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E s te  i n v e n to  se r e f i e r e  a un p ro c e d im ie n to  pa ra  le  
p ro d u cc ió n  de d e r ivados  a l c a l o i d e s  de ác id o  l i s e r g i c o ,  por  
f e rm e n ta c ió n  sumergida con nuevas r a z a s  de C lav icep s  oas c a l i  
Stewens y n o l i ,  de cuyos de r ivados  puede o b t e n e r se  de manera 

¡P. conocida  ác ido  l i s e r g i c o  pu ro .
Actualmente  l o s  de r ivados  a l c a l o i d e s  de ác ido  l i s é r -  

g ico  se ob t ie n e n  predominantemente d e l  c o rn e z u e lo  de cen ten o ,  
o sea de lo s  e s c l e r o c i o s  n a t u r a l e s  de O lav iccps  purpurea 
(Fr)  T u l .  S t o l l  y c o la b o ra d o re s  ( p a t e n t e  n o r te a m e r ic an a  

10. No. 2 80$ $20) han informado r e c i e n te m e n te  la  p rodu cc ión  de
t e l e s  a l c a l o i d e s  por  c u l t i v o  s u p e r f i c i a l  s a p r o f í t i c o  de una re
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áecucde de C la v ic ep s  pur pu rea  (F r j  f u l . ,  a i s l a d a  de l  c e n t e -  
Otrcs a u to r e s  (ABE y c o la b o r a d o r e s :  J .  A gr ie .  Chem. Soc.

úapan 2^, 1952, pág .  493; i-ABER y co lé  ocre  do res :  Cenad. J .  of 
. . i c r o b i c l o g y  4 ,  1953, pag .  611) non d e s c r i t o  p ro c ed im ien to s  
para  le  p r e p a r a c i ó n  de a l c a l o i d e s  por  c u l t i v o  s u p e r f i c i a l  s a ­
p r o f í t i c o  de a lgunas  r a z a s  p a r t i c u l a r e s  oe C la v i c e p s .  S in  
embargo t a l e s  a l c a l o i d e s  nc c o n t i e n e n  á c id o  l i s é r g i c o  en su 
molécula  y son d i f e r e n t e s  de lo s  ob ten idos  por  lo s  o s c l e r o c i o s  
n a t u r a l e s  de C la v ic ep s  purpúrea  (F r)  Tu l .

Sn todas  e s t a s  i n v e s t i g a c i o n e s ,  en e l  c u r so  de muenos 
años,  le  p rodu cc ión  de lo s  a l c a l o i d e s  se e f e c tú e  solamente  
por  c u l t i v o  s u p e r f i c i a l  s a p r o f í t i c o  después de 20-40 d ías  
de in c u b a c ió n  y además la  p rodu cc ión  u n i t a r i a  es t a n  baja  que 
no r e s u l t a  p r á c t i c a .

más r e c i e n t e m e n t e ,  Spruson y c o la b o r a d o r e s  ( p a t e n t e  
a u s t r a l i a n a  No. 34313/ 8) han d e s c r i t o  un p ro c e d im ie n to  pera  
la  p rodu cc ión  b i o s m t é t i c a  de a l c a l o i d e s  de c o rn ez u e lo  de 
cen teno  po r  c u l t i v o  d e l  O lav iceos  p u r p u r ea f u l .  en c o n d i c i o ­
nes e se n c ia lm e n te  a n a e ro b ia s  y r e a l i z a n d o  una r e d u c c ió n  s u b s ­
t a n c i a l  de la  r e s p i r a c i ó n  de l a s  c é l u l a s ;  e s t a s  c o n d ic io n e s  
p r e s e n t a n  a lgunas  d e s v e n t a j a s  e v i d e n t e s .

e l  procedim iento d e l in ven to  que aquí se expone 
perm ite la  producción de a lc a lo id e s  cerivados de ácid o  l i s é r ­
g ico  en grandes ren d im ien tos, por medio d e l c u l t iv o  sumergido 
de nuevas razas de C lav icep s en con d ic ion es aerob ias y con 
a g ita c ió n , s in  causar reducción  de la  r e sp ir a c ió n  de la s  c é lu ­
la s ,  o sea que la  form ación de a lc a lo id e s  de ácido  l i s é r g ic o  
puede e fe c tu a r se  por ferm entación  in d u s t r ia l .

i,os organismos empleados para e l  procedim iento de 
e s te  in ven to  son nuevas razas de C lav icep s o a so a li Stewens y 
H o ll.  Se h a b ía  d e s c u b i e r t o  que la s  razas C la v ic ep s  p asp a ll



¿ e r i vacíos deS tcuens  y n o l i ,  que no producen lo s  a l c a l o i d e s  
ác ido  l i s e r g i c o  por  c u l t i v o  sumergido, pueden v i r u l e n t s r s c  
a r t i f i c i s l m e n t e  pare  dar nueves r e z a s  de C la v ic ep s  p a s o a l i , 
l a s  c u e le s  a su vez p e rm i ten  le  mencionada p ro d u cc ió n .

