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“Procedimiento para la obtencidn de ergobasina"

Sobioidante: SKDOZ, A.G., entided suizs, residente en Basilea,

Suiza.

L= presente invencidn s¢ refiere a un procedimien~
10 para la obtencidn de ergobasina mediante cultivo ga-
pro¥itico de unz nueva cepa de Ulaviceps paspali Stevens
et Hall.

5. La ergobasina (también llemada Epxgemetrina o Ergo-
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novina) es uno de los glcaloides del cornezuelo natural
¥y se pb.ede agislar de las esclerotims de Claviceps purpu-
rea., Bste a'islamiento es sin embargo incémodo y de poco
rendimiento, ya que la ergobasinz se he de separar agul
de los obtrom alcaloides del cornezuelo., También esibo-
sible obtener la ergobasina por via semisintética de los
derivados reasccionables del doido lisérgico (Helv. Chim.
Acta, tomo 26, pAg. 956 (1943); Patentes US. 2.736.728
y\ 3.084..T64), El 4cido 1isérgigo necesario para este
p'rocedimientb ge ha de obtener, sin embargo; tambidn
primersmente por vfs microbiolégica o por disociacibn
hidrolitica _dé otfos glcaloides del cornezuelo ferapdu-

ticamenbe menos ve.liosos,l ya que la sintesis total del

deido lisdrgice, por razones de coste, técnicamente es

irrealigzable. .

Devido a sus valioses propiedades- farmacolédgicas
{efecto oxitbcico ¥ vasoreduct'of) se emples la ergoba-
sina en la medicina como medio auxiliar pare partos ¥
contra la jagueca. ¥or lo tento no han fmltado ensayos
para obtener directamente la ergobasina por cultivo sa-
profisico de cepas del cornezuelo. Siempre que en los
filtrados de cultivo obtenidos se llegsba & demosirar
ergobasina; su concentrscidn allf era tan reducida que
la produccidn de Qste glcgloide por ésta via era técni-
camente imposible: el méximo rendimiento logrado hesta
ahora (oaleulado gobre el peso del cultivo total secado)
ere de 0 03 # (cultivando una cepa de Claviceps nicro~
cephala, Scientia Sinica Tamo 11, 917-924, 1962),

Se ha descubierto shora que mediante cultivo sub-

merso de una nueva cepe de Cleviceps peswneli Stevens et
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Hall y elaboracién del filtredo del cultivo segiphidto-
dos en si conocidos, se obtiens ergobasina en un rendi-

miento que hace posible le realizacién técnica de este

proceso. De este manera se ha encontrado por primera vez

un camino para obtener el zlcaloide ergobasina, médice-
mente ten imgortante, directamente y en réndimiento ré~
lativamente elevado. La ocepa empleé,da para este proce-
diciento se aislé de las éscler6ticas que se_encontraro;x
sobre Paspalum dilatatum en Olivarria (Argentina). Dos

muestras de este hongo se depositeron en el United States

Department of Agriculture (Northern Utilization Research

and Development Divieién) Peoria, Illincis, bajo los nlG- '
meros NRRL 3.081:3} 3082. Contrario a las fepas de Clavi-
ceps paspali Stevens et Hall (Arcamone et el., Proc. Roy.
Soc. Serisls B,155,26, 1961; Neture, 187, 238, 1960) has-
ta shora descritas, esta nueva cepa es en vitro cepaz de
formacibn de “cohidi,os*

Para la reélizaei én ds precedimientos microbio-
16§cos en escala bécnica es de gran importancia si el
hongo correspondiente formz conidios © no. Asi vc->on la '
‘ayuda de conidios eg posible efectuer aisla‘-jémientoé mo—
noespdricos y de esta manerg lograr material genédticauen—
te unitario. Tambidn de Ios conidios se pueden producir
por radiacj..ones de rayos X y ulirevioleta, sl como con
productos iuimicos, mucho mds fécilmente mubaciones Yy
aislarlas que del micelo esteril. Ademds se pusden infeo—
tar plantaé de Iﬁaspalum.. en flor con los conidios y de es-
ta menerz produciy sobre el por%ador notural esclerdticos
que son excelentemenies aﬁecua&os pere la conserveacibn

de la cepa. De este material duradero se puede cbiener
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en cuzlquier momento materigl inyectable fresco cusndo
log cultivos in-vitro degeneren despuds de repetidas pa—
sadag. Los conidios se pueden almacens;r tanbién indefini
demente liofilizados o después de secado por congelacién,
lo que esimismo hace posible la conservecibn de una cepa.
Pinglmente resuita tambidn mids adecuada. pars uns inyec-
¢ibn de un caldo de cultivo uns suspensidn de conidios
ya que la cantidad de inyeccidn se puede dosificar en

forme mds adecuada y porque. con ello se puede trabejar

 més facilmente en forma esteril. Un micelo esteril por

el aonfrario ge hea dé homogenizgr al principio en un mez—
clador.

