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1

Vynélez se tyké nového zpisobu vyroby peptidovych alkaloidd ergolenového typu. Novy zpi-
sob se hodf k vyrobd peptidovych alkaloidl ve form& pravotodivych epimerd nejen z némelovych
drog, ale také z seprofytickych kultur palidkovice nachové (Claviceps purpuresa).

Peptidové alkeloidy s ergoienovou strukturou jsou jednak pot¥ebné ddinné létky v tera-
pii a jednek d%lefité vychozi 1étky pro vyrobu jestd ddinn&jdich dihydroergotalkeloidd.

Jako nejdileZit&jsf zésﬁupce peptidovych alkaloidl s ergolenovou strukturou je tieba
uvést ergotamin a t¥i elkaloidy ergotoxinové skupiny, ergokristin, ergokornin a ergokryptin.

P¥i dnednim modernim primyslovém postupu vyroby ergotalkaloidl se pouZivé jek k para-
zitické sklerociové produkci, tak také k saprofytické fermentaci kmend palilkovice, ziska-
nych selekef. '

Podle prvnich patentd pro virobu némelovych alkaloidd se alkaloidové sm&si vyrébély
z divoce rostouctho némelu (srov. nap¥fklad medarsky patentovy spis &. 141 063). Timto obt{i%-
nym, primyslovd® jeXté zdaleka ne vyFe3enym problémem vzéjemného odd&€leni peptidovych alkaloi-
d% se badatelé povzbuzovali k ziskéni vy¥lechtdnfch kmend pali¥kovice (madarské patentové
spisy & 154 035 a 155 148). P¥i vyrob¥ ergotalkeloidl za velkoprovoznich podminek produkuji
v8ak teké tyto vy¥lecht®né kmeny vice nebo mén& "cizi", 2zv1&3té ve vod& rozpustné alkaloidy
(nep¥iklad ergometrin), jek je ziejmé nap¥{klad z madarského patentového spisu &. 155 158.

Podle madarského patentového spisu &. 142 407 se musi tyto alkaloidy rozpustné ve vodd
izolovat p¥i zvld3tnim vy¥robnim kroku. U postupu popsaného v medarském patentovém spise
&. 152 934 se slkaloidy rozpustné ve vodd nemejvy¥ zpracuJi jako vedlej3i produkty.
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Pro postupy, které jsou a¥ dosud znémé k v§rob& peptidovych alkaloidd, je charakteris-
tické, Ze se extrakci ziskeny a potom vypreperovany produkt ziskévé v emorfnim a tedy niko-
liv v krystalickém stavu.

P¥i zprecovédvéni tohoto smorfntho surového produktu se surovy produkt nej¥astdji oboha-
cuje chromatogrefickym ¥i¥t¥n{im, aby se odstranily p¥itomné balastni létky, pisobfci velmi
rudivé p¥i dal¥ich vyrobnich krocich, zvlditd pi konverzi (srov. britsky patentovy spis
€. 1158 380, madarsky patentovy spis &, 164 166, patentovy spis NSR &. 2 113 281),

Jako nejbliZs{ §Yrobni krok se smds pravotodivych a levoto¥ivfch isomerd epimeruje
na levotodivou slou¥eninu a potom se konedny produkt vypreparuje. Po n¥kolike postupech
se bezprostfedn¥ ziské touto nenejvys Setrnou cestou, bez konverze, levoto¥ivy koneZny pro-
dukt (madersky patentovy spis &. 164 116); &1¥t3ni produktu je vSak také v tomto piipadd ¥é-
douct.

Takové zplsoby se mohou pouZft pouze v t&ch pripadech, kdy vichozi létka neobsehuje
pravoto¥ivy isomer nebo kdy jeho obssh Je jen velmi mely.

Souhrnn& se miZe uvést, e vSechny af dosud znémé postupy pro vy¥robu peptidovych slke-
loidd ergolenového typu jsou velmi zdlouhavé a sestdvaj{ z mnoha virobnfch krokd, p¥iZem#
tyto kroky slouZ{i pouze jedinému déelﬁ, zbavit peptidové slkaloidy, obsaZené v droze nebo
fermentaini kapalin&, ne¥istot.

