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Sposob wytwarzania amidéw kwasu.lizergowego i izolizergowego
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Wynalazek dotyczy sposobu wytwarzania amidéw
kwasu lizergowego i izolizergowego za pomoca no-
wego Szczepu Claviceps paspali Stevens et Hall.
Rozmaite szczepy tego grzyba byly juz znane od
dluzszego czasu, jednakze dopiero niedawno udalo
sie po raz pierwszy z okreslonego szczepu tego ro-
dzaju grzyba, po uprzednim ,zaktywowaniu” go
otrzymaé pochodne kwasu lizergowego i izolizergo-
wego. Aktywacje tego szczepu prowadzono przez
przeszczepienie go na kietki traw. PézZniej inna
grupa badaczy stwierdzila, ze ten spos6b postepo-
wania da sie w okreS§lonych warunkach omingé,
jednakze tak otrzymane wydajnoSci kwasu lizergo-
wego sg do§¢ male, co bardzo utrudnia techniczne
wykorzystanie tej metody.

Znany jest na przyklad z brytyjskiego opisu pa-
tentowego nr. 883 329 sposéb otrzymywania miesza-
niny amidu kwasu lizergowego i amidu kwasu izo-
lizergowego na drodze fermentacji roztworu wod-
nego pozywki, zawierajacej Zrédlo wegla, azotu
i sole mineralne w warunkach aerobowych za po-
moca szczepu Claviceps paspali Stevens et Hall
wyodrebnionego ze sklerocji wytworzonych na ro-
$linach Paspalum disticum, zebranych w Tivoli koto
Rzymu. Szczep ten jednak, jak réwniez inne do-
tychczas znane szczepy Claviceps paspali Stevens et
Hall nie tworzy konidiéw in vitro.

W sposobie wedlug wyzej wymienionego brytyj-
skiego opisu patentowego nr 883 329 prowadz sie
fermentacje gltebinowg w temperature 22—30°C przy
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PH = 4,6—6, w ciggu 10—15 dni. Przesgcz z kultury
alkalizuje i ekstrahuje rozﬁuszczalnikami organicz-
nymi lub absorbuje na stalym sorbencie i wyod-
rebnia alkaloidy.

Dla wprowadzenia metod biologicznych na skale
techniczng jest rzecza wielkiej wagi, czy okre$lony
grzyb wytwarza konidia czy tez nie. Za pomocg ko-
nidibw mozna bowiem otrzymaé kultury z jednego
zarodnika i dzieki temu dochodzi si¢ do genetycznie
jednolitego materialu. Z konidii mozna tez, dziala-
niem promieni rentgenowskich i ultrafioletowych,
jak réwniez dzialaniem odczynnik6éw chemicznych,
duzo latwiej otrzymaé mutanty i wydzieli¢ je ze
sterylnej grzybni. Ponadto zakazajgc konidiami kwi-
tnace rofliny Paspalum mozna na naturalnym zy-
wicielu otrzymaé przetrwalniki, ktére doskonale na-
daja sie do konserwowania szczepu. Z tego trwale-
go materialu mozna na przyklad otrzymaé Swiezy
material do szczepien, o ile kultury in vitro dege-
neruja sie. Konidia mogg byé réwniez poddawane
liofilizacji i w postaci zliofilizowanej moga byé prze-
chowywane bez ograniczen. Do szczepienia pozywki
najlepiej nadaje sie zawiesina konidi6éw, poniewaz
w takiej postaci mozna jg najdogodniej dawkowaé
do szczepienia i mozna z nig najlatwiej pracowaé
w warunkach jalowych. Natomiast jalowa grzybnia
musi byé na poczatku zhomogenizowana.

~ W sposobie wediug wynalazku zastosowano nowy
szczep Claviceps paspali Stevens et Hall, zdolny do
wytwarzania konidiéw in vitro, Szczep ten znale-
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ziono w Nowej Gwinei na trawie Paspalum dilata-
‘tum Poir. Zdolno$é wytwarzania konidiéw stanowi
ceche odrézniajgcg ten nowy szczep pod wzgledem
morfologicznym od dotychczasowych szczepéw uiy-
wanych -do otrzymywania amidéw kwasu lizergo-
wego i izolizergowego. Dalszg réznice stanowi to, ze
nowy szczep ma £rednie wymiary giéwek 2,8 X
X 32 mm (w poréwnaniu z wymiarami gléwek
3,4 X 3,2 mm u szczepu stosowanego wedlug brytyj-
skiego opisu patentowego nr.- 883 329). Prébki nowe-
go szczepu grzyba zostaly zdeponowane w Departa-
mencie Rolnictwa Stanéw Zjednoczonych (Northern
Utilization Research and Development Division),
pod numerem NRRL 3027. W przeciwiefistwie do
dotychczas opisanych szczepédw Claviceps paspali
Stevens et Hall przetrwalniki szczepu NRRL 3027
zawierajg alkaloidy. Zawarto§é alkaloidéw w tych
prébkach przetrwalnikéw wynosi 0,04%, w tym:

amidu kwasu lizergowego 40%/s
amidu kwasu izolizergowego 20°/
ergobazyny v ) 15%
ergobazyniny ot 10%,
chanoklawiny 10%,
nieznanych 5%