La v i r u l e n t a c i ó n  a r t i f i c i a l  o c u r r i ó  de l e  s i g u i e n t e  
manera.  Se a i s l ó  la  raza  F .97  de lo s  e s c l e r o c i o s  c r e c id o s
sobre  cepas de r s s p a-lum di s t i cum, r e c o g í  das en T i v o l i  (Roma) 
y se la i d e n t i f i c ó  y c l a s i f i c ó  como C la v ic ep s  p a s p a l i  Stewens
y n o l i .  Se i n o c u l a r o n  embriones de cen teno  uosen 4 n,  an te s  
de l s  ge rm inac ión ,  con la  r a s a  1 .97  y luego  se c u l t i v a r o n  
" i n  v i e r e " . Las nuevas su bespe c ie s  v i r u l e n t a ¿ a s  se a i s l a r o n  
de los  e s c l e r o c i o s  ob ten idos  sobre dichos embriones .

Las r a z a s  que se emplean en e l  p ro c e d im ie n to  de l  i n v e n ­
to  que aquí se expone y que se d e s c r ib e n  como nuevas r a z a s  de 
C la v ic ep s  p a s p a l i  Stewens y . i o l l  en e s t a  memoria y en sus r e i ­
v i n d i c a c i o n e s ,  se  han r e g i s t r a d o  en e l  I n s t i t u t o  S u p e r io re  di 
S a n i t à ,  v i a l e  Regina E le na ,  299, Roma ( I t a l i a )  y se han d e s i g ­
nado con l a s  marcas: ? -  1-0;  ?  -  315 /1 :  r  -  237; i'' * 240.

E l  p ro c ed im ien to  de e s t e  in v e n to  es por  c o n s i g u i e n t e  
un p ro c ed im ien to  pera  la  p ro d u cc ió n  de d e r iv a d o s  a l c a l o i d e s  de 
ác ido  l i s é r g i c o  que comprende e l  f e r m e n ta r  en con d ic io n e s  a e r o ­
b ias  un medio n u t r i c i o  acuoso oue c o n t i e n e  una f u e n te  de c a r b o ­
no, n i t r ó g e n o  y s a l  m in e ra l  con una nueva reza  de C lav iceps  
p a s o a l i  Siemens y lío 11 t a l  corao se ha d e f i n i d o  p rece d e n te m e n te .  

Las r a z a s  a n te s  mencionadas t i e n e n  l e s  s i g u i e n t e s  c a ­
r a c t e r í s t i c a s  m o rfo ló g ic a s :  l a s  c o l o n i a s ,  ob ten id a s  en a g a r -  
-g lu c c s s -p a ta tB  en f u e n t e s  de r e t r i ,  t i e n e n  un d iám etro  de 
1 ,3  -  3 cm a l  cabo de 10 - 15 d ías  ¿e c u l t i v o  s 27 °C; son r e ­
dondas,  t i e n e n  un borde co n t in u o  y s u p e r f i c i e  l i s a ,  muestren  
un m ic e l i o  aé reo  g r i s  b lancuzco y un m ic e l i o  v e g e t a t i v o  pardo  u
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oscuro .  ^1 m ic e l io é re o ,  a t e r c i o p e l a d o  y a lg o  f a s c i c u l g d o ,

s t a i n s t i t u i d o  por h i f a s  s imples  o s innem á t ice s .
un diámetro  ge 3-4  Ri 
con g o t i  to s  de g r a s a .

ras y sep tc  a d i s t a n c i a  de 2 
i l m ic e l i o  v e g e t a t i v o  es un

que t i e n e n  
O-gO m ie ra s ,  
en t  rama do

de n i f a s  compactas que han cambiado su e s t r u c t u r a  o r i g i n a l  en 
un psudoparenquima con e s t r u c t u r a  e s c l o r ó t i c a .  En r e a l i d a d ,  
l a s  c é l u l a s  t i e n e n  forma p o l i g o n a l ,  con un d iám et ro  de 3-4 x 
10-13 m ie ra s ,  e s t á n  apre tadam ente  un idas  y muestran  gran núme­
r o  de g o t i t a s  de m a t e r i a l  g r a s o .  La p r e s e n c i a  de c o n id io s  o 
c lam id ospo ra s  no se ha observado nunca , nunca se ha obten ido  
e s p o r ú l a c i ó n ,  n i  s i q u i e r a  cambiando l a s  f u e n t e s  de carbono o 
n i t r ó g e n o  en e l  medio.

