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Die Blauverfirbung verletzter Fruch tkorper von Gyroporm cyanescews (Boletales) beruht aul 
der Oxidation von Cyrocyanin (3a) zum blauen Anion 5a. 5 a  wird bcim Ansaucrn zu Gyro- 
porin (7) hydratisiert. Die Darstelluiig der Cyclopentan-Derivate 5 und 7 gclingt auch durch 
oxidative Rin.gverengung von Atromentin @a), moglicherweise ein Model1 fur die Riosynthese 
dieser Verbindungen. Die Struktur des Involutins 16) wird durch das NMR-Spektrum im Siniic 
von Formel l l a  festgclcgt. 

Fungus Pigments, XVII 

Gyrocyanin, the Blueing Principle of Gyroporus cyanmcens, and an Oxidative Ring Contraction 
of Atromentin 

The blueing or injured sporophores of Gyroporus cya~tescens (Boletales) is due to the oxidation 
of gyrocyanin (3a)  to the blue anion 5a. Hydration of 5a by acidification leads to gyroporin 
(7) .  The cyclopentane derivatives 5 and 7 may also be obtained by oxidative ring contraction of 
atramentin @a), a possible model for the biosynthesis of thcse compounds. N.m.r. evidence for 
the structure l l a  of involutiii 16) is presented. 

Das gclbc Flcisch vcrschiedcner Riihrlingc der  Gattungen Boletus und Xeroromus 
verfarbt sich bci Verlctzung blau. Verantwortlich dafur sind Polyhydroxy-pulvin- 
sauren wie Variegatsaure (1) z), die zu Hydroxychinonmcthid-Anionen 2 oxidicrt 
werden3). 

1 2 

**) Bittc Korrespondenz an dmen Autor riLhten 
1 )  XVI Mittell. W Steglrch, E Tup/er-Peferseit und 1. PIIS, Z Ndturforsch , in1 Druck. 
2) R.  L. Edwards und G .  C .  Elsworthy, Chem Commun. 1967, 373, P. C Beaumont. 

3) W. Steglich, U'. Furtner und A .  Prox, Z. Naturforsch. 23 B, 1044 (1968). 
R .  L. Edwrds  und G .  C Elsworthy, J Chein SOC. C 1968, 2968 
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Auffalligerweise zeigt auch der Kornblumcnrohrling, Gyroporus cyunescens (Bull. 
ex Fr.) Quel., eine seinem Namen entsprechende Verfarbung, obwohl er ein nahezu 
weiljes Fleisch besitzt und nach chromatographischen Untersuchungen keine Pulvin- 
sauren enthalt4). Wir berichten nun iiber Isolierung und Eigenschaften des blauenden 
Prinzips, das Gyrocyanin genannt werden soll. 

A. Isolierung und Struktur des Gyrocyanins 
Urn eine Oxidation der lnhaltsstoffe bei der Aufarbeitung zu vermeiden, wurden die 

tiefgefrorenen Fruchtkorper unter Aceton zerkleinert, das etwas Salzsaure enthielt. 
Chromatographie der Extrakte an Sephadex LH 20 mit 70proz. Methanol lieferte 
einen blalj ockergelben Vorlauf, gefolgt von reinem Gyrocyanin (0.1 %). Die Vor- 
fraktion enthielt nach dem Duniischichtchroniatogramm~) neben dem an  seiner blauen 
Farbreaktion mit wal3rigem K3[Fe(CN)6]/NaHCO3 leicht 7u erkennenden Gyro- 
cyanin (RF 0.47) eine blal3gelbe Verbindung, Gyroporin (RF 0.37), die sich beim 
Tupfeln mit konz. Schwefelsaure blau verfarbt6). 

Gyrocyanin kristallisiert aus Athanol/Wasser in Form des zitronengelben Sesqui- 
hydrats. Es zersetzt sich nach allmahlicher Dunkelfarbung gegen 240°C und ist optisch 
inaktiv. Nach dem hochaufgelosten Massenspektrum besitzt es die Summenformel 
C17H12O5. Das NMR-Spektrum ([D6]Aceton) 7eigt neben einem Einprotonen-Singu- 
lett bei 8 = 4.14 ppm Signale fur zwei unterschiedliche p-Hydroxyphenyl-Reste. 
Beriicksichtigt nian das IR-Spektrum (KBr), das neben einer breiten OH-Absorption 
bei 3400 cm-1 im Carbonylbereich Banden bei 1740 und I685 cm-1 aufweist, so ergibt 

sich fur Gyrocyanin die Struktur 3a. Sie wird durch Vergleich der UV-, IR-  und N M R -  
Daten mit denen des synthetisch leicht zuganglichen7) Dimethylathers 3b bestatigt. 
Versuche, die Athergruppen abuspalten, verliefen bisher unbefriedigend und lieferten 
neben wenig Gyrocyanin den Monomethylather 3c. 

