuje psylocybina
p>d postacig bezbarwnych, drobnych igiel (wy-
dajno§é 200 mg).

Psylocyne otrzymuje si¢ z owocni tylko w
iloSciach $ladowych.

Psylocybine otrzymuje si¢ w stanie anali-
{ycznie czystym po powtdérnym przekrystalizo-
waniu z metanolu lub wody. Rozpuszcza sie
ja w 120 czeSciach wagowych wrzacego me-
tanolu Jub w 20 czeSciach wagowych wody
w temperaturze wrzenia. Z metanolu otrzymuje
sie bezbarwne pryzmy, kiére topig si¢ w tem-
peraturze 195—220°C z réwnoczesnym rozkla-
dem. ’ T

i amfoteryczny. Rozpuszcza

Podane wartosci odpowiadajg wedlug analizy
wzorowi sumarycznemu Cy3HyO3N,Py. Widmo
ultrafioletowe otrzymane w metanolu wykazuje
nastepujgce maxima:

222 mp , 267 mp i 290 myp,

Nowa subsiancja czynna posiada charakter
sie¢ ona zaréwno
w rozcienczonych wodnych roztworach alka-
libw jak réwniez w wodnych roztworach kwa-
sOw. Roziwér psylocybiny w 80%-owym wod-
nym roztworze alkoholu reaguje kwasno
(pH-5,2).

Przyklad II. Otrzymywanie psylocybiny
i psylocyny z Stropharia cubensis Earle po-
chodzenia naturalnego.

Owaocnie Stropharia cubensis Earle zebrane
w Meksyku suszy si¢ na powietrzu, w cieniu,
w temperaturze pokojowej. 24,2 g wysuszonej
cwocni miele sie¢ drobno i wytrzgsa sie¢ w tem-
peraturze pokojowej jeden raz z 300 ml i trzy
razy z 150 ml metanolu w ciggu 1/2 gidziny.
Ekstrakty laczy sie i odparowuje w prozni do
suchosci. Pozostalo§¢ (6 g) w czlu odluszczenia
uciera sig¢ czterokrotnie z 125 ml eteru naito-
wego a nastepnie trzykrotnie z 50 ml chloro-
fgrmu zawierajacegs 10%, etanolu. Nieroz-
puszczony jeszcze reszte w ilcsci okolo 5 g
rozpuszczi sie w 5 ml wody i z roztworu
tego wytrgca sie inne substancje towarzyszace,
przez powolne fraktowanie 30 ml absolutnego
etanolu, przy czym roztwér wzbogaca sie
w substancje czynne. Oczyszczanie na tej sa-
mej dridze powtarza sie jeszcze dwu- lub
trzykrotnie. Zdekantowane roztwory 1gczy sie
i odparowuje w prézni do suchoéci. Pozosta-

" }08§¢ roztwarza si¢ w metanolu i traktuje 10 g

praszku celulozowego z dodatkiem 5%, wody.
Metanol odparowuje si¢ w prézni a proszek
celulozowy zawierajacy. :;ubstaﬂcje czynng
wprowadza sie na kolumne wypelniong 50 g
proszku celulozowego zawierajacego 5%, wody
(uprzednio koiumne przemywa sie butanolem
nasyconym wod3). Eluacje przeprowadza si¢
za pomocg nasyconego woda butanolu i od-
biera frakcje po 10 ml. Poszezegodlne frakcje
odparowuje sie w wysokiej prézni przy tem-
peraturze lazni najwyzej 50°C i przeprowadza
prébe na zawartosé substancji  czynnych za
pomoca lodowatego kwasu octowego, zawie-
rajgcego chlorek Zelazowy oraz stezonego kwa-
su siarkewego. W tym celu probki pozostalo$ci
po 0,85 mg tiaktuje sie 2 cm® odczynnika Kel-
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-lera. Frakcje czynne daja fioletowe (psylocybi-
na) lub czysto niebieskie (psylocyna) zabarwie-
_nie w reakeji Kellera. ‘

Frakcje dajace dodatnia reakcje barwng
o tym samym zabarwieniu l3czy sie¢ razem.
Bezpostaciowy proszek otrzymany jako pozo-
stalo§¢é po odparowaniu powyzszych frakecji
rozpuszcza si¢ w 2 ml wody i wytrzasa z 0,25 g
weglanu srebrowego. Po przesgczeniu usuwa
sie nadmiar jonéw srebrowych siarkowodorem.
Z roztworu zageszczonego w warunkach za-
chowawczych krystalizuje psylocybina pod po-
stacia bezbarwnych drobnych igiel. Ofrzymuje
si¢ 58 g krystalicznej psylocybiny, ¢> odpowia-
da wydajnoéci 0,24%, w odniesieniu do wysu-
szonej owocni, oraz $lady psylocyny.

Przyktltad III. Oirzymywanie psylocybiny
i psylocyny z czystych kultur Psilocybe sem-
perviva Heim et Cailleux.

a. Otrzymywanie szczepionki:

Czyste kultury z -zarodnik6w meksykanskich
grzybow kapeluszowych Psilocybe semperviva
Heim et Cailleux wprowadza sie na pozywke
7z brzeczki piwnej i agaru. W tym celu zarod-
niki opadajace 2z blaszek dojrzalej owocni
chwyta sie ma sterylng podstawke, wprowadza
na brzeczke piwng z agarem i poddaje dojrze-
waniu. Z tak wytworzonych kultur pierwot-
nych otrzymuje si¢ w nastepujacy sposéb ma-
terial do zaszczepienia:

Grzybnie przy sterylnym doplywie wody ze-
skrobuje sie ostrg lopatkg tak, ze powstaje
zawiesina zawierajagca drobne klaczki grzybni.
Ta zawiesing zaszczepia si¢ kolbki Erlenmeye-
ra, ktére zawierajg pozywke i wypelnienia
porcelanowe w ksztalcie siodelkowatym. Naj-
lepiej przeprowadza si¢ doswiadczenia w kolb-
kach Erlenmeyera o pojemno$ci 300 ml, za-
wierajgcych 50 g wypelnienia w' ksztalcie
siodelkowatym (wielko§¢é 1 cm, cigezar okolo
0,9 g) i 80 ml pozywki, skladajacej si¢ z brzecz-
ki piwnej o zawartosci okolo 4%, suchej sub-
stancji i 0,29, agaru.