Si se a raña  la  s u p e r f i c i e  de la  c o lo n ia  mediante une
a g u ja ,  e l  m ic e l i o  v e g e t a t i v o ,  que se n a l i a  deba jo  de l  m ic e l i o  
a é r e o ,  p r e s e n te  un c o lo r  ro sa  o de c a r n e .  Las mencionadas c a ­
r a c t e r í s t i c a s  c o n s t i t u y e n  un ra sgo  p a r t i c u l a r  de e s t a s  r a z a s ,  
r a s g o  gue nunca se he observado en o t r a s  r a z a s  de C íav icep s  
a i s l a d a s .

E l  c u l t i v o  sumergido e l  m ic e l i o  forma grupos de p e l l e ­
t a s  pequeñas ,  redondas  o i r r e g u l a r e s ,  con tamaños de 0,1-1  x 
0 ,3 - 3  cm, a lgo  s u e l t a s ,  que e s t á n  c o n s t i t u i d a s  por  sinnemata  
formadas per  h i f a s  un idas  e s t r e c h a m e n te .  Las h i f a s  t i e n e n  un 
d iám etro  de 3-3 m ie ra s  y son r e c t a s , ' con muy e s c a s a s  r a m i f i c a ­
c io n e s  l a t e r a l e s .  Las h i f a s  c o n t i e n e n  gran  número de g o t i t s s  
de g r a s a ,  i n c l u s o  en lo s  e s t a d i o s  p r im e r o s ,  h l  m ic e l i o ,  en 
c u l t i v o  sumerg ido, puede t e n e r  un c o l o r  a m a r i l l o ,  pa rdo ,  verde 
g r i s á c e o  o v e rd e ,  según lo s  d i f e r e n t e s  medios y la  edad.

Respec to  a la  p rodu cc ión  de de r ivados  a l c a l o i d e s  de 
ác ido  l i s ó r g i c o ,  e s t e  in ven to  no e s te  l i m i t a d o  a l  empleo de 
l a s  r a z a s  d e s c r i t a s ,  s ino  que comprende también lo s  mudantes



ge l e s  mismas que pueden o b t e n e r s e ,  por e jem plo ,  por medio de 
s e l e c c i ó n  o mutación por  a cc ión  de ray es  u l t r a v i o l e t a  o Roentgen 
o c u a l q u i e r  o t ra  s u b s t a n c ia  mutegena o, p a r t i c u l a r m e n t e ,  por  
i n f e c c i ó n  a r t i f i c i a l  ge embriones o h i e r b a s  c u l t i v a d o s  i n  v i t r o  
o cepas  de h i e r b a s  c u l t i v a d a s  ye sea in  v ivo o in  v i t r o , y lo s  
mencionados mudantes deben i n c l u i r s e  en la d e f i n i c i ó n  de una 
nueva ra sa  de C lav icep s  p a s o a l i  Stewens y m o l í .

De acuerdo con n u e t r o  in v e n to ,  e l  p ro c ed im ien to  se 
l l e v a  a cebo de p r e f e r e n c i a  c u l t i v a n d o  lo s  organismos a n te s  
d e s c r i t o s  en co n d ic io n e s  a e r o b i a s  y en c u l t i v o  sumergido,  
t a n t o  en m at races  de l a b o r a t o r i o  como en te rm e n ta d o re s  in d u s ­
t r i a l e s ,  en una s o lu c ió n  n u t r i c i a  acuosa que c o n t i e n e :  s a l e s  
i n o r g á n i c a s ,  f u e n t e s  de n i t r ó g e n o  y c a r b o h i d r a t o s  o sus com­
p u e s t o s  adecuados que a c tú an  como f u e n t e s  de carbono,  h a s t a  
que se o b t ie n e  un g ran  r en d im ie n to  de a l c a l o i d e s .

Un lo  que a ta ñ e  a l a s  s a l e s  i n o r g á n i c a s ,  e s t a s  pueden 
s e r  c l o r u r e s  y /o  n i t r a t o s  y , c  c s r b o n a to s  y / o  s u l f a t o s  y /o  f o s ­
f a t o s  de m e ta le s  a l c a l i n o s ,  m eta le s  e l e a l i n o t e r r e  o s , magnesio,  
n i e r r o ,  z in c  y manganeso, poro  de p r e f e r e n c i a  mgSO^ y ElgPO^.

MI comportamiento  de l a s  r a z a s  ¿ e s c r i t a s  en e s t e  i n -
. i ¡ - *<*+ ivpnto  cusnoo se c a u t i v a n  en p r e s e n c i a  ce Fe y un en e l

medio, es d i f e r e n t e  d e l  de l a s  r a z a s  de C la v ic ep s  purpurea  
d e s c r i t a s  por S t o l l  y c o la b o r a d o r e s  ( p a t e n t e  no r te a m e r ic an a  
nS 2 309 920 ) .  E s tos  dos e lemeutos  pueden d i sm in u i r  n o t a b l e ­
mente la  p rodu cc ión  üe a l c a l o i d e s .