Nalezy zwrécié uwage na fakt, ze stosowane do-

tad szczepy Claviceps paspali Stevens et Hall two-
rzyly tylko amidy kwasu lizergowego i izolizergo-
wego. Szczep wedtug wynalazku tworzy natomiast
dodatkowo ergobazyne, ergobazyning i1 chanokia-
wine. Wyréznia to nowy szczep od znanych pod
wzgledem fizjologicznym.
_ Analize mieszaniny alkaloidéw przeprowadza sie
metodg chromatografii bibulowej a procentowy
udziat poszczegblnych skladnikéw oznaczono na
podstawie “interisywnos$ci barwy plamek.

Wydzelanie i rozmnazanie nowego szczepu grzy-
ba odbywa sie w nastepujacy sposé6b: o

Z wewnetrznej czesci sklerocjum pobiera sle ste-
rylnie maly kawatek tkanki 1 przenosi na potywke
z agaru i brzeczki' piwnej o skladzie: 250 ml bez-
chmielowej jasnej’ brzeczki piwmnej (17% suchej
substancji), 18 g agaru, wody destylowanej do 1 1
(pH = 5,2)). Rozwija sie okragla kolonia, ktéra po
uplywie 14 dni w temperaturze 24°C osigga fred-
nice 15 mm. Sklada sie ona z blony gruboéfci okolo
1 mm o strukturze pseudoprzetrwalnikowej, oraz
z bialej grzybni powietrznej. Brunatny barwnik dy-
funduje ‘do wnetrza agaru. Konidia nie wytwarzajg
sie. Kolonie te rozdrabnia sie za pomocg lopatki
i przenosi do probéwki zawierajgcej 12 cm? pozywki
agarowej o nastepujgcym skladzie:

brzeczka piwna 500 ml
- moczone ziarno 60 g
kwas mlekowy 1 ml

roztwér salmiaku do pH = 4,8
agar-agar 20 g
woda destylowana do 11
Wokét kazdej szczepionki powstaje mala kolonia
o poczgtkowo bialej, péiniej czerwonobrunatnej
grzybni. Po 10 dniach na wierzchotkach strzepkéw
grzybni zaczynaja zawigzywaé sie konidia. Po 20
dniach konidia sa juz w wystarczajgcej ilosci, aby
otrzymaé z nich wodng zawiesine, ktérg mozna za-
szczepié 20 probéwek skosnego agaru (o skladzie jak
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wytej) Kultury te poddaje si¢ dojrzewaniu w tempe-
raturze 24°C., Konidia kieltkuja po uplywie 24—36
godzin. Po. 6 dniach powierzchnia agaru pokrywa sie
réwnomiernie subtelng, bialg grzybnia, po 10 dniach
tworzy sie brunatnoszara, delikatnie zmarszczona
wierzchnia warstwa grzybni, ktérg &ciSle pokrywa
agar i posiada krétkie strzepki powietrzne. Na nich
zawigzujq sie konidia. Po uplywie 12 tygodni
w wielu miejscach grzybni tworzgq sie centra, na
ktérych wydzielaja sie ‘male kropelki czerwono-

‘brunatnej ¢ieczy. Kropelki osiggajg Srednice 1—

3 mm i wkrétce z bardzo licznych konidiéw po-
wstaje mleczne zmgtnienie. Po uplywie 16—18 dni
tworzenie sie konidiéw jest praktycznie zakoficzo-
ne. Kultura na uko$nym agarze w probéwce o fred-
nicy 2 em i w 12 ml poiywki agarowej zawiera
okolo 10 konidiéw.

