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CERTIFICADO
ST,
ADICION

por WMEJORAS EN EL OBJETO DE LA PATENTE PRINCIPAL No 259457n
por #PROCEDIMIENTO PARA Li FRODUCCION DE DERIVADOS ALCALOIDES
DE ACIDO LISERGICOU; & favor de la firma italiana SOCIETA
FARMACEUTICI ITALIA, domiciliada en MILAN (Italia) Via F. Tu-
rati ne 18; N A

MEMORIA DESCRIPTIVA

_ El presente certificado de adicidn se refiere a _
mejoras en el objeto de la patente principal No. 239457, por
nprocedimiento para 1a produccidn de derivados alcaloldes,
de 4cido lisérgico. | ‘

En la solicitud de la patente principal se describe
¥y reivindica un procedimiento para la produccidén de derivados
alcaloides del écido_lisérgico que comprende el hacer fermen-
tar en condiciones aeroblas un medio nutricio acuoso, que con-
tiene una fuente de carbono, nitrdgeno y sal mineral,

con una nueva raza de Claviceps Paspali Stevens et Hall.
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LLevando a cabo el procedimiento descrito en

la solicitud No. 259,457, se obtiene una mezcla de alca-
loides que comprende prevalentemente amida del écido
D-lisérgico y amida del Acido D-isolisérgico. Ahora hemos
descubierto que si, después de separar el micelio por
filtracidn, se efectda la extraccidn del caldo de cultivo
en condiciones particulares de temperatura y PH, ae
obtienen prevalenteménte dos nuevos derivados alcaloides

del dcido D-lisérgico y del écido D-isolisérgico, que

tienen estructura carbinolamfdica,

El procedimiento de este invento comprende
el separar el micelio filtrando un caldo de cultivo pro-
ducido por la fermentacidén en cultivo sumergido de razas

virulentadas de Claviceps Paspali Stevens et Hall, cuya

preparacién se describe en la solicitud No. 259,457,
¥y extraer el caldo con un disolvente,orgénico a un pH
entre 7 y 9 y una temperatura entre 0°¢ N 10%.

Con mayor detalle, el procedimiento de este
invento Puede describirse de la manera siguiente:

Se separa por filtracidn el micelio de caldos
de cultivo que contienen aproximadsmente 500—150()"Y'/cm5
de alcaloides (determinado colorimétricamente como '
ergometrina) que son producidos por la fermentacidn en
cultivo sumergido de razas virulentadas de Claviceps
Paspali Stevens et Hall, como se ha descrito en la soli-
citud No. 259;457, se enfria a una temperatura en la
gama de 0% a 10°G, de preferencia a 500, Yy se ajusta el
PH entre 7 y 9, de preferencia a 8, por la adicidn de
cérbonatos o bicarbonatos alcalinometélicos, tales como

el carbonato o bicarbonato sédico o potésicos la extrac-
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cién de los alcaloides se efectua con un disolvente

orgdnico enfriado a temperatura entre 0° y 10°C, tal
como cloroformo o n~butanol o una mezcle de estos, o
éter, benceno, acetato de etilo o acetato de amilo.
5. Los alcaloides pueden entonces concentrarse

y purificarse por varias transferencias sucesives
(3-4) del disolvente orgénico a una fase &cido acuosa,
tal como dcido tartdrico acuoso 0,1 molar, y viceversa,
ejusténdose antes de la extraccidn con el disolvente

10. orgdnico el pH de la fase acuosa entre 7 y 9 y la tem-

| peratura siempre entre 0° ¥y ;OOG.