Las f u e n t e s  de n i t r ó g e n o  pueden s e r  s a l e s  amónicas 
t e l e s  como c i t r s t o ,  t a r t r a t o ,  m ala to ,  s u c c i n a t o ,  o x a l a t o ,  a c e ­
t a t o  y s i m i l a r e s ;  aminoácidos y sus m ezclas ,  p é p t i d o s  o p r o ­
t e í n a s ,  sus h i d r o l i z a d o s ,  e x t r a c t o s  c á r n i c o s ,  f r a c c i o n e s  acuo- 
s d u b l é s  de c e r e a l e s  como e l  maíz o e l  t r i g o ;  e x t r a c t o  de malta



de t r i g o ,  l i c o r  de macoración de t r i g o ,  l lo r ína  de s o j a ,  h a r i ­
na de c a c a h u e te ,  h e r iñ a  de garbanzo ,  h a r i n a  de s e a i l i a  de a l ­
godón.

Los c a r b o h i d r a t o s  puec.cn s e r  g l u c o sa ,  s a c a r o s a , e lm i -  
gón, d e x t r i n e s ,  s o r b i t o l ,  a a n n i t o l ,  l a c t o s a  y s i m i l a r e s .

21 c u l t i v o  pueoe r e a l i z a r s e  en c o n d ic io n e s  a e r o b i a s ,  
sn c u l t i v o  s u p e r f i c i a l  o de p r e f e r e n c i a  en c u l t i v o  sumergido; 
puede l l e v a r s e  a cabo t a n t o  en .matraces de l a b o r a t o r i o  como 
en t e r m e n ta d o r e s ,  con a g i t a c i ó n  o en c o n d ic io n e s  de calma y 
manten iendo a e r o b i o s i s  con a i r e  u ox ígeno .  La fe rm en tac ió n  se 
r e a l i z a  s t e m p era tu ra  de 22° a 30°C, de p r e f e r e n c i a  a 2'/°C, y 
a un pH de 4 , 2  a 6,  de p r e f e r e n c i a  a 3 , 2 .  La p roducc ión  de lo s  
a l c a l o i d e s  se i n i c i e  po r  l o  g e n e r a l  a l  cabo de dos d í a s  de c u l ­
t i v o  y e l  pun to  óptimo se a lcanza  e l  cebo de 7-9 d í a s .

La e v a lu a c ió n  de l  co n te n id o  de a l c a l o i d e s  puede e f e c ­
t u a r s e  a base  de ensayes  de c o lo r a c i ó n  por  l a  r e a c c i ó n  de van 
b rk  (i-harta. Weekbled 66,  1929, pág. 473) después  de e x t r a c c i ó n
de le  manera s i g u i e n t e : e l  c a ldo  de c u l t i v o  se s l c c l i n i z e  a Pij
6 y se e x t r a e  pr im eramente  c o n .c lo ro fo rm o  y lu eg  
con le  s o lu c ió n  ác ióoacuosa  (por  e jemplo ,  
t a r t á r i c o  e l  2g) que se emplea para  l o s  a n á l i s i s

c se r e e x t r a e  
a l  1p o ác id o  

c o l o r i m é t r i -
cos de lo s  a l c a l o i d e s .

Los p ro c ed im ien to s  u s u a l e s  de e x t r a c c i ó n  con d i s o l v e n ­
t e s  o rg á n ic o s  adecuados ,  t a l e s  como benceno, c lo ro fo rm o ,  c l o r u ­
ro  de m c t i le no  y s i m i l a r e s ,  o a b s o rc ió n  con lo s  conocidos  medios 
a b s o r b e n t e s ,  t a l e s  como negro  m in e ra l ,  b e n t o n i t a  y s i m i l a r e s ,  
en c o n d ic io n e s  a l c a l i n a s ,  pueden emplearse  pa ra  la  s e p a ra c ió n  
y a i s l a m i e n t o  de la  mezcla o l o s  a l c a l o i d e s  o b t e n id o s .  La mez­
c l e ,  en la  c u a l  se h a l l a n  predominantemente amida de l  á c id o  l i -  
s ó r g i c o  y amida d e l  ác ido  i s o l i s é r g i c o , puede h i d r o l i z e r s G  luego



^  qp g/y ^   ̂J !
con á l c a l i ,  ce mane re  conoc ida ,  pa re  formar  a c id o  l i s é r g i c o  e 
i s o l i s é r g i c o .  ( J .  Ohea. S o c i e t y ,  1934, pég .  674 y 1956. pág. 
1440) .

