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PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE ALCALOIDES DEL
GRUPO DE LA ERGOTOXINA POR FERMENTACION COMBINADA.
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La presente invencién se relaciona con un
nuevo procedimiento para la produccién fermentativa de
una asociacién natural de los alcaloides ergocornins,
ergocriptina y ergooristina en partes iguales, inw
ocluyendo sus isdmeros correspondientes ergocorninins,
ergooriptininag y ergooristinina, mediante oulttvo

saprofitico de hongos del cornezuelo de centeno de la
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especie Claviceps purpurea en una combinacidn de fermentacidn
uniforme, y subsiguiente aislamiento de los alcaloides
resultantes.

Se conocen ya procedimientos para la produccidn
de ergocornina y ergocriptina mediante fermentacidn, asi
como procedimientos para la producclbn de ergocristina
mediante fermentacidn. También es sabido que puede usarse
una combinacidn en partes iguales de ergocornina, ergo-
criptina y ergocristina, incluvendo sus islmeros corres-
pondientes,'como pfoducto inicial para la elaboracibn de
preparaciones farmacéuticas especiales.

.Con el fin de obtener tal asociacidn de
alcaloides se ha usado hasta ahora un producto que se
obtenia mediante la incculacién de cepas adecuacdas de
Claviceps purpurea en hojas de centeno en campos
cultivados. La composicidn de este producto se equilibra
en forma tal gue puedan obtenerse partes iguales de los
alcaloides ergocristina, ergocornina y ergocriptina,

incluyendo sus isdmeros, mediante la extraccidn subsi-

-guiente. De acuerdo con otro procedimiento conocido, se

cultiva mediante fermentacifn una cepa productora de
ergocristina y, separadamente, se cultiva del mismo modo
una cepa productera de ergocornina y ergocriptina. Los
licores de cultivo asi obtenidos se combinan, y el aisla-
miento se efectfia mediante métodos conocidos.

Aungue son evidentes las ventajas de un proce-
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dimiento para la produccidn de una asociacifn natural de los
alcaloides antes citados en una fase de fermentacidn wniforme, tal
procedimiento nunca ha sido puesto en uso debido a las
razones sgigulientes:

La fermentacién combinada, es decir el cultivo
simulténeo de varias cepas, usando el mismo medio nutri~
tivo, siempre ha conducido a grandes dificultades, y
hasta ahora no se ha conocido un procedimiento de esta
naturaleza que realmente sea de interés préctico. En
efecto, la experiencia adgquirida en el campo de la pro-
duccidn microbioldgica industrial de metabolitos secun=~
darios, ha demostrado que, aparte de las condiciones
fisicas bajo las cuales se efectla el cultivo, es de im~-
portancia decisiva la composicidn del medio nutritivo.

Es preciso encontrar un medio nutritivo gue sea adecuado
para cada cepa y, en general, no se ha encontrado un
medio gue permita la produccidn Sptima de metabolitos
con dos cépas diferentes.

Hemos descubierto ahora sorprendentemente un
procedimiento para la produccidn de una asociacibn natu-
ral de partes iquales de los alcaloides dél cornezuelo de
centeno antes citados mediante fermentacién combinada con
un alto grado de pureza.

Por consiguiente, la invencién se relaciona par-
ticularmente con un procedimiento para la produccidn de
una asoclacifn en partes iguales de ergocornina, ergo-

criptina y ergocristina, incluyendo los isémeros de los
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mismos, mediante cultivo saprofftico de hongos del corne-
zuelo de centeno del tipo Claviceps purpurea, procedimien-
to segfin el cual la fermentacidn de una cepa productora
de ergocornina, ergocriptina y sus is6meros se combina
con la de una cepa productora de ergocristina y su

isbmexo, en una combinacién de fermentacidén uniforme.