El nuevo derivado alcaloide de &cido D-lider-
glco se obtiene del disolvente orgénico por cristaliza-
cién, mientras el derivado 1sémero de &cido D-isolisdr-

15, gico se alsla del liquido madre en pequefias cantidades.
Los nuevos alcaloides pueden aislarse también por 1la
formacidn de sus maleatos en solucidn etérea, éeguida
por precipitacidén y cristalizacidn fraccional o por un
procedimiento equivelente de purificacidni

20 ‘ Es una ventaja del procedimiento de este .
invento que el derivado del &dcido D-lisérgico se obtiene
predominantemente a costas del derivado de &cido D-iso-
lisérgico, que como es sabidé resulta menos interesante
farmacoldgicamente que el isdmero correspondiente de

25, fcido D-lisérgico. v

Los dos nuevos alcaloides del invento tienen
la formula empirica 018H2102N3 y cuando se hacen reac-
cionar con &cido maléico en éter, se obtienen los maleatos
correspondientes, que poseen la férmula empirica CzéﬁasogNi;

30. . La hidrdlisis &cide o alcalina de los nuevos
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alcaloides de este invento proporciona acetaldehido, due
puede determinarse tanto cualitative como cuantitativamente
por la formacién de una dinitrofenil-hidrazona, La amida
de &cido D-lisérgico o la amida de &cido D-isolisérgico,
segin sea'el caso, que cabe alslar de la mezcla reacclonal,
puede estimarse mediante una hidrdlisis alcalina segin
Smith y Timmig, J. Chem. Soc. 1936, 1440, que produce
dcido D-lisdrgico o 4cido b-isolisérgico, segin sea ol
caso. v |

Los nuevos derivados alcaloides de &cido
D-isolisérgico pueden obtenerse de los derivados isdmeros
de 4cido D-isoliéergico, y viceversa, por los conocildos
procedimientos 1somerizantes de la literatura (Smith y
Timmis, J. Chem. Soc. ;225, 1166),
- Los espectros ultravioleta son. 1dénticos a los
de otros derivados de acido D-lisérgico y D-isolisédrgico
(/"mai a2u2mp y 312 mp).

La tabla que sigue'reseﬁa otras propiedades

“fisicoquimicas de los dos nuevos alcaloides de este

invento.




TABLA

Propiedad

Derivado de &cido

Derivado de &cido

D-lisérgico D-isolisérgico
Punto de fusién | 135°C (empieza la des- 70°C (empieza la ,
composicion) descomposicion)

Punto de fugidn
del maleato

2
[2.7%2 (1%
en dimetilfor-
mamida)

Solubilidad

Ry (butanol/

dcido acético/

ague 4:1:5)

RE = R, del
‘nuevo

alcaloide
Ef de la

ergome-
trina

Espectro infra~
rrojo

Maximas eviden-
tes (en micras)

Méximas menos
evidentes (en
micras)

Puntosg de in~
flexidn (en
micreas)

50°C (descomposicidn)
+29° + 2

Soluble en alcoholes
inferiores, dimetil-
formamida, piridina.
Escasamente soluble
en cloroformo frio,
éter, benceno, agua.
Ingoluble en eter de
petrdleos

0,‘64 - 0’70

0,97

2,94; 3,03; 5,99;
6,55; 6,88; 8,85;
12,765 13,31;
3,29; 3,42; 3;523
3160; 7125; 7:453
73973 7,725 8,103
8,15; 8,58; 9,23;
9,56; 10,02; 10,69;
11,465

6,085 7,845 8,31;
8,985 13’55;

Soluble en alcoho-
les inferiores,
piridina, cloro-
formo, acetona,
acetato de etilo

y dimetilforma-
mida, Fscasamen-
te soluble en
eter, benceno y
agua.

0373 - 0’77
1,10
3,053 3,413 6,02;
6,52; 6,89; 71275
7445 7,725 74913
9,22; 12,42; 12,81
13,323
3,283 3;513 3{57;
5,81; 8,11; 8,22;
8,585 9,48; 99603
10,12; 10,78; 11,563
11,895 14,39;
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El comportamiento qufmico de los dos nuevos

productos de este invento nos hace opinar que la estrﬁc-

tura quimica de dichos compuestos debe de ser:

siendo uno de los alcaloides un derivado de 4cido
D-lisérgico y el otro un derivado de dcido D-isolisér—'
gico,

Los nuevos alcaloides, particularmente el deri-
vado de &cido D-1lisérgico, muestran buena actividad
farmacoldgica como substancias oxitécicas y son Gtiles
como intermediarios en la fabricacidn de &cldo D~1isér-
gico por los procedimientos conocidos de la literaturd.