Los d e t a l l e s  de l  p roc ed im ien to  d e l  in v e n to  que aquí 
ss expone se i l u s t r e n  por medio de lo e  e jem plos  aue s ig u e n .
1 J 1 1.1- 1. O 1.

Se e f e c tú e  e l  p ro c e s e  en m at races  de 900 cc rus  con­
t i e n e n  100 cc de un medio n u t r i c i o  adecuado. Los m atraces  se 
sacuden por  medio de un a g i t a d o r  g i r a t o r i o  (200 r e v o l u c i o n e s /  
/m inu to ;  c a r r e r a  e x c é n t r i c a :  10 cm). La te m pera tu ra  óptima da 
in cu b ac ió n  es de 27 °C. La humedad r e l a t i v a  es de 85-90%. El  
c u l t i v o  se e f e c tú a  en la  o s c u r id a d .  Se in o c u la  un matraz  con 
e l  m ic e l io  que se ob t iene  de un c u l t i v o  de 10 c í a s  en p a t s t a -  
- g l u c o s a - a g a r  de una de l a s  nuevas r a s a s  de G lav iceps  paspa l i  
S te u sn s  y n o l i  a n te s  ¿ e s c r i t a s  en e l  medio n u t r i t i v o  s i g u i e n t e  

h c n n i t c l  5h
á c id o  s u c c ín i c o
*̂IT "pr,

1,y
0,1 ,  <«. 

o ,o3p
0 ,1?j

t.AgS . 7 -LgO
Harina  de garbanzo 
¿guc d e s t i l a d a
e l  p;I se a j u s t a  a 5 ,2  con s o lu c ió n  acuosa de amoníaco. 
Se forme genera lm ente  un c u l t i v o  homogéneo en un a g i t a  

dor g i r a t o r i o  a l  cabo de 7-10 d ías  de in c u b a c ió n  y e s t á  c o n s ­
t i t u i d o  por una masa de n i f a s  s i n n e m á t i e s s .  Se emplea un 10,., 
de ese c u l t i v o  como se m i l l a  pera e l  c u l t i v o  ce p r e fe rm e n ta c ió n  
rue  ss e fe c tú e  on m at races  que c o n t i e n e n  e l  mismo medio. Al 
cabo de 4 d iee  de c u l t i v o  so in o c u la n  lo s  m at races  de fermen­
t a c i ó n  con 10,c d e l  m ic e l i o  que ha c r e c id o  en e l  matraz de p r e ­
ferment a c ió n .



9.

10.

1 p .

.

30.

- 1̂ medio de f e rm en tac ió n  para  l a  producc ión  de lo s  
a l c a l o i d e s  t i e n e  l s  composición s i g u i e n t e :  

h a n n i t c l  5^
Acido s u c c ín i c o  3g

0 , f p
y ^j.o OyOg/.

¿gue d e s t i l a d a .
e l  pH se a j u s t e  a 3 ,2  con s o lu c ió n  acuosa de amoníaco, 
hn e s t e  medio la p roducc ión  media de e l c s l o i d e s  a l c a n ­

za 1000 mieras  g/ml s i  cabo de 7-9 d í a s  ce in c u b a c ió n .
d iez  l i t r o s  d s l  c a ld o  de c u l t i v o ,  ob ten ido  por  medio 

de 110 m at races  de fe rm e n ta c ió n ,  se f i l t r a n  y se separe  e l  mi­
c e l i o ,  ya cus c o n t i e n e  una c a n t id a d  muy ba je  de e l c s l o i d e s .  d l  
c e ld o  f i l t r a d o ,  ce c o lo r  oscuro  (que c o n t i e n e  aproximadamente 
1000 m ieras  g/ml de e l e - l o i d e s )  se s l c s l i n i z a  agregando c a r b o ­
n a to  sódico  o s o lu c ió n  de h i d r ó x id o  só d ico  y se e x t r a e  con 10 
l i t r o s  de una mezcla do c l o r o f o r m o - i s o b u t a n o l  ( 4 : 1 ) .  E l  e x ­
t r a c t o  o rgán ico  se vuelve a e x t r a e r  con una s o lu c ió n  acuosa de 
á c id o  t a r t á r i c o  a l  2g. La so lu c ió n  á c idoacucse  se c oncen t ra  
lu ego  en vac ío  y e 20-40°u h a s t a  pequefio volumen (aproximada­
mente une décima p a r t e  de l volumen o r i g i n a l ) .  La so lu c ió n  r e ­
s i d u a l  se a l c e l i n i z a ,  se e x t r a e  con c lo roform o y se evapora 
e l  d i s o l v e n t e .  Se ob t iene  un polvo  b lanco  c r i s t a l i n o ,  do l  c u a l ,  
p o r  h i d r ó l i s i s  a l c a l i n a  de manara conoc ida ,  se ob t ienen  ác ido  
l i s é r g i c o  y á c id o  i s o i i s é r g i c c .

