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" Procedimiento para la produccidn de acido

lisérgico ",

Sotiitante: SANDOZ, A.G., entidad suiza, residente en Basilea ,

Suiza.

La presente invencidén se relaciona con un nue-
vo procedimiento microbiolégico.

La presente invencidn proporciona un procedi -
miento para la obtencidén de un nuevo compuesto hetero-

5. ciclico, el Acido 6-metil- A?’9-ergolen-8-carboxilico

Mod. 113



con la ayuda de una nueva cepa de Claviceps paspali Stevens
10. et Hall, asi como un procedimiento de transposicién del com-

puesto I para formar el Acido lisérgico de férmula II,
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Se sabia ya que diversas cepas del hongo Claviceps
paspali Stevens et Hall tienen la capacidad de formar com-
20. puestos del tipo alcaloide bajo condiciones de cultivo apro-
piadas, pero siempre se trataba en estos casos de derivados
del 4cido lisérgico, un &cido carboxilico heterociclico lar-
go tiempo conocido, el que inter alia es un componente del
alcaloide del cornezuelo de centeno natural. Por lo tanto,
25. fué sorprendente el que se pudiera obtener mediante el cul-
tivo de una nueva cepa de Claviceps paspali Stevens et Hall
un acido carboxilico con una estructura como no se habia en-
contrado antes en la naturaleza ni se habia producido antes

30. sintética o semisintéticamente.
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Esta nuevavdepa,lfobteni

llados sobre la hierba Paspalum dilatatum en los alrededo-

e g

a de esclLeroclos desarro -

res de Coimbra (Portugal), v de la cual se han depositado
muestras en el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos (Northern Utilization Research and Development Di-
vision), Peoria, I1l.,

bajo el némero NRRL 3080, en contraste con to-
das las cepas hasta ahora conocidas de Claviceps paspali
Stevens et Hall, es capaz de formar el 4cido 6—metil—z18’9-
ergolen-8-carboxilico en cultivo saprofitico como producto
principal. Esta nueva cepa de Claviceps paspali Stevens et
Hall es ademas capaz de formar conidios in vitro, en lo
cual también difiere de todas las cepas de esta especie de
hongo hasta ahora descritas (véase por ejemplo Proc. Roy.
Soc. Serials B., 155, 33). Para la ejecucién de procedi ~
mientos microbiolégicos en escala técnica es de suma impor-
tancia si el hongo en cuestidén es capaz o no de formar co-
nidios. Asi es posible con la ayuda de conidios hacer ais-
lamientos de una sola espora y obtener, por lo tanto, un
material genéticamente uniforme. También es mucho mis fi-
c¢il obtener y aislar mutantes de los conidios mediante ra-
yos X o rayos ultravioleta asi como con agentes quimicos,
que del micelio estéril. Ademds se pueden infestar plantas
de Paspalum en flor con conidios y obtenerse asi esclero -
cios sobre el huésped natural,.los que son extraordinaria-
mente apropiados para la conservacidn de la cepa. Por ejem=
plo, se puede en todo momento obtener material de inocula-
cién fresco de este material durable cuando los cultivos in
vitro han degenerado después de pasajes repetidos. Los coni-
dios también pueden ser liofilisados o almacenados por un

tiempo ilimitado después del secado a congelacidn, lo que
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también posibilita la conservacidén de una éepa. winalmen-~
te, una suspensidn de conidios es la mas apropiada para
1la inoculscidn de una solucidn nutritiva ya que se puede
dosificar mejor la cantidad del material inoculado y por-
que es mis fécil con ella trabajar en forma estéril ( un
micelio estéril, sin embargo, tiene que ser homogeneizado
primero en una mezcladora ).

Se puede obtener una serie de nuevos derivados con
propiedades farmacoldgicas valiosas del 4cido 6-metil-
138’9-ergolen—8-carboxilico, obtenido seglin el procedimien~
to del invento, por un método semisintético.