_Kultura dojrzewa w temperaturze 24°C, po
uplywie dwoch tygodni tworzy sie na po-
wierzchni $cisla pokrywa grzybni. Calg kultu-
re wytrzasa sie¢ w ciagu 30 minut na wstrza-
sarce obrotowej, przy czym siodelkowate wy-
pelnienie swymi ostrymi krawedziami powoduje
zmielenie grzybni. Wytwarza sie przy tym
drobna zawiesina klaczkéw grzybni. Tak
otrzymana szczepionka wystarcza do zaszcze-
pienia 59 litrow pozywki.

b. Otrzymywanie kultury:
Swiezg jasng brzeczke piwng ‘bez- dodatku
chmielu rozciencza sie wodg do zawartodci 8%,

suchej substancji.© Jeden litr tego roztworu

zawiera: ’ : : - -
FeSO; - 7H,0 0,00417 g
ZnS0O; - TH,O 0,00172 g -
Ca(NO3), 1,0 -
KI,PO, 0,0624 g
MgSO; . TH,0 0,0624 g
K1 0,0312 ¢
Agar-Agar 2,0 g

Te pozywke rozlewa si¢ w porcja.ch po 1 li-
trze do kolb penicylinowych i sterylizuje
w auloklawie w ciggu 25 minut w tempera-
turze 103°C. Po ochlodzeniu zaszczepia sie za-
wartoS¢ kolb za pomocg 2 ml zawiesiny,
P. semperviva Heim et Cailleux. Otrzymane
kultury dojrzewajag w ciemnosci w temperatu-
rze 24—26°C. Wytwarza si¢ pokrywa grzybni,
jak opisano pod IIla.

c. Wyodrebnienie materialu grzybowego:

Po siedmiu tygodniach dojrzala kulture prze-
sgcza si¢ przez gaze, material grzybowy wy-
ciska i suszy w prézni w temperaturze 30°C.
Z jednej szarzy 100 kolb penicylinowych, za-
wierajacych 100 litréw pozywki otrzymuje sie
przy zbiorze po uplywie 49 tygodni 2540 g
suchego materialu, to jest 25,4 g na lifr na-
stawionej pozywki. Przesacz z kultury, ktéry
zawiera tukZe pewnga ilo§é substancji ciyn_nych,
poddaje si¢ obrébce w taki sam sposéb jak
ponizej opisany material grzybowy.

d. Otrzymywanie substancji czynnych:

306 g wysuszonego materialu grzybowego
poddaje sie¢ dokladnemu sproszkowaniu i wy-
trzasa trzykrotnie z chlor>formem w iloéci po
500 ml a nastepnie trzykrotnie z chloroformem
zawierajacym 109, etanolu w iloéci po 500 ml. -
Nieaktywne substancje towarzyszace przecho-
dzg przy tym do roztworu w iloSci 28 &
Wstepnie wyekstrahowany material grzybowy
luguje sie wyczerpuvjgco jeden raz 3 litrami
i trzykrotnie po 1,5 litra metanolu. Polgczone
wyciagi odparowuje sie pod zmniejszonym
ciSnieniem do sucho$ci, przy czym pozostaje
jasno brunatny osad w ilo§ci 17,5 g. W celu
oddzielenia od zanieczyszczen ttuszczowych roz-
puszcza si¢ ten osad w 17,5 ml wedy .a za-
wiesine wytrzasa jeden raz z 500 ml i dwa
razy z eterem naftowym w iloSci po 250 ml.
Roztwér w eterze naftowym zawiera 07 g
niektywnych Substancji towarzyszacych.. Po-
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zostaly ‘noztwor ‘'wodny zageszcza sie W prézni
do okolo 25 ml i zadaje przy silnym miesza-

nju 250 ml absolutnego etanolu. Roztwdr za-.

wierajgcy substancje czynne oddziela sie przez
dekantacje od powstalego przy tym kleistego
osadu. Osad ponownie rozpuszcza si¢ w malej
ilo§ci wody i traktuje dziesigeciokrotng iloscig
absolutnego alkoholu etylowego. To oczyszcza-
nie osadu przez strgcanie powtarza sie jeszcze
dwukrotnie. Roztwory laczy sie i odparowuje
w prézni do suchosci. Otrzymuje sie 11,7 g
pozostaltosci, ktéra zawiera caltkowitg iloéé
substancji czynnych.

Do chrematografii w kolumnie celulozowe]j
pozostalo§é rozpuszcza sie w mpozliwie niewiel-
kiej ilosci 50%;-owego metanolu a otrzymany
roztwor dokladnie miesza z 40 g proszku ce-
lulozowego i suszy w prozni. Proszek celulozo-
wy obcigzony w ten sposéb substancja wpro-
wadza si¢ na kolumne celulozowsa, ktérej wy-
pelnienie przygotowano przez odszlamowanie
$50 g-proszku celulozowego za pomocg obutanolu
nasyconego wodg. Chromatogram rozwija sie
Zza pomoca butanolu . nasyconego woda, przy
czym oddziela sie frakcje po 100 ml i wodpa-
rowuje w wysokiej prézni przy temperaturze
lazni nie przekraczajgcej 50°C. Srednie frakcje
(3,35 g), ktore daja dodatnia reakcje barwna

-z odczynnikiem Kellera oczyszcza si¢ jeszcze
raz -przez chromatografowanie na proszku ce-
lulozowym.