J  ̂ L o  2.
E l  c u l t i v o  se e f e c tú a  con e l  s i g u i e n t e  medio n u t r i t i v o :  
m an n i to l
Acido m sle ico  3^

0,1,-'
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Agua d e s t i l a d a
^1 pn se a j u s t a  a r ?2  con so lu c ió n  acuosa cíe suoni  s e o .
na f e rm en tac ió n  se e fe c tú a  conforme e l  p roc ed im ien to  

¿ e s c r i t o  en e l  n j e n o l o  1. Al cebo ¿e 7-9 d í a s  de incubac ión  
l a  p roducc ión  de a l c a l o i d e s  a lcanza  e l  v a l o r  de 1000 mieras  
S /ml .  ^1 mismo re n d im ie n to  se ob t iene  s i  se emplean ác id o  t s r -
t e r i c o ,  á c ido  c í t r i c o ,  á c ido  m s le ic o ,  
marico  o ác id o  s u c c í n i c o .

á c ido  a c é t i c o ,  á c ido  f u -

E J  ^ L 0
L'l c u l t i v o  se e fe c tú a  con e l  s i g u i e n t e  medio n u t r i t i ­

vo:
^ o r b i t o ! 22
Acido m s le ico 32
l'U'I PO o ,1 p

o,03p
Agua d e s t i l a d a

1 pii se a j u s t a  a 5 ,2  con s o lu c ió n  acuosa de amo-
n í a c c . -

Lg fe rm e n ta c ió n  se e fe c tú a de acuerdo  con e l  p r o c e d í -
des c r i t o  en e l  e jem plo  1.  Al cabo de 7-9 d ías  de in c u -

bac ión , le p ro d u cc ió n  de a l c a l o i d e s a lc an z a  "¡OCO mieras  g /ml .
E J 2 r L C 4 .

El c u l t i v o  se e fe c tú e  en e l s i g u i ó m e  medio n u t r i t i v o
U a n n i t o l
Glucosa 1..,
Acido s u c c ín i c o

0 ,1 g
ifgSO^. 7 HgO 0,032

Harina  de garbanzo 0,5,..-
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1 0 .

20,

-gue d a s i i l s d e
h l  pH se a j u s t a  a 0 ,2  con s o lu c ió n  acucse  de emenisco .
La te rm en tec ión  se e fe c tú a  ce acuerdo  con e l  p r o c e d i ­

miento  d e s c r i t o  en e l  á jemplo  1. Al cabo de 7-9 d ías  ce i n c u ­
b a c ió n ,  la  p ro d u cc ió n  de a l c a l o i d e s  a lcanza  1400-1600 m ieras  
g, m i .

O t ra s  f u e n t e s  a p rop iadas  de n i t r ó g e n o  son: h a r i n a  de 
s o j a ,  n a r iñ a  de c a c a h u e te ,  h a r in a  de naba ,  h a r in a  de l e n t e j a ,  
h a r i n a  ce g u i s a n t e ,  h a r in a  de p a t a t a ,  c a s e ín a  h i d r o l i z e d e ,
e x t r a c t o  de l e v a d u r a ,  so lu c ió n  de maíz macerado y s i m i l a r e s .  
r  2 L_1 L O  5 .

Se e fe c tú a  le  fe rm en tac ió n  en fermente  dores de v i d r i o  
nue t i e n e n  una razón  h/D no i n f e r i o r  e 3 .  Ln cada fe rm entedor  
se v i e r t e n  4 l i t r o s  de l  s i g u i e n t e  medio n u t r i c i o :

m.gnnitol
Acido s u c c ín i c o  33
15-IgPÔ  0,1 ;,
mgoO^. 7 0,03^,
Agua d e s t i l a d a

. " 1  ph se a j u s t a  a 3 ,2  con s o lu c ió n  acuosa de amoníaco.
La e s t e r i l i z a c i ó n  se e fe c tú a  en une a u to c la v e  duran te  

20 minutos  a 100°C y du ran te  40 minutos  a 120°C. Los t e r m e n ta ­
dores  se a i r e a n  desde e l  fondo cor  un r o c i a d o r  de v i d r i o  s i n -
t e r l z a d c .  La espuma se reg u la  agregando lo s e n t i e s p u -

30,

mantés u s u a l e s ,  t a l e s  como a c e i t e  de v a s e l i n a  (V ase l in a  es 
una mares com erc ia l  r e g i s t r a d a )  que c o n t i e n e  6,, de A lka te rge  
y s i m i l a r e s .  La te m p era tu ra  de in c u b a c ió n  se mantiene a 2y°G.

l ' l  i n o c u l a n t e  e s t á  c o n s t i t u i d o  por  400 cm de l  c u l t i ­
vo p repa rado  t a l  como se ha d e s c r i t o  en e l  n jemplo  1.  Al cebo 
de 4 -6  d í a s  de c u l t i v o ,  le  p rodu cc ión  de a l c a l o i d e s  a lcanza



1 0 .