Kulture wstepna przygotowuje si¢ w nastepujacy
sposéb: Jako medium stosuje sie 4,5-procentowy
wodny roztwér wyciggu slodowego o pH=>5,4. Jeden
litr tego roztworu poddaje sie sterylizacji w kolbie
stozkowej o0 pojemnokci 2 litréw w ciggu 20 minut
w temperaturze 110 °C, nastepnie przeszczepia sie
5,10° konidi6w z dwudziestodniowej kultury agaro-
wej przeszczepéw otrzymanych z jednego zarodnika
szczepu z Nowej Gwinel i poddaje sie inkubacji
w ciggu 3 dni w obrotowej wytrzasarce w tempe-
raturze 23°C. Powstaje gesta kultura zlozona
z drobnych platkéw grzybni. Platki skladajq sie
z luZnych klebkéw strzepkéw i posiadajgq Srednice
od 2—4 mm. Nie daje sie wykryé zadnych alka-
loidéw.

W celu otrzymania wigkszych ilofci wstepnej kul-
tury, przeszczepia sie 5.100 konidiéw w. szklanym
aparacie do fermentacji, zawierajgcym 10.1 tego
samego medium, i poddaje dojrzewaniu w. ciggu
3 dni w temperaturze 23 °C przepuszczajac powie-
trze z szybkoscig 6 1 powietrza na minute oraz mie-

szajac z szybkoscig 200 obrotéw mieszadia na mi-

nute. Dla zwalczania piany stosuje sie emulsje sili-
konows. Otrzymane w aparacie fermentacyjnym
kultury sy takiej samej jako$ci jak kultury otrzy-
mane przez wytrzgsanie. Dla gléwnej kultury oka-
zuje 'si¢ szczegélnie korzystna poiywka, zawiera-
jaca w 1 1 wody destylowanej:

sorbit 50 g
kwas bursztynowy 36 g
KHiPO4 2g
MgSO4 03 g
FeSO4 1 mg-17 H0
ZnSO4 10 mg - 7 H20

o pH=5,4 ustalonym za pomocg NHOH.

O wplywie jonéw cynku i Zelaza na wzrost grzy-
ba i zawartosé alkaidéw w roztworze kultury infor-
mujg dwie nastepujace tablice:

1. Wzrost wyraiony w g suchej griybni na 1 litr
. roztworu kultury

FeSO4 + 7 H2O0 w mg/l

0 1 | 10

ZnSO4+7TH20 |0]| 72 6,1 6,1
w mg/l 1 42 11,7 17,1




5
2. Zawartosé alkaloldow

Wszedzie 1 mg FeSO4 -7 H20 na 1 litr roztworu
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kultury
ZnSOy + 7 Hz20 Zawartogé ‘alkaloidéw
w mg/l w mg/l,
0 , 8
1 , 1060
15 9856
60 950
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Pozywke te zaszczepia -sie 10-procentowym roz-
tworem trzydniowej kultury wstepnej i poddaje
inkubacji w porcjach po 100 ml w kolbach stozko-
wych o pojemno$ci 500 ml, umieszczonych w wy-
trzgsarce rewersyjnej w temperaturze 23°C. Dal-
- sze kultury poddaje sie rozmnazaniu w analogiczny

sposéb w - aparacie de fermentacji, zawierajacym
170 1 pozywki, wykonanym ze stali nierdzewnej.
Przepuszcza sie przy tym powietrze z szybkoScia
170 1 na minute oraz miesza si¢ poczatkowo z szyb-
koScig 70 obrotéw na minute, p6Zniej 180 obrotéw
na minute. W celu zwalczania piany stosuje sie
emulsje silikonowas.
" W ten sposéb powstajg kultury, zlozone z licznych
jednakowych czgstek grzybni. Ich §rednica wynosi
okolo 5 mm oraz posiadajg one kuliste, zwarte
jadro o $rednicy okolo 1 mm utworzone z tkanki
pseudoparenchymatycznej. Jadro to posiada roz-
mieszczone gwiazdziScie, dtugosci okoto 2 mm wy-
rostki z réwnolegle ulozonych strzepkéw. Pod ko-
niec dziesieciodniowego okresu istnienia kultury
grzybnia ]est jasnobrunatna, a przesacz zabarwiony
intensywnie na kolor czerwonobrunatny.

Tak otrzymany przesgcz kultury moze byé pod-
dawany na przyklad nastepujacej przerébce: 20 1
przesgczu kultury traktuje sie okolo 1,2 kg sody
az do ustalenia pH = 9,75 i trzykrotnie ekstrahuje
sie 20 1 chlorku etylenu. Faze organiczng przemywa
sie jeden raz 5. 1 wody i nastepnie zageszcza sie
w pr6zni do ogélnej objetoSci 4 1 Koncentrat
ekstrahuje sie trzykrotnie 1 1i 5 procentowego kwa-
su winowego. Wyciagl kwasu winowego traktuje
sodg do pH=9,0 i ekstrahuje trzykrotnie 2 1
chlorku etylenu. Wyciggi przemyte matg iloscig wo-
dy i wysuszone siarczanem dajg 16,7 g zasad, ktére
wedlug van Urka zawierajq 12,2 g substancji indo-
lowych, wzglednie po badaniu chromatogratig bibu-
towa zawieraja 11,3 g zmydlajgcych sie indoli.