En la produccidn fermentativa de alcaloides
del cornezuelo de centeno es ventajoso, como lo indica
la experiencia practica, preparar un medio de cultivo
previo antes de usar el medio de produccidén. E1 medio
escogido para esta primera etapa -deberd permitir una
germinacidn rdpida de los esporos inoculados y a conti-
nuacidn un buen desarrollo del micelio. Los cultivos ob-
tenidos en el medio de cultivo previo se usan para la
subsiguiente inoculacidn del medio de produccidn, el que
preferentemente tendrd una composicién tal que se ob-
tenga un peso elevado de micelio en corto tiempo.

Esto puede lograrse usando como medio de
cultivo previo adecuado un medio nutritivo conteniendo
sacarosa como fuente de carbono y sales de amonio como

fuente de nitrdgeno. Ademds, también deberdn hallarse

presentes las sales minerales y los dligoelementos hierro

y cinc. De importancia especial es la adicidn de una
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mezcla de aminodcidos y vitaminas. En lugar de una
mezcla producida sintéticamente, es ventajoso usar una
preparacidn de semilla de algoddn, desengrasada, tal co-

mo puede obtenerse comercialmen® bajo el nombre Proflo.
Sorprendentemente, el medio nutritivo con la composicidn
antes indicada es adecuado para el cultivo tanto de

una cepa de ergocristina como de una cepa de ergocorniné/
ergocriptina. Un medio nutritivo conteniendo sacarosa
como fuente de carbono y sales de amonio como fuente de
nitrdgeno se usa como medio de produccidén adecuado. Tam-
bién deberdn hallarse presentes las sales minerales y
los dligoelementos hierro y ecinec. 8in embargo, deberd
evitarse la presencia de compuestos que contengan amino-
dcidos complejos o agentes de desarrollo en grandes can-
tidades, por ej. extracto de levadura o peptonas hidro-
lizadas. Sorprendentemente, el medio nutritivo con la

composicidn antes indicada, es adecuado para el cultivo

tanto de una cepa de ergocristina como de una cepa de

- ergocornina/ergocriptina. En el caso de la cepa de

ergocornina/ergocriptina, ambos alcaloides asi como los
isdmeros correspondientes se obtienen en una proporeidén

de 1 : 1.
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En vista de que el desarrollo de la cepa
productora de ergocristina es mds rapido y mds fuerte

en el cultivo de inoculacién, el cultivo previo y el

cultivo principal, esta cepa predomina en un cultivo combina-

do con inoculacidn iéualmente fuerte, de tal modo que se
forma sélo ergocristina y no se forma ninguna ergocornina/
ergocriptina. Sin embargo, con el fin de obtener una
proporcidén igual de alcaloides es necesario que se forme
una cantidad dos veces mayor del micelio de la cepa pro-
ductora de ergocornina/ergocriptina que del micelio de
la cepa productora de ergocristina al final del periodo
de cultivo, con un contenido igual de alcaloides totales.
Esto puede lograrse mediante un desplazamiento de la
cantidad de indculo a favor de la cepa productora de
ergocornina/ergocriptina.

Por ejemplo, la cepa productora de
ergocristina o de ergocornina y ergocriptina puede cul-
tivarse como cultivo combinado sobre agar inclinado, con

1o cual se inocula el cultivo inclinado con un indculo
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conteniendo 1.108 a 5.108 esporos por cec, la proporcidn
del mimero de esporos de ambas cepas, que deberd deter-
minarse exactamente en ensayos previos, siendo de 1 : 2
al : 20,
Un segundo método consiste en usar una combina-
cidn de suspensiones de-esporos de ambas cepas para el
cultivo previo. Esto se efectida inocﬁlando el medio de
cultivo previo con l.lO8 a 5.109 esporos porylitro;
————— la proporeidn del nimero de esporos de ambas ce-
pas, que deberd determinarse exactamente en ensayos pre-
viog, siendo de 1 : 20 a 1 : 200.

