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C. GAITITI ed ALTRI, Gli alcaloidi della Claviceps purpurea (Fr), ecc. 951

Chim ica. — Gli alcaloidi' della Claviceps purpurea (Fr) T u l (ceppo 
1C /39l2o)(*\ N ota di C o r r a d o  G a l e f f i , S r e c k o  M a t o s i c (##) e 
A n t o n i o  T o n o l o , p re sen ta ta (**#) dal Corrisp. G .B . M a r i n i  B e t t o l o .

Sum m ary.  — From submerged cultures of a strain of Claviceps purpurea (Fr) (IC/39/20) 
are isolated nine alkaloids: four of clavine type (chanoclavine I, isochanoclavine I, elymocla- 
vine and agroclavine) and five of ergot-peptide type (ergotamine, ergocornine, ergotaminine, 
ergocryptine and ergocryptinine). Their kr -fa values obtained by countercurrent separation 
are given. Their ORD curves and NMR and mass spectra are examined.

Alcaloidi ergolinici di tipo clavinico (I-IV ) e lisergico-peptidico (V -IX ) 
sono stati isolati da Claviceps purpurea [1-3], C. paspali [4] e C. maritima [5], 
da altri miceti (Aspergillus [6, 7], Geotri chum, Rhizopus e Mucor [8] e da varie 
piante (Cuscuta [9], Ipomoea, Rivea [io, 11], talune utilizzate per preparare 
la droga atzeca Ololuiqui.

La biogenesi di questi alcaloidi inizia da L-triptofano, ac. mevalonico 
ed il gruppo metilico della metionina e procede secondo la sequenza: cha- 
noclavina I (I, fig. 1) -> agroclavina (IV) -* elimoclavina (III) -> ammidi 
delFacido lisergico (peptidici) (V^—[IX )| [12-14].
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(*) Lavoro eseguito presso i Laboratori di Chimica Biologica dellTstituto Superiore 
di Sanità. Roma.

(**) Borsista dellTstituto Superiore di Sanità dell’Università di Zagabria. Jugoslavia. 
(***) Nella seduta del 29 giugno 1974.
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Data l’attività sul sistema nervoso centrale e periferico di questi alcaloidi 
(in particolare i peptidici e loro derivati) per incrementarne la produzione sono 
stati selezionati ceppi di C. purpurea [15, 16] e C. paspali [17] utilizzati in 
colture sommerse.

Nel presente lavoro è descritta la produzione di alcaloidi della segale 
cornuta in coltura sommersa con un ceppo di C. purpurea (IC/39/20) isolato 
da uno di noi [15]. Il terreno qui utilizzato è costituito da saccarosio (300 g), 
nitrato di calcio (1 g), L-asparagina (io g ), fosfato monopotassico (0,25 g), 
solfato di magnesio eptaidrato (0,25 g), cloruro di potassio (0,125 g), sol­
fato ferroso eptaidrato (0,03 g), solfato di zinco eptaidrato (0,025 g), cisteina 
(0,01 g), estratto di lievito (0,1 g), acqua (1 litro), pH 5,2. L ’andamento della 
fermentazione riportato in fig. 2 mostra dopo io giorni una produzione di 
alcaloidi di 1,1—1,3 mg/ml.

Fig. 2. -  Fermentazione con il ceppo 
I di Çlaviceps purpurea IC/39/20.
I - - •  - - Alcaloidi totali (pg/mi),

-  30 — 0 — alcaloidi del brodo (pg/mi),
—A— peso secco (g/100 mi),
—□— saccarosio (g /100 mi). 

Alcaloidi, calcolati come ergotamina, 
titolati secondo R. Voigt «Microchim. 

_25 Acta », 619, 1959). Saccarosio determi­
nato secondo A. Somogyi (« J. Biol. 
Chem. », 16, 195, 1952). Peso secco 
determinato dopo centrifugazione ed 
essiccamento a 105° C. Preparazione 
inoculo: beute da 500 mi con 100 mi 

-20 dei terreno altrove indicato con solo 
il 10% di saccarosio, inoculo con una 
sola colonia di C. porpurea (sviluppata 
in capsula Petri a 240 C per 12 gg). 
Fermentazione: beute da 500 mi con 

_ 15 100 mi del terreno altrove indicato, con
io mi di inoculo al 70 giorno, a 24°C 

W con agitatore rotatorio 220 gir/min.

Per la separazione degli alcaloidi sono state finora utilizzate tutte le tec­
niche cromatografiche. Per la separazione analitica su strato sottile sono stati 
provati oltre cento eluenti [18] mentre per la cromatografia di ripartizione 
su carta sono stati utilizzati come fase stazionaria formammide [19] e ftalato 
di etile [20]. Su scala preparativa è stata utilizzata la cromatografia su carta 
tam ponata [21] e la separazione su colonna di allumina [22], di cellulosa [23], 
di cellulosa [24] o celite [25] tam ponata nonché la separazione con resine a 
scambio ionico [26, 27]. Con la distribuzione in controcorrente (d.c.c.) [28-30] 
secondo procedimenti talvolta brevettati ma non descritti [31, 32] è stata 
realizzata la separazione di alcuni alcaloidi quali elimoclavina(III) e la sepa­
razione della ergotamina(V) dalla ergotossina (miscela non risolta di ergo- 
cornina(VI), ergocriptina(VI11) ed ergocristina(X)).