Tyto kroky se sklédajf v podstatd z extrekénich operac{, p¥i kterych se ergolenové
sloudeniny, Jsou-li pPftomné ve vodném prost¥edi, prevéd&ji{ ne soli ke zviSeni své rozpust-
nosti, a maji-1i se prevést do organické fdze, ze svych soli se uvolnujf. Kesdy krok této
vicendsobné zm&ny fézi viak prinési s sebou Ztréty, v diisledku ur¥ité roszpustnosti ergole-
novych alkaloidd v druhé fézi.

Cilem piedloZeného vynélezu Je odstranit vyse uvedené nevyhody a zjednodusit zpisob vy-
roby zpracovénim novyu zplsobem, pifi kterém se virobn{ kapacita 2vy¥E1 zjednodudenim zpisobu,
prestoZe dojde ke sniZenf podtu vym¥ny féz1 a ziské se produkt v krystelickém a nikoliv
v amorfnim stavu.

Vynélez je zeloZen na t&chto tiech poznateich:

t. Kdy% se extrakt zfskany po prvni extrakei zehust{ nebo popfipad® odpa¥{ a konecentrét
nebo odparek extrahuje terndrn{ smés{ formemidu, vody a kyseliny nebo frakcionoven¥ rozpus- .
t1, potom se ziskajf peptidové alkaloidy ergolenového typu v ddsledku mimo¥ddné dobré rog-
pustnostl ve formemidu ve velmi malém objemu sm&si rozpoudtédel, p¥iZem? formemid af dosud
nebyl k ziskéni t3chto peptidovych alkaloidd pouZit;

2. Extrehuje-1i se roztok surovych peptidovych alkaloidi, ziskany shora popsanym po-
stupem, rozpoudtddiem nemisitelnym s vodou, extrekt odpa¥f a zfskany odparek rozpusti
v alkenolu s 1 aZ 6 atomy uhliku & roztok nechd stdt, tak se zfskajf peptidové alka-
loidy ergolenového typu v krystelickém stavu a ve formd ménd rogpustnych pravotodivych epi-
merd v tak¥ke kventitativnim vytéZku, prifem? levotodivé epimery se mohou ziskat v krysta-
lické form& pouze po dlouhotrvajicich ¥isticich operacich;

3. Kdy% se ziskené krystelické pravotodivé epimery odtu¥ni pisobenim rozpoudtédle tuky,
8 vfhodou methylisobutylketonem nebo butylacetdtem v heterogennf fézi, tek se ziskejl pra-
voto¥ivé epimery o tak vysoké &istotE, Ze se po empimeraci mohou bezprostfednd pouzft k te-
rapeutickym “Eeldim.

Podstatou vynélezu je zpisob viroby peptidovfch alkaloidd ergolenového typu g némelo-
vych drog nebo ze submersnich kultur kmene palilkovice (Claviceps) extrakci a ¥i¥t¥nim extrak-
tu zménou fézf, ktery se vyzna¥uje tim, %e se surovéd smis epimerd peptidovych alkaloidd ergo-
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lenového typu rozpustf v protickém rozpoust&dle, s vyhodou v alkoholu s 1 s% 6 atomy uhliku,
roztok se nechd stét a odloudeny pravotodivy isomer se 0ddélil, odtuéni pisobenim rozpoud-
t8dla tukd, s vihodou methylisobutylketonu nebo butylacetétu v heterogenni fézi & z{skeny
produkt izodluje.

Pii provédéni zplsobu podle vyndlezu se sklerocie nebo nefiltrované fermenta¥ni kape-
1line z fermentace provedené s pali¥kovici nachovou (Claviceps purpurea) extrshuje rozpous-
tédlem nem{sitelnym s vodou a sice ketonem, esterem karboxylové kyseliny nebo chlorovenym
uhlovodikem v pritomnosti béze.

7 extrskénich rozpou¥tédel se o0dd¥li sklerocie nebo fermentaini kapalina, potom se
extrakce alespon je3td jednou opskuje, aviak nyn{ ji# bez pouZiti bdze, s Zistym rozpoud-
t&dlenm.