Una tercera posibilidad es el cultivo sepa-
rado de los cultivos previos de ambas cepas, las que
luego se usan, a una proporcidn por volumen exacta entre
1:3y1: 20, para la inoculacidn del cultivo principal.
Una vez fipnalizado el tiempo de cultivo, se extraen los
alcaloides del micelio con disolventes orgédnicos.

Se prefiere usar la cepa denominada Exy 20
como cepa de produccidn productora de ergocornina y
ergocriptina. La cepa Exy 20 ha sido depositada en la
coleccidén de hongos de la firma Sandoz AG en Basilea.

La cepa Exy 20 se obtiene aisiando una cepa de hongo ori-
éinal de un esclerocio hallado sobre la hierba Festuca
pratensis en Martigny en el valle del Rédano, que contie-

ne ergocornina y ergocriptina, y sometiendo esta cepa
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a diversas etapas de tratamiento mutagénico mediante
el uso de luz ultravioleta y substancias quimicas al-

quiladoras.

La cepa Exy 20 puede caracterizarse como

Cuando se inocula un pedacito de micelio de
la cepa Exy 20 en el centro de una placa de agar con
un medio conteniendo 70 g de extracto de malta, 30 g de
hojuelas de patatas, 10 g de agar y agua destilada hasta

completar uh litro, a2 un pH de 5,2, entonces el micelio

se extiende rdpidamente sobre la superficie total. Des-

pués de 7 dias a 24°C, se obtiene una colonia con un
didmetro de aprox. 3 cm, después de 14 dias una colonia
con un didmetro de aprox. 4,5 cm y después de 20 dias una
colonia con un didmetro de aprox. 8,5 cm.

El centro de la colonia es plegado, la zona
marginal muestra ramales actiniformes. EIl micelio des-
cansa sobre el agar como piel acuecsa, incolora. Sdlo rara-
mente se forma una pequefia cantidad de micelio aéreo
en el centro. Los conidios se forman en abundancia en
tal cultivo. Un micelio de 20 dias contiene aprox.

2.10% conidios por cm®. El tamafio de los mismos varia
considerablemente (4 -~ 13 X 2 - 4 p; generalmente, sin

embargo, 6 - 9 x 3 p). EL micelio no contiene alcaloides.
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Se prefiere usar la cepa denominada Ech k
420 como cepa de produccidn productora de ergocristina.

La cepa Ech k 420 ha sido deéositada en la coleccidn de

hongos de la firma Sandoz AG en Basilea. BEsta cepa se ob-

tiene aislando una cepa de hongo original de un esclerocio

hallado sobre centeno en Black River, Wisconsin, EE.UU.A.,
que contiene ergocristina, y sometiendo esta cepa a

varias etapas de tratamiento mutagénico mediante el uso

de luz ultravioleta y substancias quimicas alguiladoras.

La cepa Ech k 420 puede caracterizarse como
sique:

Cuando se inocula un pedacito de micelio de
la cepa Ech k 420 con un medio conteniendo 70 g de extrac-
to de malta, 30 g de hojuelas de patatas, 10 g de agar y
agua destilada hasta completar un litro, a un pH de 5,2,
entonces se obtiene una colonia con un didmetro de aprox.
4 cm despuds de 7 dias y una colonia con un didmetro de
aprox. 5 cm después de 14 dias a una temperatura de 24°C.

El micelio es planamente arqueado y estd cu-
bierto de una malla de hifas, Hanca, con aspecto de
algoddn en rama, que se eleva hacia el aire. En el cen-
tro se forma una protuberancia con forma de crdter, la
cual tiene un didmetro de aprox. 1 cm. De esta protube-
rancia emanan pliegues radiales. El micelio situado

sobre el agar es de color violeta. Se forman zonas con-
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céntricas con pigmentacidn mds fuerte y zonas concéntri-
cas con pigmentacidn mas débil. El margen es difuso.

Un micelio de 20 dias contiene aprox. 1.108 conidios por
cm?. EL tamafio de los mismos varia considerablemente

(5 - 12 x 3 -~ 7 p; generalmente, sin embargo, 5 - 6 X 3 u).