Przy rozwijaniu chromatogramu za pomocg
butanolu nasyconego woda, oddziela sie frak-
cje po 50 ml i po odparowaniu w wysokiej
prézni przy temperaturze lazni najwyzej 50°C,
poddaje prébie na barwng reakcje Kellera.
Otrzymuje sie przy tym nastepujacy podzial:

Frakcja nr. Pozostalo$é Barwna reakcja

mg - Kellera
1—7 1270 ujemna
8 — 16 87 czysto niebieska
17 — 20 79 ujemna
21 — 30 1053 fioletowa

31 — 43 758 ujemna

Pozostalo§¢ z frakcji 8—16 (87 mg) dostarcza
po traktowaniu weglanem srebrowym 45 mg
czystej psylocyny, jak opisano w przykladzie
II. Frakcje 21—30 (1053 mg) dostarczajg po
traktowaniu weglanem srebrowym 765 mg czy-
stej psylocybiny.

W taki sam sposob otrzymuje sie¢ substancje
czynne z przesgczu -po-kulturze. W tym celu
przesacz zageszcza sie. w. prozni do okolo 1/10

objeto$ci. Substancje towarzyszace wytraca sig
za pomoca dziesieciokrotnej objetoéci metano-
lu, nastgpnie odsacza sig, a roztwér odparowu-
je w prozni do suchosei i ekstrahuje pozosta-
108¢ irzy razy dziesieciokrotng ilo$cia metano-
lu. Pozostalo$§é po odparowaniu ekstraktow me-
tanolowych poddaje sie dalszej obrobce jak
powyzej. Z 12 litréw przesgczu po kulturze
otrzymuje si¢ 80 mg psylocybiny i 6 mg psylo-
cyny. Ogélna wydajnosé: 845 mg psylocybiny
i 51 mg psylocyny, co odpewiada zawartosci
0,289, lub 0,017%, w odniesieniu do suchego
materiatu grzybowego.

Przyk1tlad I V. Otrzymanie psylocybi-
ny i psylocyny z czystych kultur Psilocybe me-
xicana Heim.

W przykladzie tym podaje sie dokladny opis
hodowli grzybéw Psilocybe mexicana Heim in
vitro w celu wylworzenia grzybni i sklerocji,
jak réwniez otrzymywanie czystych substan-
cji czynnych. ’ -

Swieza, pozbawiong chmielu brzeczke piwna
rozcienicza si¢ woda do zawartosci 4,0—4,5%,
suchej substancji. Na kazdy litr tego roztworu
dodaje sie:

FeSO;-TH,0 0,00417 g
ZnSO;-TH,0 0,00172 g
agar-agar 2,0 g

Pozywke te rozlewa si¢ porcjami po 500 ml
do kolb Fernbacha o pojemnosci 1,6 litra i ste-
rylizuje w autoklawie w ciggu 25 minut w tem-
peraturze 108'C. Po ochlodzeniu zaszczepia sig
zawartos¢ kolb 2 ml zawiesiny grzyba Psilocy-
be mexicana Heim. Szczepionke ctrzymuje
sie przez umieszczenie zarodnikéw czystych
kultur wymienionych grzybéw kapeluszowych
na brzeczce piwnej i agarze. Zarodniki opa-
dajgce z blaszek dojrzalej owocni, wprowadza
sie na pozywke z brzeczki piwnej i agaru i
poddaje dojrzewaniu. Z wytworzonych w ten
spos6b Kkultur pierwotnych mozna otrzymaé
szczepionke w sposéb nastepujgcy: grzybnie
przy sterylnym doplywie wody zeskrobuje sie

.ostrg lopatka tak, ze wytwarza si¢ zawiesina

drobnych klaczkéw grzybni. Tag szczepionkg
zaszezepia sle umieszczong w kolbkach Erlen-
meyera pozywke (w ktdérej umieszczone sg sio-
detkowate porcelanowe ksztattki wypelniajace).
Najlepiej przeprowadza sie¢ dos§wiadczenia z
kolbami Erlenmeyera zawierajagcymi 50 g sio-
detkowatych ksztaltek wypelniajgcych (wiel-
kos¢ — 1 cm, ciezar okolo 0,9 g) i 80 ml po-
zywki, skladajacej sie z brzeczki piwnej o za-
\wamscr skote 4%, suchej substancii i 9,2%
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‘agaru. ‘W czasie dojrzewania w temperaturze
24°C, po- uplywie 2 tygodni tworzy si¢ na po-
wierzchni szczelna pokrywa grzybni. Calg ho-
dowle wiruje sie w ciggu 30 minut na wstrza-
sarce, przy czym ksztaltki siodelkowe rozdrab-
niajg grzybnie, tak ze powstaje drobna zawie-
sina klaczkéw grzybni: Tak otrzymana szcze-
pionka wystarcza do zaszczepienia 25 litréw
Zaszczepione kultury dojrzewajg w ciemnosci
. W temperaturze 24—26°C. Tworzy sie przy tym
juz opisana pokrywa grzybni, zacierajaca bardzo
liczne sklerocje, ktére ogdlnie biorac osiagaja
wielko$§é okolo 1 cm (W poszczegélnych przy-
padkach moga by¢ znacznie wigksze). W celu
oddzielenia grzybni i sklerocji przesgcza si¢
czyste kultury przez gaze, sprasowuje sie i su-
szy w suszarce w temperaturze 35—40°C. Z jedne;
szarzy 135 kolb Fernbacha, zawierajgcych 67.1i-
trow pozywki, otrzymuje sie¢ przy zbiorze
po upiywie 62 dni 1149 g suchego materialu
(sklerocji i grzybni), co odpowiada 17,14 g na liir
nastawionej pozywki.
substancji