7 rozpoudtddel se k této extrakei miZe pouZit jako keton s vyhodou methylisobutylke-
ton, jake ester karboxylové kyseliny ethylacetédt nebo diethylkarbondt, pop¥{pad& jeko chlo-
rovany uhlovodik chloroform a jeko béze s vyhodou hydroxid amonny.

Extrekt zfskeny ti{mto zplisobem se potom zahusti nebo odpef{ do sucha a peptidové alka-
loidy ergolenového typu se z koncentrétu nebo odparku alespon jednou a s vyhodou t¥ikrét
extrahujl terndrni sm&s{ smidu kerboxylové kyseliny, vody a kyseliny.

Jako amid karboxylové kyseliny se s vyhodou mi%e pouZit kyselina fosforelné nebo vin-
né.

Peptidové alkeloidy ergolenového typu pF¥itomné ve spojenyjch extraktech se potom extra-
hujf z vodné sm¥si rozpu¥t¥del ketonem, esterem kerboxylové kyseliny nebo chlorovenym uhlo-
vodfkem. K této extrakci se mi%e pou¥ft jako keton s vihodou methylisobutylketon, Jjako
ester karboxylové kyseliny s v¥hodou ethylacetét nebo jako chloroveny uhlovodik s vyhodou
chloroform.

Z1skané extréily se spojf, rozpoudtédlo se odpaff, odparek rozpusti{ v jednomocném ali-
fatickém alkoholu, s vyhodou v alkoholu s ! af 6 atomy uhliku a roztok se nechd stdt delsd
dobu, s vyhodou asi 20 hodin. B¥hem sténi se vylou¥f peptidové alkaloidy ergolenového ty-
pu ve form& pravotofivich epimerd skoro kventitativn& v krystelické form& z roztoku. Kryste-
1y ziskané timto zplisobem se odfiltruji, promyji a su3i.

Krystaly, které je¥td obsahuji zna¥né mnofstvi nedistat charakteru tuku, se potom
suspenduji v rozpustddle tuku. Krystaly timto zplsobem zbavené tuku se poté odfiltruji,
pronyji a sudi. Jako rozpoust¥dlo tuki se mohou pouZit ketony, estery karboxylovych kyselin
nebo uhlovodiky. Jako p¥fklad y¥eln¥ pouZitelnych ketond se miZe uvést methylisobutylketon,
esterd karboxylovych kyselin n-butylacetdt a z uhlovodikd benzin.

Pravoto¥ivé peptidové alkaloidy ergolenového typu odtuinéné timto zpisobem se tak mo-
hou ziskat v krystalické form& ve vyt&Zku 95 a% 99 %.

PFi zpracovéni drog ergoteaminového typu se drogy podle velmi vyhodného zpliscbu prove- .
deni podle vyndlezu pouze extrahujf, extrakty se bez del3i zm¥ny féz{ hned zbavi rozpoud-
t&dle, odperek se rozpusti v alkanolu s | aZ 6 atomy uhliku, s vfhodou v methenolu a methe-
nolicky roztok se nechd stét.

Ergotemin vylou¥eny v krystalické form& se odfiltruje, promyje a sulf a nakonec odtud-
ni suspendovénim v methylisobutylketonu.

Zpisob *podle vyndlezu je bliZfe osvétlen ndsledujicimi p¥{klady. Je t¥eba viak upozor-
nit, %e vynélez %édnym zpisobem nen{ omezen na obssh t¥chto konkrétnich prikladd.
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Ke stanovenf sloufenin ergolenového typu, které jsou popsané v p¥{kladech, se pouZiva-
J1 tyto enelytické metody:

Extrakce drogy:

2 g rozemletého ndmelu o velikosti ¥éstic nejvyse 0,5 mm se smichd s 25 ml ethylaceté-
tu & 1,5 ml 10% roztoku hydroxidu smonného. Smés se 30 minut t¥epe, filtruje a némel zbyly
na filtru je3t& dvekrét extreshuje, vidy 25 ml ethylacetétu. Extrekty se spojf a déle zpra-
cuji tek, jak je popséno pod extrakeci fermentaini kapaliny.