El micelio no contiene -alcaloides.
En los signientes Ejemplos no limitativos
todas las temperaturas estdn indicadas en grados Celsius.
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Los esporos de un cultivo inclinado de agar
de la cepa Ech k 420 y de un cultivo inclinado de agar
de la cepa Exy 20 se suspenden en agua estéril, y esta
suspensidn se mezcla de tal modo que la mezcla contenga
1,05 . 10° esporos de la cepa Ech k 420 y 1.10% esporos de
la cepa Exy 20. '

10 cc de esta suspensidén se usan para la

inoculzcidn de 500 cc de un medio que tiene la composi-

cidn siguiente:

sacarosa 100 g
oxalato de amonio 3 g
pProflo 1o g
PO,H K 0,25 g
50,Mg 0,25 g
C1K 0,12 g
S0,Fe - 7H20 16,6 mg
50,2n - 7H20 6,8 mg

agua destilada hasta completar un litro
pH 6,2
(en adelante denominado medio 1)

en un matraz Erlenmeyer de 2 litros. El cultivo se incuba

sobre una migquina de sacudimiento, rotatoria, con 180

revoluciones por minuto, a 24° durante 5 dias. El culti-

vo previo obtenido en esta forma se usa para la inoculacidn
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del medio de produccidn.

Matraces Erlenmeyer de 500 cc, cada uno con-
teniendo 50 cc de un medio esterilizado gue tiene la com-

posicidn siguiente:

10

25

sacarosa 240 g
oxalato de amonio 9,6 g
urea 1,7 g
PO H,K 0,625 g
SO4Mg 0,625 g
ClK 0,31 g
SO4Fe 25 pile}
SO4Zn . 10 mg

agua destilada hasta completar un litro

pH 6,2

{en adelante denominado medio 2)

se inoculan con cantidades de 10 cc del cultivo previo

anteriormente obtenido, y se incuban a 24° sobre una

miquina de sacudimiento, rotatoria, con 180 revoluciones

por minuto durante 14 dias.

Un litro de este cultivo contiene 850 mg

de alcaloides de egotoxina, encontrdndose prescntes

ergocristina + ergocristinina, ergocornina + ergocorninina

y ergocriptina + ergocriptinina en partes iguales (con

una variacidén de t 5 %).

—

Estos alcaloides pueden ais-
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larse de acuerdo con métodos conocidos, mediante ex-
traccidn con disolventes orgdnicos, de la masa de cultivo
integra o del micelio separado mediante filtracidn o cen-
trifugacidn, el cual estd enriquecido con la porcidn prin-
cipal de los alcaloides.

Los cultivos inclinados de agar de las
cepas de produccidn Ech k 420 y Exy 20, usados como mate-
rial inicial, se producen como sigue: 7

1. Cultivo inclinado de agar de la cepa de produccidn
Ech k 420

e - o o . o S o g, e S e e b S ———— s g o W o ST P At Y1 it S o i 00 it Wl Wl OO

Los conidios de un cultivo inclinado de

agar [12 cc de un medio que tiene la composicidn siguiente:

extracto de malta 70 g
hojuelas de patatas 30 g
agar 100 g

agua destilada hasta completar un litro

pd 5,2

(en adelante denominado medio 3)1]
de una cepa aislada de un esclerocio conteniendo ergo-
cristina y hallado sobre centeno en Wisconsin, EE.UU.A.,
se suspenden en agua estéril para producir una concentra-
cidn de aprox. 10000 esporos/cc. 1 cc de una solucidn

de etilenimina al 10 % se afiade a 100 cc de esta sus-
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pensidn. Después de un periodo de accidén de 110 minu-

tos (correspondiendo a un grado de destruccidén de aprox.