Ademés, mediante un determinado procedimiento, el
cual también forma parte de la presente invencidn, puede
convertirse el &cido 6-metil- 48’9-ergolen—8~carboxilico
en acido lisérgico con un buen rendimiento y en forma muy
sencilla, siendo el dcido lisérgico de gran importancia
como intermedio para la produccidén de valiosos medicamen-
tos, asi por ejemplo los oxitécicos ergobasina y metiler-
gobasina, de gran uso clinico, y el hasta ahora mas fuer-
te antagonista de la serotonina, la ( & )-butanolamida~(Z)
del 4cido l-metil-d-lisérgico,

El esislamiento y la multiplicacidén de la nueva
cepa de Claviceps paspall Stevens et Hall NRRL 3080 puede
efectuarse del modo siguiente por ejemplo:

Se separa una pequefla porcién de tejido en forma
estéril del interior de un esclerocio y se traslada a un
agar de mosto de cerveza.

{Composicién: 250 ml de mosto de cerveza claro sin lipulo
(substancia seca 17%), 18 g de agar - agar, agua destila-

da hasta completar un litro (valor pH 5°2j].
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za un didmetro de 15 mm después de 1k dias a 2,° C. Esta co-

lonia consiste de una membrana de aproximadamente 1 mm de
espesor, de estructura seudoesclerdcica, que descansa sobre
el agar y encima de ella un almohadillado de micelio de aire
blanco. Un colorante pardo se difunde en el agar. Se forman
pequefios conidios.
Se divide esta colonia en pedazos con una espatula y
3

se traslada a un matraz con 12 cm” del siguiente caldo de cul-

tivo de agar:

Mosto de cerveza 500 ml
Cornsteep Solids 60 g
Acido lactico 1m

Solucidén de cloruro amdénico
hasta un valor pH de 4.8

Agar - agar 20 g

Agua destilada hasta completar
un litro

Mrededor de cada porcidén inoculada se forma una pe-
quefia colonia, primero de micelio blanco, luego de micelio
pardo rojizo. Después de 10 dias comienzan a formarse los co-
nidios en las puntas de las hifas. Después de 20 dias hay una
cantidad suficiente de conidios para producir con ellos una
suspensién acuosa, con la cual pueden inocularse 20 tubos de
agar inclinados (el mismo agar arriba indicado). Estos culti-
vos se incuban a 24°C. Los conidios germinan después de 24 a
36 horas. Después de 6 dias, la superficie del agar queda cu-
bierta uniformemente por un micelio blanco, fino, déspués de
10 dias se ha formado una capa de micelio, pardo griséicea con
finos surcos, la que cubre el agar compactamente y solo tiene
cortas hifas de aire. En éstas se forman los conidios. Des =

pués de 12 dias, se forman centros en diversas partes del mi-
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do rojizo. Las gotitas alcanzan un didmetro de L a3 mm y
pronto se vuelven lechosas por un gran nimero de conidios.
Después de 16 a 18 dias, la formacién de conidios queda préac-
ticamente finalizada. Un cultivo de agar inclinado en un ma-
traz de 2 e¢m de didmetro con 12 ml de caldo de cultivo de
agar contiene aproximadamente 109 de conidios,

Para el cultivo sumergido se prepara primero un cul-
tivo preliminar como sigue:

Como medio de cultivo se emplea una solucidén acuosa
de extracto de malta.al Lk.5% con un valor pH de 5. Se esteri-
liza un litro de esta solucidén en un matraz Erlenmeyer de
2 litros durante 20 minutos a 110° C, luego se inocula con
6.108 de conidios de un cultivo de agar de 15 dias y se in-
cuba durante 3 dias sobre un aparato agitador rotatorio a
24° C, Se forma un cultivo denso de hojuelas finas de micelio.
Las hojuelas consisten de un ovillo flojo de hifas y tienen
un didmetro de 2 g 4 mm, No se puede comprobar la presencia
de alcaloides.