Extrakce fermentadni kapeliny:

25 ml fermentedni kapaliny se upravi koncentrovenym roztokem hydroxidu aménného na
pH 8 a% 8,5, pridé se 75 ml ethylacetétu a 2 mirluty prudce miché. Féze se oddsl{ na sedi-
mentaéni odstfedivce a vodnéd féze se jeBtd dvakrét extrahuje vZdy 25 ml ethylacetdtu.

Organické fdze se spoj{ @ odpari ve vakuu ne objem 50 ml. Koncentrét ziskeny timto
zpisobem, nebo extrét ziskeny pii extrakei drogy se &tyfikrdt protfepe vidy s 25 ml 5% roz-
toku kyseliny fosfore¥né ve vodé. Vodné extrakty s obsehem kyseliny fosforedné se spoji,
upravi 10% roztokem hydroxidu amonného na pH 8 a¥ 8,5 a takto zalkalizoveny roztok ti¥ikrét
vyt¥epe vidy s 25 ml chloroformu. Chloroformové féze se spoj{, su3f bezvodym siranem sod-
nym a odper{ do sucha. Odparek se rozpust{ ve 2 ml sm&si chloroformu & methenolu v pomé&ru
1:1.,

Z tohoto roztoku se k stenoveni ergotaminu & ergokristinu nanese 0,1 ml uno%stvi roz-
toku ne vrstvu o rozméru 5 x 20 cm 2ze silikagelu G nebo pro stenoveni ergokorninu a ergo-
kryptinu se nenese 0,2 ml na vrstvu z kysli&nfku hlinitého (aluminiumoxid 60 E).

Chromatogram se v p¥ipad¥ ergoteminu a ergokristinu vyvoldvéd smé&sfi chloroformu a etha-
nolu v pom&ru 90:10, v pfipad¥ ergokorninu a ergokryptinu se vyvoldvé sm&si diethyletheru,
n-butylacetdtu a isobutylalkoholu v pom&ru 4,5:4,5:0,625. Skvrny se stanovi v rozptfleném
ultrafialovém osvétleni a eluujf 10 ml bezvodého ethenolu.

. Mé&¥eni:

Spektroskopicky pii 314 nm v 1 cm k¥emenné kyvetd.
Vypodeat:
VztaZfeno na standard.

Pfi analyze se rozpusti 25 mg produktu v 5 ml sm¥ei chloroformu a methanolu v pomdru
1:1. Stenoveni v pfipad® ergotamininu nebo ergokristinu se provéd{ s 0,1 ml a v pf{pad¥
ergokorninu nebo ergokryptinu s 0,2 ml tohoto roztoku, podle shora popsenych chromatografic-
kych metod na tenké vrstvd. !

Pr{ikxlead 1

1 kg drogy ergokristinového typu (vyrobené podle zpisobu popsaného v medarském paten-~
tovém spisu &. 154 035; obsah ergotalkaloidy: 2,1 % ergokristinu, 0,8 % erhokritininu,
0,2 % ergotaminu, 0,1 % ergotamininu a 1 % ostatnich alkeloidd typu lysergové kyseliny) se
rozemele na &dstice velikosti nejvySe 2 mm, pridejl se 4 litry ethylacetdtu a 250 ml 10%
vodného roztoku hydroxidu asmonného.



5 208140

Sm&s se michd 3 hodiny a potom filtruje. Extrakce drogy se dvekrét opakuje vZdy se
2 litry ethylacetdtu. Odfiltrované ethylacetétové féze se spojf, odpa?{ ve vekuu p¥i teplo-
t& 40 °C na objem 0,5 litru a koncentrét ziskany timto zplisobem se t¥ikr4t extrahuje vidy
100 ml sm&si formemidu, vody a koncentroveného roztoku kyseliny fosforedné v pom¥ru 6:10:1.

Vodné féze se spojf a p¥idd se 200 ml vody a 100 ml ethylacetdtu. Sm¥s se nejprve mi-
ché a2 potom alkslizuje koncentrovanym vodnym roztokem hydroxidu amonného, .a% na pH 8 a% 10.