Uno di noi [33] aveva mostrato che nella d.c.c. con un sistema bifasico 
due alcaloidi aventi il prodotto kr 'k b (kr costante di ripartizione tra  acqua e 
fase organica, kb costante di dissociazione della base) nel rapporto io” : 1 hanno
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uguale mobilità a due pH differenti di n. Dato che tra  chanoclavina 1(1) ed 
agroclavina(IV) (alcaloidi clavinici più polari dei peptidici) i prodotti kr 'k b 
in cloroformio, n- propanolo 2 : 1 (v : v)/acqua sono nel rapporto di circa io1 * * * 5 : 1, 
la ripartizione in controcorrente degli alcaloidi della C. purpurea a pH discon­
tinuamente decrescente, iniziata a pH neutro, non si può proseguire sotto il 
valore di 2 senza pregiudicare la stabilità degli alcaloidi peptidici ancora non 
separati. È stato quindi utilizzato il sistema di solventi anzidetto per gli alca­
loidi clavinici ed uno differente (cloroformio, tetracloruro di carbonio 1 : 1 /  
acqua) per gli alcaloidi peptidici già utilizzato [34] per la separazione della 
diidroergocornina, diidroergocristina e diidroergocriptina, miscela denominata 
diidroergotossina.

Dalla formula seguente [33] log—-— =  — pH +  lo g —~ ò~ che correlar  r  a iw
il numero di trasferimenti della fase mobile acquosa (n) ed il pH con la po­
sizione del massimo della curva di distribuzione dei singoli alcaloidi (r), si 
sono ricavati i valori del prodotto &r -kò che sono indicati appresso in parentesi.

Col primo sistema solvente si sono separati nell’ordine i seguenti alcaloidi 
clavinici: a pH 7 la chanoclavina I (I; 9- IO“ 8), a pH 6 la isochanoclavina (II; 
4,1 • io“8), a pH 5 la elimoclavina (III; 3,2* io~9) ed a pH 3 la agroclavina (IV; 
i,4* io-12). Col secondo sistema bifasico sono stati separati nell’ordine gli alca­
loidi peptidici seguenti: a pH 3 il più abbondante, la ergotamina (V; 7* io~12) 
e con altri trasferimenti della fase mobile acquosa la ergocornina (VI; 3 • io-12), 
a pH 2,5 la ergotaminina (VII; 1,4-io-12) ed infine a pH 2,2 la ergocriptina 
(V ili; 8,8 • io-”13) e successivamente la ergocriptinina (IX; 7 - io-14).

Sono riportati appresso gli estremi dell’effetto Cotton in metanolo degli 
alcaloidi peptidici aventi tutti la configurazione assoluta 5 R; l’effetto a circa 
316 nm (corrispondente alla banda di assorbimento u.v.) è positivo come per 
i S R-6-m etil-9-ergoleni [35] quali l’ac. lisergico(XI). Come per l’isomeria 
ac. lisergico -  ac. isolisergico(XII) la rotazione molecolare (<P) è più elevata 
per gli alcaloidi della serie iso come si è osservato pure tra ergometrina (X III; 
$336 +  95°° > $290 — 7100) ed ergometrinina (XIV; <J>340 +  22200 , <£290 — 
2700) e tra  ergocristina (X; O340. +  12400 , O295 +  2000) ed ergocristinina 
(XV ; ®342 +  29600 , <p292 — 16500). Negli alcaloidi 9-10 saturi (I-IV ) invece 
la banda di dicroismo del vicino u.v. dovuta alla chiralità indotta dalle tran­
sizioni elettroniche dell’indolo ha un effetto Cotton negativo e di bassa inten­
sità a circa 275 nm, ben osservabile solo nei tetraciclici elimoclavina(III) 
ed agroclavina(IV).

Gli spettri, di massa degli alcaloidi peptidici ergocornina(VI) ed ergo- 
criptina(V I11) come pure dell’ergocristina(X) non rinvenuta in questo ceppo

(1) È stato utilizzato un apparecchio di d.c.c. Craig mod. Post a 200 stadi, volume delle
due fasi io : io mì.

Dalle singole frazioni unitarie gli alcaloidi sono riestratti con cloroformio a pH alcalino;
nello stesso modo è stata recuperata la miscela di alcaloidi peptidici non separata col primo
sistema bifasico.
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di C. purpurea , presentano tutti il picco molecolare (rispettivamente m/e 
5^1, 575 e 609), il picco a m/e 463 (eliminazione rispettivamente dei radicali 
della vaiina, leucina e fenilalanina) ed il picco a m/e 365 (eliminazione ulte­
riore della prolina); come picco base presentano tutti lo ione molecolare della 
lisergammide a m/e 267. Lo stesso picco è comune alla ergotamina(V) ed ergo- 
tam inina(VII) che altrettanto evidente presentano il complementare picco 
a m/e 314 (parte peptidica) ed inoltre il picco molecolare (m/e 581) e quello 
corrispondente alla eliminazione di fenilalanina e prolina a m/e 337.