W celu otrzymania czynnych,

sproszkowuje si¢ dokladnie na przyklad 612 g .

wysuszonego materialu, skladajacego sie¢ z skle-
rocji i grzybni i ekstrahuje 3 razy chlorofor-
mem w ilcéci po 1 litrze i jeszcze 3 razy chloro-
formem z dodatkiem 10%, etanolu w ilosci po
1 litrze. Do ekstraktu przechodzi przy tym 5,6 g
nieaktywnych cial {owarzyszagcych. Wstepnic
wyekstrahowany material grzybowy luguje sie
nastepnie dokiadnie metanolem (jeden raz w ilo-
~ $ci 6 litrow 1 3 razy w ilosci 3 litréw). Polaczons
wyciaggi metanolowe odparowuje si¢ pod zmniej-
szonym ci$nieniem. do suchosci i otrzymuje si¢
przy tym 35 g jasno brunatnej pozostato$ci- Te
pozostalo$¢é w celu usuniecia zanieczyszczen tiu-
szczowych zalewa sie 35 ml wody i wytizgsa
sie jeden raz z 1 litrem i dwa razy po 0,5 litra
eteru naftowego. Eter maftowy zawiera teraz
1,5 g nieaktywnych substancji towarzyszacych.
Pozostaly roztwér wodny zageszceza sie uprzed-
nio w prézni do okolo 50 ml i nastepnie silnie
mieszajagc zadaje 500 ml bezwodnego etanolu.
Roztwér zawierajgcy substancje czynne oddzie-
la sie przez dekantacje od powstalego kleistego
osadu. Osad rozpuszcza sie jeszcze raz ‘w malej
iloci wody i ponownie traktuje dziesieciokrot-
ng iloscia bezwodnego alkoholu. Teg operacje
stragcania powtarza sie jeszcze 2 razy. Roztwory
laczy sie i odparowuje w prézni do suchosei.
Otrzymuje sie stalag pozostalo§¢ w ilodci 23,4 g,
ktéra zawiera calkowitg ilo§é substancji czyn-
nych.

Do chromatografowania na kolumnie celulozo-
wej rozpuszcza sig osad w mozliwie malej ilosci
50%-owego metanolu, a roztwor miesza sie do
kladnie z 80 g proszku celulomwogo, po czym
tak oirzymany materiai suszy sie w prézni. Pro-
szek celulozowy obcigzony w ten spos6b sub-
stancja wprowadza sie¢ na kolumne celulozowa,
ktérej wypelnienie przygotowano przez odszla-
mowanie 700 g proszku celulozowego za pomocy -
butanolu nasyconego wodg. Chromatogram roz-
wija sie butanolem nasycaﬂym woda, przy czym
wydziela sig frakcje pe 200 mi, ktére odparowuj:
si¢ w wysokiej préini w temperaturze lazai
nie przekraczajacej 50°C. Otrzymuje s1e przy
tym mastepujgcy podziatl:

Tabela 1
Frakcja nr Pozostaloéé Reakcja barwma
4 Kellera
1—14 2,170 ujemna
15—34 6,660 dodatnia
35—40 3,540 ujemna
12,370

Reszta w iloSci okolo 11 g zostaje zatrzymana
na kolumnie,

Frakcje 15—34, ktére dostarczajg lgcznie 6,660 g
bozostalosci, zawierajy pewna iloéé substancji
czynnych. W celu dalszego oczyszczenia poddaje
si¢ je ponownie chrom:tografowaniu w Sposéb
ponizej opisany. 6,6 g pozostalosei rozpuszeza sie
w mozliwie malej ilosci metanolu, etrzymanym
roztworem nasyca si¢ 20 g proszku celulozowe-
8o, suszy i nastgrnie wprowadza ma kolumng
wypelniong 600 g proszku celulozowego podda-
nego obrébce jak wyzej. Przy rozwijaniu chro-
matogramu za poinocg butanolu nasyconego wo-
da wydziela si¢ frakcje po 100 ml, ktére po od-
parowaniu w wysokie] prézni poddaje sie prébie
na reakcje barwng. Otrzymuje sie przy tym na-
stepujgcy podzial:

Tabela 2
Frakcja nr Pozostalo§é Reakcja barwna
mg Kellera
1— 8 2,950 ujemna
9—17 180 - czystomiebieska
18—21 155 ujemna
22-31 912 Tioletowa
32—45 1,510 ujemna -~

Pozostaloéé frakeji 9—17 (180 mg) dostarcza po
obrébce weglanem srebrowym, 4jak' " opisano
w przykladzie 1, 90 mg czystej ‘psylocyny.
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Frakcje 22—31 (tabela 2) dostarczaja po obrébce
za pomoca weglanu srebrowego, opisanej w przy-
kiladzie I, 619 mg czystej psylocybiny o wlasci-
. wodciach opisanych w pizykladzie 1.'Z przesa-
. czu po kulturach otrzymuje si¢ substancje czyn-
ne w taki sam sposéb jak powyzej opisano dla
. sklerocji. W tym celu przesacz po kulturach
zageszcza sie w prézni do okolo 1/10 jego obje-
tosci, zadaje dziesieciokrotng objetosciag meta-
nolu, przesgcza, a pozostalo§é ekstrahuje 3 razy
-dziesieciokrotng iloScia metanolu. Pozostalosé
po odparowaniu eksiraktéw metanolowych prze-
rabia si¢ dalej, jak opisano wyzej. Z 10 litréw
przesaczu po kulturach otrzymuje sie na przy-
klad 220 .mg psylocybiny i 12 mg psylocyny.