Michén{ se pferudi a féze se od sebe 0ddéli. Vodnd féze se je¥td dvaekrst extrahuje
vidy 100 ml ethylacetétu. Ethylacetdtové féze se spoji a odpaFf ve vakuu p¥i teplotd 40 9%
do sucha. Ziskand surové sm¥s peptidovych alkeloidd ergolenového typu se rozpust{ v 10 ml
methanolu pri teplotd 15 a% 25 °C a roztok pro krystalizaci nechd stét 20 hodin za teploty
mistnosti.

Ziskené krystaly se odfiltrujf, dvekrét promydi vidy 2 ml methenolu & su3f. Timto zpi-
sobem se ziskaji 3,4 g pravoto¥ivého epimeru (sloZeni: 77 % ergokristininu, 1 % ergokristi-
nu, 2 ¥ ergotamininu a rizné nedistoty prevdin& mastného charakteru). *

Ziskeny surovy produkt se suspenduje v 6,8 ml methylisobutylketonu a neché stét 0,5 ho-
diny. Ziskené krystaly se odfiltrujf, dvakrét promyjf vZdy 2 ml methylisobutylketonu a sus{.
Z1ské se 2,7 g sm&si alkaloidd o tomto sloZfeni: 97 % ergokristininu, ! % ergokristinu a 2 %
ergotamininu. '

P¥{klad 2

1 kg drogy ergotaminového typu (vyrobené podle zpisobu popsaného v maderském patento-
vém spisu &. 155 148; obsah ergotalksloidd: 3,2 % ergotaminu, 0,9 % ergotamininu, 0,3 % er-
gokristinu & ergokristininu, déle 1,3 % ostatnich alkeloidd typu lysergové kyseliny) se ro-
zemele na &éstice velikosti nejvyde 2 mm.

Extrakce drogy se provédi zpisobem popsenym v p¥ikladu 1. Spojené extrakty se odpa¥i
ve vakuu na objem 500 ml a ergotalkeloidy p¥ftomné v extraktu se &tyFikrét extrahuji vidy
50 m1 sm¥si formamidu, vody & koncentroveného roztoku kyseliny fosforedné v pomdru 5:5:0,3.

'~ Spojené extrakty se smichajf se 70 ml chloroformu a zs michéni se provede alkalizace
koncentrovenym vodnym roztokem hydroxidu emonného a% na pH 9 a¥ 10. Féze se vzéjemnd oddslf
e vodnéd féze se jedt® trikrdt extreshuje vZdy 40 ml chloroformu. Chloroformové féze se spoji
a ve vakuu za teploty 40 oc odpafi do sucha. Jako odparek ziskand surové sm&s epimerd pepti-
dovych alkaloidd ergolenového typu se rozpustf v 10 ml methenolu za teploty 15 a% 25 °C,
rdztok se nechéd stét p¥i teploté mistnosti 20 hodin a potom se filtruje.

Z{skené krystely se promyj{ vZdy 2 ml methanolu a su3f. Ti{mto zpisobem se zfské 5,3 g
surové sm&si pravoto¥ivych epimerd (sloZfeni: 71 % ergotemininu, 1 % ergokristininu, ddle
hlavné ne&istoty mastného charakteru).

Surovy produkt ziskeny shora uvedenym zplisobem se suspenduje v 10,0 ml methylisobutyl-
ketonu @ suspenze 30 minut mfchd. Z{skané krystely se odfiltrujf, dvakrét promyjf{ vZdy 2 ml
methylisobutylketonu a su¥f. Ziské se 3,84 g vy&i3téného produktu o sloZen{ 96 % ergoteamini-
nu a 0,3 % ergokristininu.
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Priklad 3

1 kg drogy typu popsaného v prikledu 2 se extreshuje ethylecetétem, zpisobem popsanym
v pfikladu | a z extraktu se odstrani rozpoustédlo, pr¥idem¥ se ziskd 100 ml viskozniho ole-
jovitého produktu.

K tomuto olejovitému produktu se p#idéd 50 ml methenolu a p¥i teplot® mistnosti michéd
20 hodin. Z{skené krystaly se odfiltrujf, dvakrét promyjf vZdy 2 ml methanolu a susf. Timto
zpdsobem se zf{skéd 5,8 g surového pravotodivého epimeru (slofenf: 63 % ergotamininu a rizné
neistoty, prevdin® mastného charakteru).