99 %), los conidios se separan de la solucidn con un

filtro de membrana, se lavan sobre el filtro y nuevamente
5 se suspenden en 100 cc de agua estéril. Cantidades de

0,2 cc de esta suspensidn se usan para la inoculacidn

uniforme de placas de agar conteniendo un medio que tie-

ne la composicidn siguiente:

sacarosa 150 g

10
oxalato de amonio ) 4 g
P04H2K 0,25 g
' SO4Mg 0,25 g
ClXK 0,12 g
15 (§o,) ,Ca 1 g
aneurina 0.1 g
cisteina 1o mg
so4Fe * 7H20 8,3 nmg
5 SO4Zn . 7H20 3.4 ng
agar 15 g

agua destilada hasta completar un litro

. (en adelante denominado medio 4)

I:as placas se incuban a continuacidén a 24° durante 3
semanas, las colonias individuales se aiglan, se propagan

sobre un agar inclinado conteniendo el medio 3, y se exa-
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mina su formacidén de alcaloides en un cultivo sacu-
dido (medios 1 y>2).

La mejor de 8000 cepas examinadas muestra
un auwmento de 230 % en la formacidn de alcaloides al
compararse con el material inicial.

Esta mejor cepa se usa para la produccidn
de 500 cc de una suspensidn de conidios conteniendo
aprox., 2000 conidios/cc, y conteniendo 450 cc de solucién
reguladora de Mc-Ilvaine con un pH de 4,5, aparte de
5 cc de agua estéril. A esta suspensidn se le afade
una cantidad igval de una solucién de nitrito de sodio
con una concentracidn de 2,5 g de nitrito de sodio por
litro de solucidn y que ha sido esterilizada a 120° du-
rante 20 minutos. Todo el material se deja reposar a
temperatura ambiente durante 50 minutos (correspondiendo
a un grado de destruccidn de aprox. 99 %). Los conidios

se separan luego de la solucidn con un filtro de membrana

'y el procedimiento se continda en la forma descrita con

anterioridad. &a mejor de 10000 cepas examinadas mues-
tra un aumento de 100% en la formacidn de alcaloides al
compararse con la cepa usada para el tratamiento con
nitrito.

La mejor cepa obtenida en la etapa previa
se usa para la produccidén de 400 cc de una suspensidn de

conidios conteniendo aprox. 1000 conidios/cc en una
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mezcla de solucidn reguladora de trimaleato/sosa cdustica
con un pH de 6, y a esta suspensidn se le afiaden 40 cc

de una solucidn acuosa conteniendo un total de 10 mg de
N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina. Después de dejar re-
posar a temperatura ambiente durante 30 minutos (corres-
pondiendo a un grado de destruccidn de aprox. 97 %), los
conidios se separan con un filtro de membrana, y el pro-
cedimiento se contimia en la forma descrita en la primera
etapa de tratamienté. La mejor de 1l00CO cepas examinadas
muestra un aumento de 125 % en la formacidn de alcaloides
al compararse con la cepa usada en esta etapa.

La mejor cepa obtenida en la etapa anterior
se usa para la produccidn de una suspensidn de conidios
en agua estéril conteniendo aprox. 100 conidios/cc.

1000 cdpsulas de Petri, conteniendo cada una 17,5 cc del
medlio 3, se inoculan uniformemente con cantidades de 1 cc
de esta suspensidn. Las placas inoculadas se irradian

con luz ultravioleta con un largo de onda de 254 mpu
durante 40 segundos, de modo que se destruya el 90 % de
los esporos. Después de 3 semanas, se examina la forma-
cién de alcaloides de 10000 cepas de acuerdo con el método

antes descrito.