Przyktad V. Otrzymywanie psylocybiny i psy-
locyny z czystych kultur Stropharia cubensis
Earle.

Pozywke przyrzadza sie mastepujgco: Swieza,
jasng brzeczke piwng bez dodatku chmielu roz-
cieficza sie- wodg biezacg do 6%, zawartosci su-
chej substancji. Do kazdego litra tego roztworu
dodaje sie:

FeSO,TH;0 0,0021 g
ZnSO,;THO 0,0009 g
Ca/NOs/, 10 g
KH,PO, 0,0624 g
MgSO,-7TH,0 0,0624 g
KCl 0,0312 g
Agar-agar 2,0 g

Pozywke te sterylizuje sie jak w przyktadzie III
i zaszczepia 2 ml zawiesiny grzyba Stopharia
cubensis Earle na litr pozywki. Otrzymywanie
tej szczepionki w zawiesinie odbywa sie tak,
jak podano w przykladzie III. Po 52 dniach doj-
rzewania w ciemnoSci W temperaturze 24°C
otrzymuje sie z ladunku 20 litréw 452 g suchego
materialu grzybowego, to jest 22,6 g na lilr po-
zywki. Otrzymanie substancji czynnych z ma-
terialu grzybowego przeprowadza sie w spo-
s6b opisany w przykladzie III. Wydajnosé:
1083 mg czystej krystalicznej psylocybiny i
45 mg psylocyny, co odpowiada wydajnosci
0,24%, lub 0,010%, w odniesieniu do suchego ma-
terialu grzybowego.

Przyktad VI. Oirzymywanie psylocybiny
i psylocyny z Psilocybe semperviva Heim et
Cailleux pochodzenia naturalnego.

Dojrzale owocnie grzyba Psilocybe semperviva
Heim et Cailleux ofrzymane na drodze sztucznej
hodowli na naturalnej pozywce (kompost) suszy
si¢ ostroznie w strumieniu powietrza w tempe-
raturze 30°C. 32 g wysuszonej owocni miele Si¢
drobno i wytrzasa w temperaturze po.kb,;pwej
po 1/2 godziny raz z 200 ml metanolu i tray-

krotnie z metanolem w iloci po 150 ml. Polg-
czone ekstrakty odparowuje sie w prézni do
sucho$ci. Pozostalosé (3,3 g) w celu odttuszcze-
nia uciera si¢ czterokrotnie z eterem naftowym
w ilosci po 125 ml i frzykrotnie z chloroformem,
ktéry zawiera 10%, etanolu w ilosci po 50 ml.
Otrzymuje sie 6,5 g pozostatosci, ktéra rozpusz-
cza sie w 6 ml wody. Roztwér ten traktuje sie
powoli 60 ml bezwodnego etanolu w celu wy-
tracenia pozostalych substancji towarzyszacych,
przy czym roztwér wzbogaca sie¢ w substancje
czynne. Oczyszczanie na tej drodze powtaiza sie
jeszcze dwa razy. Roziwory dekantuje sie, lgczy
sie razem i odparowuje w prézni do suchosci.
Pozostalo$é rozpuszcza sie w metanolu i chro-
matografuje ma proszku celulozowym, jak to
opisano w przykladzie II. Tak otrzymane ciala
czynne uwalnia sie od chlorowca przez obrobke
weglanem srebrowym. Po przekrystalizowaniu
ofrzymuje sie 160 mg krystalicznej psylocybiny
i 32 mg psylocyny, co odpowiada zawartosci
0,5%, lub 0,19, w odniesieniu do wysuszonego
materialu grzybowego. ‘

Przyklad VII. Otrzymywanie psylocybiny z
Psilocibe caerulescens Murril var. Mazatecorum
Heim pochodzenia naturalnego.

Dojrzale owocnie grzyba Psilocibe caerusce-
lens Murrill var. Mazatecorum Heim otrzymane
droga sztucznej hodowli na maturalnej pozZywce
(kompost), suszy sie astroznie, po czym wysu-
szony material grzybowy (7,3 g) miele sie drobno
i ekstrahuje dokladnie metanolem, jak opisano
w przykladzie II. Ekstrakty lgczy sie i cdparo-
wuje w prézni do sucho$ci. Otrzymang jak
w przykladzie 1I pozostalosé poddaje sie dalszej
przerébce w celu otrzymania substancji czyn-
nych. Otrzymuje sie 14,6 mg psylocybiny (w od-
niesieniu do malerialu grzybowego wysuszone-
g0). Z przerobionej prokki grzyba nie otrzymuje
si¢ psylocymy.

Przyklad VIII. Otrzymywanie psylccybiny
z czystych kultur Psilccibe carulescens Murrill
var. Mazatecorum Heim.

* Srodowisko hodowlane przygotowuje sie przez
rozcienczenie woda biezacg $wiezej brzeczki
piwnej bez dodatku chmielu do zawartosci 4,09,
suchej substancji. Na kazdy litr tego roztworu

dodaje sie:
namoku kukurydzianego 10,0 g
FeSO,;-TH,0 0,00834 g
Ca/OH/, 0,20 g
KzI{PO4 0,20 g
N¥,OH 0,25 g
Agar-agar 20 g

pH roztworu: 5,4
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Pozywie te sterylizuje si¢ jak podanc w przy-
kladzie III, zaszczicpia zawiesing grzybni-czystej
hodowli Psilocibe caerulescens Murrill var. Ma-
zatecorumn Heim z Mekrsyku, a wytworzone kul-
tury poddaje dojrzewaniu w ciemmnoéci w tem-
peraturze 26°C. Po 48 dniach zbie.a si¢ 20,4 g
suchego materialu grzyktowego na litr roztworu.
Wyodrebnienie i oczyszczenie substancji czyn-
nych z tego materialu odbywa sie¢ tak, jak poda-
no w przykladzie III. Wydajnoéé z jednego la-
dunku z 10 litré6w pozywki wynosi: 449 mg psy-
locybiny, co odpowiada zawarloéci 0,22%, w od-
niesieniu do wysuszonego materialu grzybowe-
go. W ladunku tym mnie znaleziono psylocyny.