El invento se ilustra mediante los ejemplos
que siguen, de los cuales el ejemplo 1 expone las condi-
clones para obtener las amidas de_écido D-lisérgico y
écido D-isolisérgico, mientras el ejemplb 2 da los deta-
lles para obtener los dos nuevos alcaloides del invento,

EJEMPLO 1.

De 23 litros de un caldo de fermentacidn, obte-
nido como estd desc?ito en la solicitud No. 259,457, y
que contiene 800‘70.0;’&9 alcaloide (determinado colori-
métricamente como ergometrina), se separa por filtracidn
el micelio y se ajusta el pH a 8 con una solucidn acuosa
diluida de hidréxido sddico. Los alcalqides se extraen

a temperatura ambiente con una mezcla de cloroformo y
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n-butenol (4:1); del extracto orgénico se extraen los

alceloides con una solucidn acuosa de dcido sulfiirico
diluido (1:100). Se alcaliniza luego & pH 8 el extracto
dcido acuoso yiée extrae por dos veces con 1500 cc de
cloroformo. El extracto clorofdrmico se seca sobre sul-
fato sddico y se concentra en vacio a unos éOO cc, Por
enfriamiento se obtienen 3,07 mg de amida del &cido
D-lisérgico (punto de fusién, 240°C después de recris-
talizacidn en acetona acuosa).

Se concentra todavia més el 1{quido madre y se
trata el residuo con éter de petrdleo. Se forma un pre-
cipitado, que se filtra, se seca y se extrae con cloro-
formo. Se obtiene amida del Acido D-isolisérgice (punto
de fusion, 120-130°, con descomposicién? ﬁespués de recrig-~
talizacién en metanol), El producto, que es insoluble en
cloroformo, comprende'una mezcle de amida del &cido
D-lisérgico y pequefias cantidades de los dos nuevos
élcaloides del invento, que pueden aislarse como produc-
tos puros con gran dificulted por cristalizacidén frac-
cional u otros métodos eplicables industrialmente.
EJENPLO 2.

460 cc. de un caldo de cultivo filtrado del
micelio, obtenido en conformidad con'el procedimiento
descrito'en la solicitud No. 259,457 y que contiene
450 Y/cc. de alcaloides (determinado colorimétrica-
mente como ergometrina) ée enfrian a 5°c ¥y se ajusta
el pHa 8 mediante la adicidn de bicarbonato sddico,

Se extraen los alcaloides con cloroformo enfriado a
temperatura entre 2 y 5°¢ (unos 500 cc.) y el extracto

cloroférmico se extrae con 50 cc. de &cido tartdrico
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acuoso 0,1 molar, Se efectuan varias transferencias
(3-4) entre el disolvente orgdnico y el Acido diluido
¥, actuando en la zona de temperature de 0 a 10% Yy
ajustando entre 7 y 9 el pH de la fase acuosa antes de
la extraccidn con disolvente orginico, se obtiene un
extracto cloroférmico final de unos 20 cc. |
Actuando a 0°C, se obtienen 18 mg del derivado
de &cido D-lisérgico a que se refiere el invento (punto
de fusién, 135° con descomposicidn; [-a_7%2 = +29 + 2

(1% en dimetilformamida);A a 242 mp y 312 mp; espec-

max
tro infrarrojo como se ilustra en la Figura 1 de los
ditujos acompafiantes; férmula empirica clSHéloéN3)' Del
1{quido madre, por concentracidn en vacio, filtracidn
del precipitado y cristalizacidn fraccional sucesiva,

se obtienen pequefias cantidades del derivado de &cido
D-igolisérgico a que se refiere el invento (punto de
fusidn, 7006;4max a 242 mp y 312 mp; espectro infrarro-
jo cdmo se ilustra en la Figure 2 de los dibujos acomﬁa-
fiantes; férmula empirica_clsH2102N3);