La mejor cepa, en adelante denominada cepa
Ech k 420, muestra un aumento de 95 % en la formacidn

de alcaloides al compararse con la cepa de la etapa ante-
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Los conidlios obtenidos de las colonias en
las cdpsulas de Petri resultantes de los conidios super-
vivientes después del tratamiento mutagénico, se enjuagan
en agua estéril y se usan para la inoculacidén de tubos
inclinados de agar. Despuds de 18 dias, uno de esfps cul-
tivos inclinados de agar (12 cc del medio 3 en un tubo de
ensayo con un didmetro de 18 mm y un largo de 20 cm, cunei-
forme) contiene aprox. 1 - 2.109 conidios. Pueden obte-
nerse grandes cantidades de cultivos inclinados de agar
de la cepa Ech k 420 mediante otra inoculacidn; estos
cultivos inclinados de agar pueden almacenarse durante
largo tiempo mediante refrigeracidén a baja temperatura o

liofilizaciédn.

2. Cultivo inclinado de agar de la cepa de produccidn
Exy 20

a) Produccicn de la cepa de produccidn Exy 20

Los conidios de un cultivo inclinade de
agar (conteniendo el medio 3) de una cepa aislada de
un esclerocio conteniendo ergocornina y ergocriptina,

hallado sobre la hierba Festuca en el valle del Rddano,

se suspenden en agua estéril, y se diluyen hasta una
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concentracidén de aprox. 100 conidios por cc. Placas de
agar conteniendo el medio 4 se inoculan uniformemente
con cantidades.de 1 cc de esta suspensién. Las placas se
irradian a continuacidn con luz ultravioleta hasta que
hayan sido destruidos 90 - 95 % de los conidios. Las
placas se incuban luego a 24° durante 3 semanas, las co~
lonias individuales se aislan, se propagan sobre agar in-
clinado (medio 3) y se examina su formacidn de alcaloides
en un cultivo sacudido (medios 1 y 2). La mejor de
3000 cepas muestra un aumento de 120 % en la formacidn de
alcaloides al compararse con la cepa dnicial.

Esta cepa mejor se usa para la produceidn de
la suspension de conidios con aprox. 1000 esporos/cc.
iO cc de una solucion al 10 % de etilenimina se afiaden a
1000 cc de esta suspensién. Despuds de un periodo de
accidén de 100 minutos (correspondiendo a un grado de des-
truccidn de aprox. 99 %), los conidios se separan de la
solucidén con filtro de membrana, se lavan sobre el filtro,
y nuevamente se suspenden en 1000 cc de agua estéril. E1
procedimiento se continda con esta suspensién en forma
andloga a la anteriormente descrita. La mejor de 9000 ce-
pas muestra un aumento de 100 % en la formacién de alca-
loides al compararse con la cepa obtenida en la etapa de

tratamiento anterior.

En una tercera etapa de tratamiento, los



10

15

20

25

- 19 -

conidios de la mejor cepa se tratan en la forma anterior-
mente descrita con una solucidn 10~2 molar de mostaza
nitrogenada [metilbis(chloroetil)aminal. El procedi~-
miento se continda en la forma anteriormente indicada.

La mejor de 12000 cepas de esta serie, en adelante deno-
minada cepa Exy 20, muestra un aumento de 75 % en la for-
macidén de alcaloides al compararse con la cepa de la se-

rie anterior.
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Los conidios obtenidos de las colonias
resultantes de los conidios supervivientes después del
tratamiento mutagénico, se enjuagan en agua estéril y se
usan para la inoculacidn de fubos inclinados de agar.
Después de 18 dias, uno de estos cultivos inclinados de
agar {12 cc del medio 3 en un tuwbo de ensayo con un
didmetro de 18 mm y un largo de 20 cm, cuneiforme) con~
tiene aprox. 2 - 3.109 conidios., Pueden obtenerse
grandes cantidades de cultivos inclinados de agar de
la cepa Exy 20 mediante otra inoculacidn; estos cul-
tivos inclinados de agar pueden almacenarse durante
largo tiempo mediante refrigeracidén a baja temperatura

o liofilizacidn.
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EJEMPLO 2:

De dos matraces de Erlenmeyer de 2 litros,
cada uno conteniendo 500 cc del medic 1, se inocula uno
con 1.108 esporos de la cepa Ech k 420 y el otro con
1.108 esporoé de la cepa Exy 20, y el cultivo se incuba a
24° durante 5 dias sobre una mdquina sacudidora con 180

revoluciones por minuto.