Przykltad IX. Otrzymywanie psylocybiny
z Psilccibe Zapotecorum Heim pochodzenia na-
turalnego.

Dojrzate owocnie Psilccibe Zapotecolmn Heim
zebrane i przebrane w Meksyku w okolicach
zwanych ,pays chatino* ostroznie ‘suszy sie (po-
zostalo§é 424 g) drobno miele i wytrzasa sie
z metanolem jak podano w przykladme II. Po-
laczone ekstrakty metanolowe odapacrawme sie
w prdzni -do suchoséci. Pozostalo$é przerabia sig
dalej jak podano w przykladzie II. Oirzymuje
sie 212 mg czysiej psylocybiny, co-odpowiada
zawartosci  0,5%. Z przerobionego maiemalu
grzybowego nie otrzymuje sie psylocyny.
Przyklad X. Otrzymywanie psylocybiny
z czystych kultur Psilocibe Zapotecorum Heim.
" Swieza, jasng brzeczke piwng bez dodatiku
chmielu rozciencza sie woda biezgca do zawar-
toéci 4,5%, suchej substancji. Na kazdy litr tego
roztworu dodaje sie:

FeSO, 0,00834 g
namoku kukurydzianego 10,0 g
NH,OH 0,30 g
K,HPO, 0,30 8
Agar-agar 2,0 g

pH roztworu: 5,5.

To $rodowisko hodowlane sterylizuje sie jak
opisano w przykladzie III i zaszczepia zawiesing
grzybni czystej kultury, ktérg otrzymano z za-
rodnikéw dojrzaltej owocni Psilocibe Zapotecorum
Heim z ,,pays chatino* w Meksyku, Po 57 dniach
dojrzewania w. ciemnosci w temperaturze 24°C
otrzymuje si¢ z ladunku 25 litréow, 430 g wysu-
szonego materialu grzybowego, to jest 17,2 g na
litr pozywki. Otrzymywanie substancji czynnych
z tego materialu vdbywa sie wedlug sposobu po-
danego w przykladzie III. Wydajnosé: 903 mg
czysiej psylocybiny, co odpowiada zawartosci
0,21/, w cdniesieniu do suchego materialu grzy-
bowego. Psylocyny nie otrzymuje sig.

i

“Przyklad XI. Otrzymywande psylocybiny i .

psylocyny -z Psilacibe Azteeorum Heim pocho-
dzenia naturalnego.

‘Dojrzale owocnie Psilocibe - Azteeorum ‘Heim
zebrane w Meksyku w kraju Aztekéw (Na Popo-

. catepetl na wysckoSci 3300—3500 m nad pozio-

mem morza) suszy sie ostroznie, miele drobno
i dokladnie ekstrahuje metanolem jak opisano ,
w przykladzie II. Ekstrakty laczy sie i odparo-
wuje w prézni do suchoéci. Pozostalo§é przera-
bia si¢ w celu wyizolowania substancji ezynnych
jak podano w przykladzie II. Otrzymuje sig
570 mg czystej psylocybiny i 47 mg psylocyny,
co odpowiada zawartosci 0,2%, lub, 0,017%, w od-
:;i:gie;;iu do suchego materialu grzybowego

‘Przyk tad XII. Otrzymywanie psylocybiny

i psylocyny z czystych kultur Psilocibe Azteeo—
rum Heim,

W sklad pozywki wchodzg:

ekstrakt slodowy - 100 g
FeSO,-TH,0 0,00417 g
ZnOS;-TH.,C 0,00172 g
Ca/NOy/, 10 g
KH,PO; 025 g
MgSO4TH,0 , 025 g
KCl 20125 g
Agar-agar 2,0 g

woda biezaca do 1000 ml

Pozywke sterylizuje sie w autoklawie w ciggu
25 minut w temperaturze 108°C. 1 litr zaszczepia
si¢ 2 ml zawiesiny grzyba Psilocibe Aztecorum
Heim. Ofrzymywanie tej szczepionki zawiesino-
wej przeprowadza sie jak podano w przykladzie
IIla. Kultury dojrzewajg w ciemnoéci przez 45
dni w temperaturze 24°C a 2Zbiér przeprowadza
sie¢ jak opisano w przykladzie IIlc.-Wydajnesc
z 10 litré6w pogywki wynosi 86,5 g suchej grzybni.
Drobno zmielong grzybnie wyu'zasa si¢ w tem-
peraturze pokojowej przez 1/2 godziny z 1 litrem
80%,-owego etanolu. Pozostalo§é po odsgezeniu
ekstrahuje sie jeszcze' trzykrotnie w ter sam
spos6b. Pozostalo$é olrzymana przez odparowa-
nie polgczonych ckslraktéw (8,9 g), w celu od-
dzielenia od tluszczowych substancji towarzy-
szacych 1 nieaktywnych substancji balastowych,
luguje sie kolejno dwukrotnie 100 ml eteru
naftowego, dwukrotnie 80 ml chloroformu
i dwukrotnie 50 ml acetonu. Otrzymuje sie
56 g proszku rozpuszczalnego w wodzie,
ktéry rozpuszcza sie w 6 ml wody. Roztwoér
mieszajgc traktuje sie powoli 60 ml acetonu,
oddziela wytracony osad, ktéry rozpuszcza sie
nastepnie w malej iloéci wody i wytraca
jeszcze raz . dziesieciolg;qm ilo&cia acetonu.
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To oczyszczanie przez strgcanie osadu po-
wtarza sie jeszcze dwa razy, przy czym pewna
ilo$é substancji cynnych przechodzi do ekstraktu
wodno-acetonowego. Ekstrakty odparowuje sie
w prézni, a pozostatosé (2,8 g) cczyszeza sig i roz-
dziela przez chromatografowanie na kolumnie
z proszkiem celulozowym.
.. Po dwukrotnym chromatografowaniu otrzymu-
je si¢ 225 mg krystalicznej psylocybiny i 15 mg
psylocyny, co odpowiada wydajnosci 0,26%, lub
0,0179, w odniesieniu do suchego materialu