Los dos nuevos alcaloides, disueltos en meta-
nol y hechos reaccionar con &cido maléico en éter, dan
los correspondientes meleatos, que tienen la férmula
empirica Q22H2506N5;

Los dos nuevos alcaloides pueden obtenerse
tembién mediante la formacidén de sus maleatos, con &cido
maléico en solucidn etérea, seguide por cristalizacidn
fraccional;

Cada uno de los dos nuevos compuestos puede
ser transformado en una mezcla en equilibrio de las dos

formas isémeras, de la cual pueden aislarse ambas formas
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por tratamiento en condiciones é:idas, por ejemplo en
dcido acético acuoso al 10% a 80°C durante 1 hora, alca-
linizendo a baja temperatura, extrayendo con cloroformo
v efectuando por ﬁltimo'cristalizacién fraccionada.

La invencidn, dentro de su esencialidad, puede ser
desarrcllada en otras formas de realizacidn que difieran
en detalle de la indicada a tftulo dé ejemplo, a las
cuales alcanzar8 igualmente la proteccidn gue se recaba,
Podrd, pues, realizerse con los medios y aparatos mis
adecuados, por quedar todo ello comprendido dentro del
espiritu de las reivindicaciones.

NOTA

Descrito el invento se declaran nusvas y de propila
invencidn las sigulentes relvindicaciones, con prioridad
de la patente italiamna No. 5257 (Nim. prov.) del 19 de
Julio de 13960. "
| l. Mejoras en el objeto de la patente principal
No. 259457, por nPrécedimiento para la produccién de deri-
vados alcaloides de &cido lisérgicon, ya sea del 4cido
D-lisérgico o del &cido D=-isolisérgico, gue comprende el
filtrar del micelio un caldo de cultivo producido por la
fermentacidn en cultivo sumergido de razas virulentadas

de Claviceps Paspall Stevens et Hall, cuya preparacidn

ye se ha descrito en la patente principal y en extraer el
caldo, con un disolvente orglnico a pH entre 7 y 9 y

Yemperatura éntre 0% v 10°¢,
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2. Mejoras en conformided con la reivindicacidn 1,
en las que el extracto se concentra y purifica por trans-
ferencias sucesivas del disolvente orglnico a mna fase
dcido acuosa, y viceversa, a temperatura entre 0°¢ y 10°¢,

y finalmente ajustanto el pH de la fase acuosa entre 7 y 9
antes de la extraccidn con el disolvente orgfnico.

3., Mejoras en conformidad con las reivindicacidnes
lo 2 en lés que los derivados producidos se aislan del
disolvente orginico por cristalizacidn fraccionada,

4, Mejoras en conformidad con las reivindicaciones
2 0 3, en las que la fase 4cido acuosa comprende &cido
tartérico,

5. Mejoras en conformidad con la reivindicacidn
1, caracterizadas por él hecho de que la transformacidn del
primer alcaloide en el ssgundo, y viceversa, se efectua por
isomerizacidn en condiciones dcidas, seguida de aislamiento
y separacidn de los dos isémeros por extraccidn y cristaliza-
cidn fraccionadas. |

6. Mejoras en conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizadas por el hecho de que los dos nuevos alcaloides
mencionados se degradan de manera conoclda efectuando una
hidrdlisis en condiclones &cldas o .alcalinas.

7+ MNejoras en el objeto de la patente principal
No. 259457, por mprocedimiento para la produccidn de deri-
vadbs alcaloides de écido.lisérgico".

Seglin se describe y reivindica en la presente memoria
que consta de diez péginas foliadas y escritas a mdquina por
una sola de sus caras, acompafiadas de una lémina de dibujos.

Madrid, & 1 de septiembre de 1960.

SOCIETA FARMACEUTICI ITALIA.
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