Los cultivos previos resultantes se mezclan
a una proporcidn de 4 : 16, es decir 40 cc del cultivo
previo Ech k 420 se combinan y mezclan per fectamente con

160 cc del cultivo previo Exy 20.

Este cultivo combinado se usa para la inoculacidn

del medio de produccidn 2, afiadiendo 10 cc del cultivo
mixto a 50 cc del medio 2 estéril. Bl procedimiento se

continmda luego en forma andloga 2 la descrita en el Ejem~

plo 1.

Después de 14 dias, un litro del cultivo con-
tiene 950 mg de alcaloides de ergotoxina, encontrdndose
presentes partes iguales de ergocristina + ergocristinina,
ergocornina + ergocorninina y ergocriptina + ergocripti-
nina (con una variacidn de Isa.

Estos alcaloides pueden extraerse de la
masa de cultivo integra: con disolventes orgénicos de
acuerdo con métodos conocidos, o antes de la extraccidén

se separa el micelio, enriquecido con la porecidn princi-
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pal de los alcaloides, mediante filtracién o centrifuga-

Se producen suspensiones de conidios de
cultivos inclinados de agar de las cepas Ech k 420 y
BExy 20 en agua estéril, y estas suspensiones se combinan
de tal modo que 1 cc de la combinacién contenga 9.167 conidios
de la cepa Ech k 420 ¥ 2,'7.108 conidios de la cepa Exy 20.
BEsta mezcla de esporos se usa para la inoculacidén de cul-
tivos sobre agar inclinado con el medio 3 en tubos de
ensayo, los que a su vez forman conidios en abundancia.
Estos cultivos pueden almacenarse mediante refrigeracidn
a béja temperatura a -40° o mediante liofilizacidn.

Los conidios de diez de estos cultivos combina-
dos de agar se usan para la inoculacidén de un fermenta~
dor conteniendo 10 litros del medio 1. Después de un
periodo de incubacidén de 60 horas a 25° con aeracidn a
0,6 y agitacidn a 200 revoluciones por minuto, se ob-
tiene un cultivo de hojuelas finas, el que se tréns-
fiere a un fermentador conteniendo 100 litros del medio.
1 esterilizado. Se incuba bajo condiciones de cultivo
iguales durante 120 horas. Se obtiene un cultivo previo
secundario, de hojuelas gruesas. Este se usa para la
inoculacidén de un fermentador conteniendo 500 litros

del medio 2 esterilizado. Se incuba durante 18 dias a
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una temperatura de 24°, aerdndose inicialmente a razdén
de 0,5 y aumentando sucesivamente a 1,2, y agitando,
inicialmente a 75 revolucioneé por minuto y aumentando
gradualmente a 150 revoluciones por minuto. Despuéds de
9 | este tiempo, cada litro del caldo dé cultivo conti@hé

7%.1 g qb micalio éecm ¢on un cont@hido total de alea-
loldes do 1,037 % caleulado sobre un peno molecular do
600. .Esto corresponde a una cantidad total de alcaloi-

des de 779 mg por litro.

1o”t El andlisis preparativo de la mezcla de
aloaloidcs da los valores siguientes:
| ergocristina + ergocr;stlnina 206 mg
VoL , | erg@aorﬁina + ergocorninina 200 mng .
U_ff;;1:: ‘ | o jV : e;gqcriptiﬁar+ ergocriptinina 203 my
f; | aldaloides secundaclos =~ -170’m§
'E;T: La elaboracidn postétior se efectda sopa-

: ;ist‘:_ rando el micelio de la solucién mediante filtracién y

€2éi:- a csntinuaéién extrayendo el micelio con disolventes-

"‘":ii! orgénicos de acuerdo con métodos conocidos.