Przyklad XIII. Otrzymywanie kultury.

Pozywke otrzymuje sie nastepujaco:

Swiezg brzeczke piwng (jasng bez chmielu)
rozciencza sie biezaca woda do zawartosci su-
chej substancji od 4,0 do 4,5%,. Do jednego litra
tego roztworu dodaje sig:

FeSO,;-7TH,0 0,00209 g
ZnSO,-TH,0 0,00086 g
Ca/NOj/, 0,25 g
KH,PO, 0,0625 g
MgSO, 0,0625 g
KCl 0,031 g
Agar-agar 2,0 g

Pozywke te sterylizuje sie i zaszczepia jak
w przykladzie IV. Po 48-dniowym dojrzewaniu
w temperaturze 24°C, osigga si¢ na niej z jedne-
go ladunku 55 litréw, wydajnosé 924 g sklerocji
i grzybni (suchej substancji), co stanowi 16,6 g
na litr pozywki. Otrzymanie z tego materiatu
‘cial czynnych przeprowadza sie jak opisano w
przykladzie IV. Wydajnosé: 0,018%, psylocyny
i 0,129, psylocybiny . w odniesieniu do suchego
- materialu grzybowego.

Przyklad XIV. Otrzymywanie kultury.

Pozywke otrzymuje sie nastepujgco:

Swiezg brzeczke piwng (jasng, bez chmielu)
rozciencza sie¢ woda biezaca do zawartosci su-
chej substancji 4,0—4,5%,. Na kazdy litr tege
. roztworu dodaje sie:

FeSO,TH0 0,00209 g
ZnSO,TH,0O 0,00086 g
Ca/NOy/, 1,0 g
Agar-agar 2,0 g

Pozywke sterylizuje sie, zaszczepia i poddaje
dojrzewaniu jak w przykladzie IV. Po 48 dniach
zbiera sie 20,5 g suchej grzybni i sklerocji na
litr pozywki, z kiérych wydziela sie substancja
czynne jak w przykladzie IV. Wydajnosé: 06,0119/,
psylocyny i 0,149, psylocybiny w stosunku do
wysuszonego materialu grzybowego.

Przyktad XV. Otrzymywanie kultury.
Pozywke otrzymuje sie nastepujaco:

Swiezg brzeczke piwng (jasna, bez chmielu)
rozcienicza sie wodg biezacg do zawartosci su-
chej substancji 4,0—4,5%,. Do kazdego litra. tego
roztworu dodaje sie:

FeSO,-TH,0 0,00209 g
ZnSO,-TH,O 0,00086 g
KH,PO, 025 g
Agar-agar 2,0 g

Dalsza obrobke przeprowadza sie jak opisano
w przyktadzie IV. Wydajno$é wysuszonych skle-
rocji i grzybni wynosi po 48 dniach 15,9 g na hitr
pozywki. Wydzielenie substancji czynnych prze-
prowadza si¢ jak opisano w przykladzie IV. Wy~
dajnosé: 0,02%, psylocyny i 0,119, psylocybiny
w stosunku do Wwysuszonego materialu grzybo-
wego.

Przyklad XVI. Otrzymywanie kultury.

Pozywke otrzymuje sie nastepujaco:

Swiezg brzeczke piwna (jasna, bez chmielu)
rozciencza si¢ wodg biezgcg do zawartosci su-
chej substancji 4,0—4,5%,. Do kazdego litra tego
roztworu dodaje sie:

FeSO,-TH,0 0,00209 g
ZnS0;-7TH,0 0,00086 g
namoku kukurydzianego 20,0 g
Agar-agar 2,0 g

Dalszg obréobke przeprowadza sie jak opisano
w przykiadzie IV. Wydajno§é wysuszonych skle-
rocji i grzybni po 48 dniach wymosi 29,8 g na
litr poﬁywk‘i. Wydziclenie cial czynnych prze-
prowadza sie tak jak opisano w przykladzie IV.
Wydajnosé: 0,012%, psylocyny i 0,229, psylocy-
biny w stosunku do suchego materialu grzybo-
wego,

Przykiad XVII. Oirzymywanie kultury.