1 3-.

20 .

9* g  ^  j i  g  7V  v  "e l  pun to  óptimo i n o í o s t e  en e l  2 jemolo 4 .
O b ,

21 meólo n u t r i c i o  u i-ene 
S o r b i t o l

composic ión s i g u i e n t e :
r p

¿ c iñ o  s u c c ín i c o l p
-  -2" 4 C,1p
i'.'i  ̂ 7 í i ̂  0 0,03m
Harina  de garbanzo 1p
agua d e s t i l a d a
21 se a j u s t a  s 3 ,2 con s o lu c ió n acuosa de amoníaco
La f e r m e n ta c ió n  se e fe ctúa como se na d e s c r i t o  en e l

Ljemolo 3.
Al cebo de 4 -7  d ías  de c u l t i v o ,  la p roducc ión  de a l -

c a l o i d e s  l l e g a  e l  punto  óptimo in d ic a d o  en e l  njemplo 4 .
2 J L  m r  L 0 7 .

Se e fe c tú e  le  f e rm e n ta c ió n  en f e r m e n tañores  de ace ro
in o x id a b l e  que t i e n e n  4 metros de a l t u r a  po r  0 ,2  metros de
d i s m e t r o .  Sn cace te rm e n ta do r se v i e r t e n 90 l i t r o s  de l  medio
n u t r i c i o  s i g u i e n t e :

m s n n i to l 5p
Acido s u c c ín i c o i...
KHgí'C^ 0 , 1 p
LúgSO¿̂ * 7 ií^O o,03.
merina de garbanzo 0 , 1 p
Agua d e s t i l a d a
21 pri se a j u s t a  a 3^2 con s o lu c ió n  a cuo sa .
La e s t e r i l i z a c i ó n  se e fe c tú e  en o t r o  r e c i p i e n t e  ade ­

cuado, ce manera que e l  l í q u i d o  de c u l t i v o  no e n t r e  en c o n t a c
t o  con e l  vapor d i r e c t o .  2n e f e c t o ,  se na observado que los  
mínimos v e s t i g i o s  de h i e r r o  en e l  medio causan  una disminu-



3.

1 0 .

13.

20.

23.

-J) ¿J
c i e n  3 c 1¿:' p roducc ión  de a l e s i c i  d e s . 11 i n o c ú l e n t e  e s t á  c o n s ­
t i t u i d o  p e r  9 l i t r o s  de un c u l t i v o  p re p a re  do t e i  cono se ne 
d e s c r i t o  en e l  Ejemplo 1. n i  s i r e  e n t re  por  e l  fondo e t r a v é s  
de un r o c i a d o r  po roso  (1 volumen de o i r e / 1  volumen de l í q u i ­
do/ 1 m inu to ) .

Al cabo de ó-$ d í a s  de in c u b a c ió n ,  se o b t i e n e n  los  
miemos a l t o s  r e n d im ie n to s  de a l c a l o i d e s  s eña lados  en e l  ejem­
p l o  r .
U J" E ti P ii 0 S .

Se e f e c tú e  le  fe rm en tac ió n  en fermente  dores de ace ro  
in o x id a b l e  que c o n t i e n e n  pu l i t r o s  d e l  medio s i g u i e n t e :

H an nito l 4,,
Glucosa 1m
Acido su c c ín ic o 2 -,

0,1^
UgSO^. 7 0 , 03

Agua a e s i i l e da
Se a j u s t a  e l  pH a 3 ,2  con s o lu c ió n  acuosa áe amoniaco.
La fe rm e n ta c ió n  se e f e c tú a  con a g i t a c i ó n  y a i r e a c i ó n .

Al cabo de 6-9 d í a s  de in c u b a c ió n ,  se o b t i e n e n  a l t o s  r e n d im ie n ­
t o s  de a l c a i o i u e s ,  como lo s  se ñ a la d o s  en e l  Ejemplo 4 .