Le clavine, in specie le tetracicliche, subiscono poca frammentazione: 
l’unico picco di una certa entità accanto a quello molecolare è a m/e 154 
(Cu. H s N+) dovuto alla parte naftoindolica [36].

Nell’elenco degli alcaloidi isolati, che segue, sono riportate anche le per­
centuali in peso nel ceppo in esame ed alcuni dati di risonanza magnetica 
nucleare (RMN) <2>.

Chanoclavina 1(1) ed isochanoclavina I(II) (8% ciascuna) sono state 
isolate precedentemente da un ceppo di C. purpurea [37]. Il primo estremo 
dell’effetto Cotton negativo non è osservabile; gli spettri di massa sono identici 
per i due isomeri: m/e 256 (100 %), 237 (62%), 183 (96 %) e 154 (53 %).

Elimoclavina (III, 4%) è stata già isolata dalla C. purpurea [2].
La curva di dispersione ottica rotatoria (DOR) in metanolo presenta 

il primo estremo a 297 nm (<D — 3400) ed il secondo a 252 nm (® +  4000). 
Lo spettro RMN in deuteropiridina, come per l’agroclavina, è già stato ripor- 
tato [38]. RMN dell’acetilderivato di (III) (composto amorfo, instabile): 
CH3CO ppm, 2,07 (s), CH3N 2,52 (s), CH2OCOCH3 4,63 .(s), CH olefinico 
in 9 6,52 ppm (m), NH 8,6 (j).

Agroclavina (IV, 2% ) isolata precedentemente da C. purpurea [2], 
C. pas pali e C. fusiform ìs  [39]- DOR: primo estremo a 300 nm, ® — 3200.

RM N in deuterocloroformio: CH3C 1,80 ppm (j), CH3N 2,50 (j), CH 
olefinico in 9 6,18 ppm (m), CHNH 6,77 (</, i Hz), NH 8,42.

Ergotamina (V, 42%) già isolata da C. purpurea [1]. DO R: O340 +  
+  13100, O286— 11700.

RMN: CH3C 1,54 ($), CH3N 2,60 (s), CHCO 4,68 (/, 6 Hz), CHCOH 
6,32 (q, 2 e 6 Hz), CHNH 6,88 (d, 1 Hz), NHCH 8,23, NHCO 8,97 (4).

Ergocornina (VI, 10%) già isolata da C. purpurea [1] insieme ad ergo- 
criptina ed ergocristina, DOR: O341 +  12300, C>284— 14200.

Ergotaminina (VII, 10%), DOR: <P34o +  27000, $290 — 13800.
Ergocriptina (V ili, 10%) isolata oltre che dalla C. purpurea anche dalla 

C. maritima [5]. DOR: <I>34i +  11000, 0 282 — 13400.
RMN: 4 CH3 0,93, 1,02, 1,04 e 1,06 (d, 7 Hz), CH3N 2,62 (j), CHCO 

4,51 (t, 6 Hz), CHCOH 6,37 (q, 2 e 6 Hz), CHNH 6,92, CH olefinico in 9 7,40 
(d, i,s  Hz), NHCH 8,32, NHCO 9,73 (s).

(2) Apparecchio Varian HA 100; solv. deuterocloroformio, rif. interno tetrametilsilano, 
spostamenti chimici in 8 (ppm).
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Ergocriptinina (IX, 6%), DOR: O342 +  28000, $282-15600.
RMN: 4CH3 0,92, 0,95, 0,96 e 1,15 (d, 7 Hz), CH3N 2,60 (j), CHCO 

4,40 (/, 6 Hz), CHCOH 6,54 (q, 2 e 6 Hz), CHNH 6 ,88, NHCH 8,24, NHCO 
9,94 GO-

C o n c l u s io n i

Con un particolare ceppo di C. purpurea (IC/39/20) in cultura sommersa 
si è realizzata una notevole produzione di alcaloidi ergolinici (1,1-1,3 mg/mi) 
tra  i quali prevale l’ergotamina. Gli alcaloidi sono stati separati in controcor­
rente con due diversi sistemi bifasici e con fase mobile acquosa a pH discon­
tinuamente decrescente: sono stati così determinati i valori del prodotto kr 'kb 
per i singoli composti identificati come chanoclavina 1(1), isochanoclavina 
1(11), elimoclavina(III), agroclavina(IV), ergotamina(V), ergocornina(VI), 
ergotaminina(VII), ergocriptina(VIII) ed ergocriptinina(IX). È esaminata 
la loro frammentazione allo spettrometro di massa e sono riportati alcuni 
dati RMN e gli estremi dell’effetto Cotton, positivo per i 5 R -9—ergoleni 
(a 316 nm), negativo per i 5 R-8-ergoleni (a 275 nm).
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