Jako pozywke stosuje sie:

ekstrakt stodowy 45 g
FeSO,.TH,O 0,00417 g
ZnSO,-TH,0 0,00172 g

wode biezaca 1000 ml

Pozywke sterylizuje sie¢ w autoklawie w tem-
peraturze 108°C w ciggu 25 minut. 1 litr pozywki
zaszczepia sie 10 ml zawiesiny grzyba Psilocibe
mexicana, przy czym otrzymywanie szczepionki
w zawiesinie odbywa sie tak jak opisano w przy-
kladzie IV. Po zaszczepieniu grzyb rozmnaza sis
na tej pozywce w temperaturze 24°C. Tworza
si¢ przy tym kuleczki grzybni podobne do sago,
co jest rzecza znang przy rozmnazaniu sie niz-
szych grzybéw. Po 30 dniach grzybnie oddziela
sie przez odsaczenie. Otrzymuje sie 7,0 g suchej
grzybni na litr pozywki.
430 g wysuszonej, drobno zmielonej grzybni
Wwytrzgsa sle w temperaturze pokojowej przez
1/2 godziny z 4,5 litra 80%-owego etanolu. Po
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odsgczeniu pozostalosci ekstrahuje sie w ten sam

sposGb jeszcze trzy razy. Pozostalo$é po odpa-
rowaniu polaczonych ekstraktéw (41 g) ltuguje
sie kolejno dwukrotnie 500 ml eteru naftowego,
dwukrotnie 400 ml chloroformu i dwukrotnie
200 ml acetonu w celu oddzielenia substancji
balaslowych. Pozostaje 25 g rozpuszczalnego w
wodzie proszku, kioéry rozpuszcza sie w 25 ml
wody. Do roztworu dodaje sie powoli, dobrze
mieszajgc, 250 ml acetonu, a wytrgcony osad po
oddzieleniu od cieczy rozpuszcza jeszcze raz
w malej iloSci wody i ponownie wytraca za po-
mocy dziesieciokrotnej iloSci acetonu. Te opera-
cje z osadem nierozpuszczalnym w acetonie, po-
wtarza sie jeszcze dwukrotnie, przy czym
wszystkie substancje czynne przechodzg do wy-
ciggéw wodno-acetonowych. Wyciggi te odparo-
wuje si¢ dobrze mieszajac, a pozostalosé (9,8 g)
rozdziela dalej przez chromatografie na kolum-
nie celulozowej jak opisano w przykladzie IV.
Po dwukrotnym cnromatografowaniu otrzymuje
sie 32 mg krystalicznej psylocyny i 225 mg psy-
locybiny, co odpowiada wydajnosci 0,007 lub
0,05%, w odniesieniu do suchej grzybni.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb otrzymywania psylocybiny i psylocy-
ny w stanie czysiym z pewnych gatunkéw
grzybéw, znamienny tym, e z materialu
grzybowego pochodzenia naturalnego rodza-
jow Psilocibe, Stropharia, Panaeolus, Cono-
cybe, Amanita lub Russula, albo ze sztucz-
nie rozmnozonego materialu grzybowego,
otrzymanego z kullur tych grzybéw lub ich
biologicznych wariantéw i mutantéw przez
zaszczepienie sztucznej pozywki i dojrzewa-
nie tych kultur na $wietle dziennym albo
w ciemnoéci w stalej temperaturze miedzy
18—27°C, ekstrahuje si¢ znanymi metodami
substancje czynne, psylocybine i psylocyne(
oczyszeza, rozdziela sie jedng substancje od
drugiej i uwalnia od chlorowca.

2. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, 2o
jako grzyb w rodzaju Psilocibe stosuje sig
Psilocibe mexicana Heim.

3. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze
jako grzyb z rodzaju Psilocibe stosuje sie
grzyb kapeluszowy Psilocibe semperviva
Heim et Cailleux.

4. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
jako grzyb z rodzaju Psilocibe stosuje sie
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10.

11.

grzyb kapeluszowy Psilocibe caerulescens
Murrill var. Mazatecorum Heim.

Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze

 jako grzyb z rodzaju Psilocibe stosuje sie

grzyb kapeluszowy Psilocibe Zapotecorum

" Heim,

Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
jako grzyb z rodzaju Psilocibe stosuje sie
grzyb kapeluszowy Psilocibe Aztecorum
Heim. )

Spos6éb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
jako grzyb z rodzaju Stropharia stosuje sie
grzyb kapeluszowy  Stropharia cubensis
Earle.

Sposéb wedlug zastrz. 1-7, znamienny tym,
ze grzyby rozinnaza sie ma naturalnym sub-
stracie, a kultury pozostawia sie¢ do dojrze-
wania na $§wietle dziennym w stalej tempe-
raturze miedzy 18-27°C.

. Spos6b wedlug zasirz. 1-7, znamienny tym,

ze jako material wyjsciowy stosuje sie grzy-
bnie i sklerocje, a grzyby hoduje sie w szkle
na sztucznych pozywkach z ekstraktu slodo-
wego o stezeniu suchej substancji od 4—109%,
w zaleznosci od rodzaju grzyba, przy czym
pozywki dodaje si¢ 0,0004—0,0010 g/1 jonu ze-
lazawego i 2 g,]1 agaru, a kultury pozostawia
si¢ do dojrzewania w ciemmo$ci w stalej
temperaturze od 22 do 26°C.

Sposéb wedlug zastrz. 1—7, znamienny tym,
ze odtluszczony materiat grzybowy ekstrahu-
je sie za pomocg wody lub organicznego roz- _
puszczalnika mieszajgcego si¢ z wodi, po
czym wydziela sie z roztworu wodnego nie-
czynne substancje towarzyszace za pomoca
frakcjonowanego wytracenja rozpuszczalni-
kiem organicznym mieszajgcym sie z wods,
a zawarte w przesgczu substancje czynn:
rozdziela si¢ przez absorpcje na proszku ce-
lulozowym i eluuje butanolem nasyconym
woda. :

Sposéb wedlug zastrz. 1-7, znamienny tym,
ze psylocybing i psyvlocyne przed lub po od-
dzieleniu ich od siebie uwalnia si¢ od chlo-
rowca W znany speséb za pomoca weglanu
srebrowego.

SANDOZ A . G.

Zastepca: dr Andrzej Au,
rzecznik patentowy.
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