Para producir grandes cantidades de cultivo preliminar,
se inoculan fermentadores de vidrio conteniendo cada uno 10
litros del mismo medio de cultivo, con 6,107 de conidios cada
uno, y se incuban durante 3 dias a 23° C mientras se introdu-
ce aire a razdén de 6 litros de aire pér minuto y agiténdose
a razén de 300 revoluciones por minuto. Para controlar la
formacién de espuma se utiliza una emulsién de silice. Los
cultivos en fermentadores, asi obtenidos, son de naturaleza
igual a la de los cultivos agitados. Para el cultivo princi -
pal resulta especialmente adecuada la solucién de cultivo si-

guiente, conteniendo en un litro de agua destilada:
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VUL AR
Sorbitol () J £1Y s
Acido succinico 36 g
KH2P0h 2g
FeS0, . 7 Hy0 1 mg
ZnSOh o 7 H20 10 mg

la gque ha sido ajustada a un valor pH de 5.4.con NHAOH .

Se inocula esta solucidén de cultivo con 10% de un
cultivo preliminar de 3 dias y se incuba en porciones de
100 ml en matraces Erlenmeyer de 500 ml sobre un gparato
agitador con movimiento de vaivén a 23° C. Otros cultivos
se cultivan en forma analoga en un fermentador de acero ino-
xidable, conteniendo 170 litros de caldo de cultivo, intro-
duciéndose 170 litros de aire por minuto y agitéandose pri -
mero con 70, luego con 180 revoluciones por minuto. Para
controlar la formacidén de espuma se usa una emulsién de si-
lice.

De esﬁe modo se obtienen cultivos de un gran nime-
ro de particulas de micelio del mismo tipo. Estas particu-
las tienen un didmetro de aproximadamente 5 mm y poseen un
nicleo esférico, de un didmetro de aproximadasmente 1 mm ,
consistente de tejido seudoparenquimatoso. Este nucleo es-
ta provisto de prolongaciones en forma de estrella, de apro-
ximadamente 2 mm de largo, consistentes de hifas paralelas.
Al final de un periodo de cultivo de aproximadamente 10 dias,
el micelio tiene un color pardo oscuro y el filtrado un co-
lor pardo rojizo intenso. S6lo hay un cambio insignificante
en el valor pH.

El filtrado de cultivo obtenido en esta forma tie-

ne un contenido total de alcaloides, colorimétricamente de-



50

10.

15.

20.

25.

30.

terminado, de 620 mg por litro, basado en un peso molecular
de 300. La composicién de la mezcla de alcaloides, determi-
nada por la cromatografia en papel, es como sigue:

Acido 6-metil—4a8’9—ergolen—8~carboxilico )

y pequefias cantidades de 4cido lisérgico ) 86.5 %

? Nt

y de &cido isolisérgico

Amida del &cido lisérgico 3.9 %
Anida del acido isolisérgico 3.9 %
BErgobasina 1.0 %
Ergobasinina 0.5 %
Mcaloides de clavina L.2 %

El 4cido 6-metil-‘48’9-ergolen-8—carboxilico puede
en principio ser aislado del filtrado de cultivo mediante
diversos métodos. Preferentemente se extrae del filtrado
de cultivo mediante un intercambiador de cationes, por ejem-
plo Dowex 50 o Amberlite IR 120, se separa de éste por tra-
tamiento con amoniaco diluido y se hace cristalizar concen-
trando el producto de la elucidén y ajustando el valor pH
de la solucidn a su punto isoeléctrico,

El 4cido 6-metil~zl8’9-ergolen-8-carboxilico, asi
obtenido, puede ser convertido en &cido lisérgico mediante
tratamiento con reactivos bésicos o también por
simple calentamiento. Es ventajoso por ejemplo, calentar has-
ta 100° una solucidn del dcido 6—metil-‘48’9—ergolen-8~car-
boxilico en solucidn acuosa diluida de hidréxido sdédico du-
rante algin tiempo, después de lo cual se enfria la solucidn
y se ajusta el valor pH de la misma al punto isoeléctrico
del 4cido lisérgico.

El filtrado de cultivo también puede ser trabaja-

do directamente para dar &cido lisérgico, por ejemplo como
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sigue: después de concentrar el volumen de ia surucién
por evaporacidn, se separa el 4cido 6-meti1—,48’9-ergolen—
8-carboxilico del residuo por extraccidn con una solucidn
alcohdlica de amoniaco, seguidamente se isomeriza el Aci-
do 6-metil- Ag’9—ergolen—8-carboxilico por calentamiento
del extracto para dar Acido lisérgico y se aisla éste de
la solucidn en la forma arriba descrita.