Produkt se suspenduje ve 12 ml methylisobutylketonu a suspenze se nechd stdt pil hodi-
ny, ptifem# se poZedoveny produkt vyloudf v krystalické form¥. Z{skend krystaly se odfiltru-
J1, t¥ikrét promyjf vidy 5 ml methylisobutylketonu a sudf. Timto zplsobem se zfskd 3,90 g
produktu obsehujfcfho 95 % ergotemininu.

Pri{klad 4

10 1itrd fermente¥n{ kepaliny (zfskané podle zpisobu popsaného v medarském patentové
spisu &. 164 816 submersni kultivec{ kmene Claviceps purpurea OKI 88/1972, uloZeného u Ma-
derského zemského institutu pro nérodn{ hygienu OKI, Budape¥t), s obsshem alkaloidi:

0,21 mg/ml ergokorninu, 0,17 mg/ml ergokryptinu, 0,08 mg/ml ergokornininu, 0,03 mg/ml ergo-
kryptininu a 0,35 mg/ml ergometrinu, se extrshuje nejprve 5 litry a potom dvekrét vidy

3 litry methylisobutylketonu, pri¥em? b¥hem prvni extrakce se hodnota pH systému upravi
koncentrovenym roztokem hydroxidu amonného ne pH 9 a% 10.

Po kaZdé extrakeci se féze 0ddéli v separdtoru, organické féze se spoji a odpafi ve va-
kuu za teploty 40 °C na objem 200 ml. Koncentrdt se pétkrdt extrahuje vidy 100 ml sm&si
formemidu, vody a kyseliny vinné v pomdru 5:5:0,1.

Extrakty se spojf{ e pétkrdt vyt¥epou vidy 100 ml chloroformu. Chloroformové féze se
spoji a déle zpracujf, zatimco vodné féze obsahujicf formemid se odloZi a mohou pouZit
k ziskénf ergometrinu.

Spojené chloroformové fédze se odperi ve vakuu za teploty 40_°C do sucha., Jeko odparek
ziskend surové sm&s epimerd peptidovych alkaloidl ergolenového typu se rpzpusti ve 20 ml
n-butenolu a roztok se nechéd stét p¥i teplot® mistnosti 24 hodiny. PravotoZivé epimery se
vyloud{ v krystalické form8. Krystaly se odfiltrujf na slinutém sklenném filtru, dvekrét
promyJi vidy 4 ml n-butenolu a susi. Timto zpisobem se z{skd 5,8 g produktu tvoreného sm¥s{
krystald ergokornininu a ergokryptininu. SloZeni{ produktu je 41 % ergokornininu, 3! % ergo-
kryptininu a ddle rdzné nedistoty, pfevéin¥ mastného charakteru.

Krystaly z{skené vySe uvedenym postupem se suspendujf v 11,6 ml n-butylacetdtu ochlage-
ného na teplotu 0 °C, suspenze se mfché 30 minut a potom filtruje. Produkt zbyvajic{ na filt-
ru se dvekrdt promyje vidy 2 ml n-butylacetdtu ochlazeného ne teplotu 0 °C a susf. .

Timto zplsobem se ziskajl 4 g vyZist&ného produktu, ktery sestévé z 59 % ergokornininu
a 41 % ergokryptininu.



208140

PREDMET VINALEZU

Zpisob vyroby peptidovych alkeloidd ergolenového typu z némelovych drog nebo ze sub-
pmersnfch kultur palilkovice nachové extrake{ s ¥i3t¥nim extraktu znénou féz1, vyznadujici
se tim, %e se surové smds peptidovych alkaloidd ergolenového typu rozpustl v protickém roz-
pou¥tddle, zvléstd v alkenolech s 1 a% 6 atomy uhliku, roztok se nechéd stét, vylouZené epi-

mery se odd&li, odtudni rozpoustddlem tukd, zvl43té methylisobutylketonem nebo butylecetéd-
tem a ziskany produkt se izoluje.

Severografia, n. p., zévod 7, Most
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