¥l sislemiento y l1a multiplicacidn de 1a nueva
cepa de hongos se efectfie de le maners siguiente:

Del interior de une esclerdtica se extrae esteril-
mente un pequefio trozo dg tejido y se traspasa e. ager de
mosto de ce:.:*veza.. | '

[ Composicibns, 250 ml de mosto de cerveza clara

sin lupulizer (substancia seca 17%), 18g de eger-agar,

agua desti ad 1 litro {pH 5,2) J.'Des_arréllage- uns, co-
lonia circular que;. despuds de 14 dizas a 242C, glcanza
un. diéiae-tro de 15 mm. Se compone Qe uha. _capé de aprox.

1 mm de grosor asentada sobre el agar de estructura pseu
doescleroticgl y encima un slmohadén de micelo de aire

blenco. Un colorante marrén difunde dentro del agar. No

se forman conidios.

Egta colonia se parte en trozos con una espituls
y se traspasa e un tubo de reaccién con 12 om3 del gi-
guiente suelo de cultivo de agart
Mosto de cervezs 500 m1
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Cornsteep-solids 60 g

. Acido 1lictico 1 mL

Solucién de cloruro
aménico hesta un pH de 4,8

Ager-agar . 20 g
Agua dests ad 1 litro
Alrededor de; cada trozo de inyeccibn se forma
uns pequefie colonia Ge micelo primeramente blanco, més
adelante merrdn rojizo. Despuds de 10 dfas se comienzan

8 separar conidios en las puntes de hifeno. Después de

20 dfes existen suficientes conidios para preparar con

ellos una suspensibn acuosa con le cuel se Que’deri inyec
tar 20 tubitos de ager ineclinado (isusl egar que arriba)

Egtos culbtivos se incuban g 242C. Tos conidios

‘germinan después de 24~-36 hores. Después de 6 dias estd

cubierta le. superﬁc;e de ggar igualadamente con un fi-
no micelo blanco,, después de 10 dfas se ha fo;-mado ung
cgpa de micelo gris-marrén, finsmente gurcada, que asien
ta estrechamente sobre &l sgar y tiene solo hifenos de
aire cortos. En estos se separen conidios. Despuds de
12 dfas se forman en varios Iugares en el micelo centfos

en los cuales se separan pequefias gobas de un liquido

marrén rojizo. Las gotitas alcanzan un didmetro de 1 -

3 mm y se ponén pronto turbias-lechosas de conidios muy
nUMETOSO0S « Después de 16-18 dias ha terminado préctica~-
mente la formacidn de conidios. Un cultivo de agar in-
¢linado en un tubo de zeéccién de 2 cm de didmetro con
12 ml de clado de agar contiene aprox. 109 conidi 0g.
Para el gulti.vo submerao se Hrep ara primeramente

un cultivo previo como gigue:
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Como medio se emples unza solucidn acuosa al 4,5
¢ @e exbtracto de malta con un pH de.5,4. Un litro de
esta solucidn se esterilize on un matraz de Erlenmé.yer
ge 2 litros dursnte 20 minutos a 1102¢C, despuds se in—
yecta con 4.'{08 conidios de un cultivo de agar de 17
dfzs de edmd y se inéuba durante 3 dfas en una méquina
de agitacién rotetive a 242C, Se forma un cultivo der-
go de finos copos de micelo. Los copos se componsn de
an ovillo suelto de hifeno y tiensn un didmetro de 2 -
4 mm. No se pueden demostrar slceloides algunos.
Para la obtencidn de meyores cantidades de cul-~
$ivo previo ge inyectan fermentadorss de cristel, que
contienen 10 litres cadéuno del niswmo medio, cada vez

con 4.10° conidios ¥y se incubs durante 3 dfas a 2RC

bajo ventilacibn con.6 litros de aire por minute y agi-

-tgndo & 300 r.p.m. Pare combatir la espuma se emplea una

emulsibn de silibona. Los cultivos del fermenbtador obte-
nidos son de igual constitucibn como los cultivos de agi~

tacifn. Para el cultivo principsl demostr$ ser especial-

mente conveniente lg giguiente solucidn de cultivo gque;

en un litro de sgua destilada, contenfas

Sorbita 50 g
Acido suceinico 36 g
KH, POy 2 £
iigS0, 0,3 g
FaS0 . 7 .Hzo 1 ng
20804, 7 HY0 10 mg

y con NH,OH se habla sjustado a un pH de 5,4.
Bsbe celdo de cultivo se inyecta con 10% de un

eultivo previo de 3 dfes ds edad y en porciones de 100
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ml se incubg en matrsces de Erlenmeyer de 500 ml en una
méguine de agitacién recfproca & 238C, Obros cultivos
se cultivan en forme anéloga en un fermentador de acero
inoxidable que contiene 170 litros de caldo. Se ventils
aquf con 170 litros de aire por minuto y se agita al
principio coa 70, nds adelante con 180 r.ﬁ.m. Para com-
batir la.egpuma se emples una emﬁlsién de giliconz.