Sin embargo, también se puede calentar la solu-
cién amoniacal del Acido 6-metil- A8’9-ergolen~8-carboxi-
lico directamente o después de la adicién de lejia, des-
pués de haber trabajado el filtrado de cultivo mediante un
intercambiador de iones, con lo cual se produce la isome-
rizacién para formar el &cido lisérgico.,

( En los siguientes ejemplos no limitativos todas
las temperaturas estin indicadas en grados centigrado; los
puntos de fusién son corregidos.)

BITMPLO 1: Acido 6-mevils 4% %-ergolen-g-carboxilico.

Se filtran 5 litros de filtrado de cultivo de
la nueva cepa de Claviceps paspali Stevens et Hall con un
contenido total de derivados ergolinicos, colorimétrica -
mente determinado, de aproximadamente 500 mg por litro
(basado en un peso molecular de 300) y de un valor pH de
5.6, a través de una columna lavada con agua de 500 g de _
Amberlite IR 120 (forma H*; didmetro de la columna 2.8 cm;
altura 115 cm). La velocidad del flujo es de 500 ml por ho-
ra. Después de lavar la columna cén 1 litro de agua, se elu-
ye el &cido 6-metil—zﬂ8’9~ergolen—8-carboxilico con amonia-
co al 5 %. Se examina el material eluido, reunido en fra -

cciones de 500 ml cada una, mediante la fluorescencia en

luz ultravioleta y la reaccidén cromdtica de Keller (Fe013 -
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&cido acético glacial,zéjg%giconC.) para determinar el
contenido de derivados ergolinicos. Las primeras cuatro
fracciones ( 2 litros en total) se concentran por eva -
poracidén a 13 mm Hg y a una temperatura de bafio de 30°
hasta un volumen de 500 ml, se ajusta el valor pH de la
solucidén a 5.5 con &cido acético glacial, se separa la
resina precipitada por filtracidn (reaccidén cromética de
Keller negativa), se concentra el filtrado en un vacio has-
ta aproximadamente 25 ml, se afiade 20 ml de metanol, se
hierve la solucién por corto tiempo y se deja reposar a
5° por espacio de algunas horas. El &cido que cristaliza,
después de haber sido filtrado, es lavédo con agua y me-
tanol y secado en un vacio a 80° durante 2 horas. Las si-
gulentes siete fracciones del méterial eluido con amonia-
co, proporcionan una cantidad adicional de Acido 6-metil-
48’9-ergolen-8—carboxilico cristalino, después de ser
trabajadas en forma anidloga.

Con fines de purificacidén del &cido bruto, se
reunen los productos cristalizados y se disuelven en amo-
nfaco alcohélico al 5 %. Be filtra la solucidén y se ajus-
ta a un valor pH de 5.5 con acido acético 2 N y se calien-
ta durante corto tiempo sobre un bafio de maria. Después de
algunas horas se separa el icido cristalino por filtraciénm,
se lava con agua y metanol y se seca en un vacio a 80° C.
Punto de fusién 213-245° (descomposicién) ; [a]y o -180°
(en solucidn de hidréxido sédico 0. 1 N ). Reacciones cro-
maticas de Keller, van Urk y Ehrlich iguales como con el
4cido lisérgico; cromatografia en capa delgada sobre gel

de silice con alcohol/amoniaco al 25 % (9:1 ) como agente

de elucidn: valor Rf I O.4 a 0.45. La mancha da una colo-
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racién azul al ser rociada con reactivo de Ehrliig; Espec~
tro ultravioleta en NeOH 0.1 N:ir __ my/log = 217.5/k.56;
282/3,79; 292/3.7h, minimo a 252 mp. Espectro infrarojo:
bandas caracteristicas a 3340, 2275 (ancha), 1674 y 1580

em =1 (en Nujol ).

zss’9—ergolen—8-carboxilico arriba descrito, con acido clor-
hidrico dilufdo, fué recristalizado de agua y &cido clorhi-’
drico dilufdo: punto de fusidn 257-259° (descomposicidn );
[A]D = ~176° (en HC1l 0.1 N). Espectro ﬁltravioleta igual
al del 4cido 6-metil- 48;%ergolen-8-carboxilico. Espectro
infrarojo: bandas caracteristicas a 3380, 2600, 1708, 1660
(débil) y 1606 (débil) cm =1 (en Nujol).