i ;; ' Desorita sufioientemente la naturaleza del in-
*:{‘v,, vento asi opﬁb la manera de realizarse en la préctica debe
. :hacﬁae constar gue lu diapouicioneé snteriormente indios-
;25 - das gon moeptibloa de modificaciones de detalle en cuanto

no alteren su prinoipio fundmontd
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REIVINDICAC1ONES

1. Procedimiento para la producoién de alocaloides
del grupo de la ergotoxina por formentacién eombihada, en
particular para preparar una asooimaién natuasl en partea
iguales de ergocornina, erfocriptina y orgoorisfina, inocluw-
yendo sus isémeros ergocorninina, ergocriptinina y orgo-
cristining, mediante cultivo saprofitico de hongosgdol cor-

nezuelo de centeno de la especie Claviceps purpufea; carac-

‘terizado porque el cultivo de una cepa productora de ergo-

cornina, ergooeriptina y sus isémeros se combina con una ce-—
pa productora de ergocristina y su 1§6mero en ung mezcla
de fermentacién uniforme.

2. Procedimiento segfn la reivindicacién 1, oa-
racterizado porque la fermentacién combinada de las dos
cepas se efectia en una etapa del oultivo sobre medio de
agar que produce esporos que sirven para inoculmr el cul-
tivo prev}o.

3. Procedimiento segin la reivindicacién 2, ca-
racterizado porque el cultivo sobre un medio de agar se ino-
cula con una suspensién conteniendo de 1.108 a 5.108 es-
poros/cc, la proporcién del nimero de: esporos de la cepa
productora de ergocristina y su isémero y el ndmerd de
esporos de la cepa productors de ergocornina, ergocriptiha
y sus isbémeros siendo entre 1:2 y 1:20.

4., Procedipiento segin ls reivindiocacién 1, oa-

ractedzado porque la fermentacién combinada de las dos
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cepas se efeotds en la etapa del cultivo previo.

5. Procedimiento segin 1a reivindioacién 4, carac-
terizado porque el cultivo previo se inocula con ung suspen-
sién de esporos de las dos cepas, conteniendo de 1. 108
5.109 eaporos/litro, la proporoeién del mimero Qe esporos de
la cepa productora de ergooristine y su isémeroc y el nﬁmqﬁo
de esporos de la cepa productora de ergocornina, srgocriptina
Yy sun isbmeron aicndo entre 1:20 y 1:200.

6. Procodimiento segin la reivindiocacién 1, carac-
terizado porque la fermentacién combinada de las dos ‘cepas
pe efectia en la etapa del oultivo principal. '

7. Procedimiento aegﬁn la raivindioaoidn 5, carac-

 terizedo porque el cultivo principal se 1nocu1u mediante com-

binacién de un oultivo previo de la cepa produotora de ergo-

"‘oristina y eu isémero con un oultivo pruvio de l: oopa produo- '
“tora da ergocornina, orgooriptina y sus. 1aémoroa. n una pro-

-porelén por Valumon de entre 113 y 1120.

8. Procedimiento segin oualquiera de las reivindi-

aoiones 1 a 7, csracterizado porque se usa la oepa nxy 20

 como cepa productora de ergocornina, orgooriptina y sus 1s6-

9, Procedimiento segin oualquiera de iaa réivihﬂi—

" caciones 1 a 7, caracterizado porque se uss la cepa th x 420 :

como oopa produotora de ergocristina y su 1aémoro.
10, Procedimiento para la produccién de aloaloides
dsl grupo de la ergotoxina por fermentacién combinads, tal ¥
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como queda sustancislmente descrito en la presente Memo-
ria,

Esta Memorie consta de 25 ﬁo;as, epcritas a mé~
quina por una sola cara.

¥

Wadrid, 2+ WD W77

GOHIEZ ACEBO Y PORL, |
4 Firmador L. Grefa Feridndaz
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