Tak otrzymana mieszanina zasad, po zanalizowa-
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niu metodg chromatografii bibulowej wykazuje na-.

stepujacy skiad: v

amid kwasu lizergowego 45%s
amid kwasu izolizergowego 420/y
ergobazyna 3/
ergobazynina 3%
chanoklawina 3%
elimoklawina 2%
penniklawina 2%/o

Wychodzge z kultury fermentacyjnej otrzymuje
sie z niej po 12 dniach hodowli 145 1 przesgczu. Ten
przesagcz po zalkalizowaniu 2n lugiem sodowym
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ekstrahuje si¢ 5 razy 200 1 estru octowego przy
PH =174 1 3 razy 200 1 estru octowego przy pH =
= 10. Oba wyciggi z octanem etylu zageszcza sie do
objetosci 101 i z koncentratu ekstrahuje sie alkaloi-
dy wodnym roztworem kwasu winowego. Wyciggi
uzyskane z ekstrakcji wodnym roztworem kwasu
winowego ekstrahuje si¢ po zalkalizowaniu ponow-
nie przy pH="174 i pH = 10 octanem etylu i po
przemyciu matlq ilociag wody odparowuje do sucho-
Scl. Pozostalo§¢ . ekstrakcyjna po zanalizowaniu
metodg chromatogratii bibulowej wykazuje naste-
pujacy skiad: .

amid kwasu llzergowepo 66%
amid kwasu izolizergowego 21%,
ergobazyna 49/
ergobazynina 2%/
chanoklawina 2%
elomoklawina 2
agroklawina 2%/
penniklawina 1%

Otrzymana mieszanina jest szczegélnie bogata
w amid kwasu lizergowego wzglednie amid kwasu
izolizergowego. Oba te zwigzki w przeciwiefistwie
do naturalnych alkaloidéw sporyszu, takich jak na
przykiad ergobazyna dajg sie znacznie latwiej hy-
drolizowaé¢ do wolnego kwasu lizergowego, ktéry
jest wainym produktem poSrednim dla syntezy
wysokoaktywnych prepardtéw farmaceutycznych.
W razie potrzeby moina réwniez te hydrolize prze-
prowadzaé bezpoSrednio w cyklu roboczym, wy-
dzielajgc mieszgnine alkaloidéw z przesgczu kultu-
ry, na przyklad w nastepujacy sposéb:

16,7 g otrzymanej wedlug powyzszej metody mie-
szaniny surowych alkaloidéw rozpuszcza sie¢ w 50
procentowym alkoholu i alkaliczny roztwér po do-
daniu 75 g wodorotlenku barowego i 2 g dwutionia-
nu sodowego ogrzewa sie w ciqgu % godziny pod
chlodnicg zwrotng.

Do ozigbionej mieszaniny reakcyjnej dodaje aie
16 ml stezonego amoniaku i 218 ml 2n kwasu siar-
kowego. Nastepnie osad odfiltrowuje sie. Pozo-
stalo§é odszlamowuje sie jeszcze 5 razy za pomocg
200 ml gorgcej mieszaniny metanolu i amoniaku
(9:1). Przesacz oczyszcza sie przez przemywanie
roztworem mieszaniny metanolu i amoniaku i za-
geszcza w préini. Tak otrzymany surowy kwas li-
zergowy wytragca sie z mieszaniny o zawartofci
75 ml metanolu i 75 ml 2n lugu sodowego przez
dodatek 33 ml lodowatego kwasu octowego. Wydaj-
no$é czystego kwasu lizergowego wynosi 6,5 g.

Zastrzeienie patentowe N

Sposéb wytwarzania amidéw kwasu lizergowego
i izolizergowego na drodze mikrobiologicznej', ma-
mienny tym, Ze tworzacy konidia szczep Claviceps
paspali Stevens et Hall nr NRRL poddaje si¢ gie-
binowej hodowli saprofitycznej na poZzywece, skila-
dajgcej sie z polialkoholu jako Zr6dia wegla, soli
amonowej kwasu organicznego jako #r6édia azotu

i soli mineralnych, uzyskang mase sgczy, a z prze-

sgczu wyodrebnia amidy kwasu lizergowego i/lub
izolizergowego przez ekstrakcje organicznym roz-
puszczalnikiem
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