- o i e oo o S D s s w0 G W e s e S W ] e T e ' s e W (e e U S U R s W O T T S G e, o W 8 G B T T e -

Se afilade por gotas solucidén de bicarbonato sédico
2 N a una suspensién de 100 mg de clorhidrato en 5 mi de
agua mientras se agita hasta que toda la substancia queda
disuelta., Seguidamente se ajusta el valor pH a 5.5 con fci-
do acético glacial, se hierve por corto tiempo, se separa
el acldo cristalizado por filtracién después de algunas ho-
ras, se lava éste con agua y metanol y se seca en un vacio
a 80°, Punto de fusién 245-247° (descomposicién);(a]y =-208°
(en NaOH 0.1 N). En la cromatografia de capa delgada sobre
gel de silice con alcohol/amonfaco al 25 % (9:1) el compues-
to es uniforme. Valor Rf I O.45. La mancha no muestra prac =-
ticamente florescencia alguna en la luz ultravioleta y da

una coloracién azul al ser rociada con reactivo de Ehrlich,
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Para obtener el 4icido 6-metil- 43:9—ergolgn-8 -

carboxilico del filtrado de cultivo de la nueva cepa de
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crita en el ejemplo 1, excepto que en lugar de Amberlite
IR 120 se usa el intercambiador” de cationes Dowex 50, Se
obtiene el Acido 6-metil- 48’9—ergolen-8-carboxilico cris-
talizado, bruto, con las propiedades indicadas en el ejem-
plo 1.

EJEMPLO 3: Acido lisérgico.

- o - - - -t o - > o -

Se calientan 500 mg de &cido 6-metil- 48:9-8-
ergolen-carboxilico cristalino, bruto, aislado del filtra-
do de cultivo de la nueva cepa Claviceps paspalum en la
forma descrita en el ejemplo 1, en 10 ml de solucidn de
hidréxido sédico 2 N sobre un bafic de maria durante 2 ho-
ras, se trata la solucidn caliente con carbén activo y se
ajusta el filtrado a un valor pH de 5.5 con dcido clorhi-
drico dilufdo y &cido acético glacial., Después de algunas
horas se separa el acido lisérgico cristalizado por filtra-
cidén, se lava con metanol y agua y se seca en un vacio a
80°: punto de fusidn 245-247° (descomposicién).

El 4cido lisérgico obtenido en tal forma tiene to-
das las propiedades quimicas y fisicas descritas en la li-

teratura en relacién con este compuesto.
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Descrita suficientemente la naturaleza del inven-

to, asi como la manera de realizarlo en la préctica, debe
hacerse constar que el procedimiento anteriormente indica-
do es susceptible de modificaciones de detalle, en cuanto
no alteren sus principios fundamentales. También se hace
constar que el invento corresponde a una solicitud de Pa-
tente presentada en Suiza n° 10637/63, con fecha de 29 de
agosto de 1963, n°® 13053/63, con fecha de 24 de octubre de
1963, acogiéndose por lo tanto, a los beneficios que conce-
den los convenios internacionales en vigor v siendo lo que
constituye la esencia del referido invento y por lo que se
solicita Patente de Invencidén por 20 afios en Espafia, para

" Procedimiento para la produccidén de &cido lisérgico "; ca-
racterizandose por lo siguiente: -

1.- Procedimiento para la produccién de dcido li-
sérgico, caracterizado porque se transpone el dcido 6-metil-
A8’9-ergolen—8-carboxilico mediante tratamiento con una ba-
se o mediante calentamiento. A
2.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, ca-

racterizado porque se trata el acido ergolen-carboxilico

sérgico"; tal y como queda sW : descrito en la

presente memoria.

Esta memoria consta de ©

na por una sola cara.
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