La in v en c ió n , aentro de su e s e n c ia lid e d , puede ser  de­
s a r r o l l a d a  en o tra s  formas de r e a l iz a c ió n  que d if ie r a n  en de­
t a l l e  de l e  indiceo.3 a t í t u l o  de ejem plo, a la s  cu a le s  a lca n ­
zará igualm ente la  p ro tecc ió n  que se recaoa . Podrá, p u es, r ea ­
l iz a r s e  con lo s  medios y aparatos más adecuados, por quedar 
todo e l l o  comprendido dentro d e l e s p ír i t u  de la s  r e iv in d ic a - '
c lo n e s



D e s c r i t o  e l  in v e n to ,  se d e c l a r a n  nuevas y de p rop ia  
in ven c ión  l e s  s i g u i e n t e s  r e i v i n d i c a c i o n e s ,  con p r i o r i d a d  de 
la p a t e n t e  i t a l i a n a  n$ 11 1%7/99 d e l  7 de J u l i o  de 1939:

1. P ro ce d im ie n to  para  la  p ro d u c c ió n  de der ivados  
a l c a l o i d e s  de a c id o  l i s é r g i c o ,  que comprende e l  f e rm en ta r  en 
c o n d ic io n e s  a e r o b i a s  un medio n u t r i c i o  acuoso que c o n t i e n e  una 
f u e n te  de carbono,  n i t r ó g e n o  y s a l  m in e ra l  con una nueva reza  
de C lav icep s  o s s o a l i  Stewene y H o l l  t a l  como se ha d e f in id o  - 
p r e c e d e n te m e n te .

2 . P roced im ien to  en conformidad con la  r e i v i n d i ­
c a c ió n  1, que se e f e c tú a  po r  c u l t i v o  sumerg ido.

3.  P roced im ien to  en conformidad ccn c u a l q u i e r a  de 
l a s  r e i v i n d i c a c i o n e s  1 y 2,  en e l  c u a l  la  nueva raza  se obtuvo 
de c l a v i c e p s  p e s p e l i  y se p ro d u jo  de e s c l o r o c i o s  c u l t i v a d o s  
sobre  embriones de c e n ten o ,  in ocu la dos  a n t e s  de la  germ inac ión  
con C la v ic ep s  o a s p a l i  S tevens  y i i o l l  y luego  c u l t i v a d o s
i n  v i t r o .

4 .  P roced im ien to  en conformidad con c u a l q u i e r a  de 
l a s  r e i v i n d i c a c i o n e s  1 a 3, que se e fe c tú a  a tem pera tu ra  de

a pO u.
P roced im ien to  en conformidad con c u a l q u i e r a  de 

l a s  r e i v i n d i c a c i o n e s  1 a 4,  en e l  c u a l  e l  medio n u t r i c i o  t i e n e
un pll de 4 , 2  a 5 .

P roce d im ie n to  en conformidad con c u a l q u i e r a  de 
l a s  r e i v i n d i c a c i o n e s  1 a 3,  en e l  c u a l  l e s  s a l e s  m in e ra le s



son KĤ P'Ô  y IJgSO^. 2 5 ^ 4 5
7 . Procedim iento en conformidad con cua lq u iera

de la s  r e iv in d ic a c io n e s  1 a 6 , en e l  cual la  fu en te  de n it r  
geno es h arin a  de garbanzo, harina de s o ja , harina de caca­
h u ete , h arin a  de haba, h arin a  de le n t e j a ,  h arin a  de g u isa n ­
t e ,  harina de p a ta ta , ex tracto  de m alta , ca se ín a  h id ro -  
l iz a d a  o líq u id o  de maceración de t r ig o .

8 . Procedim iento en conformidad con cualq u iera  
de la s  r e iv in d ic a c io n e s  1 a 7 , en e l  cual la  fuente de 
carbono es h id ra to  de carbono.

9 . Procedim iento en conformidad con la  r e iv in d i ­
cación  8 , en e l  cual e l  h id rato  de carbono es g lu c o sa , sa ­
carosa , alm idón, m an n itó l, la c to s a  o s o r b it o l .

10 . Procedim iento en conformidad con cualq u iera
de la s  r e iv in d ic a c io n e s  1 a 9 , en e l  cua l derivado a lc a lo id e  
se recupera a l  f in a l  de la  ferm entación  f iltr a n d o  e l  medio, 
a lca lin iz a n d o  e l  f i l t r a d o  y extrayendo e l  derivado d el 
medio por e x tra c c ió n  con un d iso lv e n te  orgánico in m isc ib le  
en agua o por ab sorción  cobre un m a ter ia l absorbente de 
s ó l id o s .

11 . P roced im iento en conformidad con cu a lq u iera  de 
la s  r e iv in d ic a c io n e s  p reced en tes , en e l  cual e l  derivado se 
h id r o liz a  u lter io rm en te  en con d icion es a lc a l in a s  para dar 
ácido l i s é r g ic o  o ácido i s o l i s é r g i c o .

12. P rocedim iento para la  producción de derivados  
a lc a lo id e s  de ácid o  l i s é r g i c o .

Según se d escr ib e  y r e iv in d ic a  en l a  p resen te  me­
moria que con sta  de quince páginas fo lia d a s  y e s c r i t a s  
a máquina por una so la  de sus caras.
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Madrid, a 6 de J u lie  de I9 60 . 
SOCIETÀ FARMACEUTICI ITALIA.
p . a .
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