De esta manera se obtiensn cultivos de numerosas
partfculas de micelo de igusl claso. Egtas tienen un
didmetro de aprox. 5 mm y tienen un ndcleo esffico, com—
pacto de eprox. 1 mm didmetro de tejido pseudoparengui-
mético. Este .nficleo lleva apéndices dispuestos en forma
de esfrellz, de aprox. 2 mm de longitud de hifeno dis—
pussto paraielo. AL finsl de la uraecibn del cultivo
de unos 12 dfas de duracién esté el micelo marrbn oscu- |
ro y el filtrado tefiido intensamente merrén rojizo. El
valor pH se varls solo inegenciaimente.

El filtrgdo de cultivo asf obtenido se puede elag~
borar por ¢j. como gigue!

Una porcidn de 20 litros de filtrado de cultivo
g€ ponen con aprox. 1;2 kg de sdsa & un vaior pH de 9,75
y se extrae tres veces=, cada una con 20 litros de cloru-
ro etilénico. La fase orgdnica se 1avl cada vez con 5 li-
tros de sgua y despuds, en veclo, se concentrd a un totay
de 4 litros. El concentrado se extrajo tres veces, cadg
une. con un litro de 4cido tértrico al 5%; los extractos
gcido tértricos se pusieron con sose a un pH de 9,0 ¥y

se extrajeron tres veces, cads uns con 2 litros de clo-

ruro etilénico. Los extractos orgdnicos lavados con po-

ca agua y secados gobre sulfato sédico contenfan 8 g de
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alcaloide total. 81 andlisis de la mezcla de alcaloides
as{ obtenida se efedtéa por via papel-cromatogréfics ¥

le parte proporcionsl de las distintas composiciones se

determiné de acuerdo con la identidad de color de la

manchas
Ergobasina 65 ¢
Ergobésiniqa 13 %
Amide del £cido lisérgico 9%
Amida del 4cido isolisérgico 5 %
Chenoclavina 4 %
. Elymoclavina R
Peaniclavina 2 %
Desconocidos ' 1 %

La ergobasina se pusde aislar en forme purs de
los extractos orgénicos secados del filtrado del culti-
vo pOr’Cromatograffa, recrigﬁglizacién o bajo aprovecha-
miento de su capaeidéd formadora de sal por ej. con Zci-

dos orgdnicos. De esta manera se pueden obtener de loas

8 .g de elcaloides total 5,39 g de hidrogenomaleinato de

ergobasing en forma crisfalina pura.
NOoTaA&

Degcrita suficientemente.la naturaleza del ipyénp
to, asf como la manera de resligzarlo en la préctics, de-
be hacerse constar que lag digposiciones amterioruente
indicedas, son susceptibles de modificzciones de detalls,
en cuanto no alteren su principio fundemental. Tembién
ge hace congtar que el invento, se refiere a unz Solici-
tud de Patente, presentads en Suiza, con fecha 29 de agog
to de 1963, n? 10.638/53; acogiéndose por l; tanto @ los

beneficios que conceden los Convenios Internscionales en
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‘ ihvent.o, ¥y por 1o que se solicita Patente de Invencién

por 20 afios en Espafia, sobre: "PROCEDILISNFO PARA LA OB-
TENCION D2 ERGOBASINA"; caracterizédndose por lo siguien—
tes ' '

~ 12.- "Procedimiento para la obtencién de ergobasi-
na%, caracterizado, _ﬁorque una de las dos nuevas cepas
NRRL 3081 y 3082 de Claviceps paspali Stevens et Hall se

cultivan sapz*offtiesmente en cultivo submerso y la ergo~

‘basing ge gisle del filtredo de cultivo en forma en si

conocida.

28 .~ Procedimiento segin le reivindicacién 1, ca~
racterizedo porque para el cultivo del hongo se emplean
sug cdnidioe.

38 ,~-Proéedimiento parsz 1a obtencibn de ergobesing,
$s8l y como queda sustancialmente descrito en la presente
Hemoria. o

Bsta Memoria cbnsta de 9 hojas escritas a méguina
por una sole cara.
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