B. Oxidation des Gyrocyanins zu blauen Anionen und Gyroporin 
Versetzt man die gelbe Losung von Gyrocyanin (3a) in waljrigem Natriumhydro- 

gencarbonat mit Ferricyanid, so schlagt die Farbe rasch nach Blaugrun um. Sie ist dem 
Dianion 4 zuzuschreiben, das bei Erniedrigung des pH-Wcrtes reversibel in das tief- 
blaue Monoanion 5a ubergeht. 5a ist auch direkt zuganglich, wenn man 3a in Lei- 
tungswasser oxidiert. Von Kartoffelpreljsaft wird 3a im Gegensat7 zur Variegatsaure 

4) J.  A .  Schmitt, Z. Pilzkunde 36, 77 (1970); A .  Brrsinsky und P. Orenrli, ebenda 36, 135 
( 1970). 

5 )  Auf Kieselgel-Fertigplatten, Fa. E. Merck, Darmstadt ; Laufmittel : Benzol/Ameisensaure- 

6 )  Der Rohextrakt des Pilzes enthiilt noch weitere blaBgelbe Verbindungen, die sich mit konz. 

7 )  L. CIuisen und Th. E'warz, Liebigs Ann. Chem. 284, 245 (1895). 

BthylesteriAmeisenslure (10: 5 :  3 Vol.). 

Schwefelsaure blauviolett verfarben und niedrigerc RF-Wcrte besitzcn. 
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(1) nur sehr langsam blau verfarbt. DaR 5a die angegebene Konstitution besitzt, Iehrt 
ein Vergleich mit dem durch Oxidation von 3c erhaltlichen blauen Monoanion 5c. 
Beide Anionen stimmen in Loslichkeitsverhalten und Absorptionsspektrum iiberein, 
nur verindert 5c beim Erhohen des pH-Wertes seine Farbe nicht. 

3a 

H 

5a: = I I  
5c: K = ( H ,  

7 6 ,  = 4Y5nm 

5a unterscheidet sich charakteristisch von den aus Pulvinsiiuren entstehenden blauen 
Anionen 2 8 ) .  So ist es als Natriumsalz in Essigester gut loslich und kann aus waljrigeii Losun- 
gen nach Zugabe von etwas Kochsalz extrahiert werdcn. Die Loslichkeit nimmt bei den 
Lithium-, Kalium- und Ammoniumsalzen deutlich ab und verschwindet bei den Erdalkali- 
salzen. Losungen des Natriumsalzes in wasserlreiem Dioxan oder Aceton fluorcsziercn im 
UV-Licht intensiv rot. Die Natriumsalze von 5 a  und c sind aul Kieselgel-Fertigplatten unzer- 
setzt chromatographierbar ( R P  0.13 bzw. 0.19; Aceton/Essigester I : 10 Vol.) und auch in 
Losung wesentlich stabiler als die Hydroxychinonmethid-Anionen 2. In Wasser verblafit die 
blaue Farbe innerhalb einiger Stunden, in organischcn Solventien erst innerhalb mchrcrer 
Tage. 

Sauert man die Losungen von 5a an, so ist kurzzeitig die rote Farbe des Chinon- 
methids 6 sichtbar. Nach Verschwindeii der Farbe lassen sich diinnschichtchromato- 
graphisch Gyroporin (7) und eine weitere mit Schwefelsaure blauende Verbindung 
nachweisen, deren Konstitution noch unbekannt ist. 

Gyroporin, durch Oxidation von Atromentin mit Ferricyanid in gronerer Menge 
zuganglich (Abschnitt C), kristallisiert in hellgelben Nadeln. Es zeigt im UV- und 
IR-Spektrum grol3e Ahnlichkeit mit 3a, jedoch fehlt im NMR das Singulett bei 
8 = 4.14 ppni. Durch die Bildung eines Tetraacetats wird fur Gyroporin die Struktur 
eines Hydroxygyrocyanins 7 bewiesen. Im Massenspektrum ist das Molekiil- Ion m/r 
312 infolge rascher thermischer Zersetzung nur wenige Sekunden auf dem Oscilloskop 
LU sehen. 

Da die Abtrennung vom Gyrocyanin grofie Schwierigkeiten bereitet, kann der Gehalt an 
Gyroporin im Frischpilz nicht genau angegeben werden. Die Verbindung diirfte vor allern in 

8) Das Monoanion 5 a  entsteht auch be1 der Oxidation des gelben Farbstoffs von Churrlonixiu 
ctrespitosu Roll. (Gasieromycetes), der sehr wahrscheinlich rnit Gyrocyanin identisch Jst 
(unveroffentlichte Untersuchung aus dem Jahre 1969). 
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der lehnigelbcn AuDenhaut lokalisicrt sein. lm Unterschied zu 3a kann 7 noch in Exsiccaten 
ndchgewiesen wcrden. Kurzlich isolierten wir Gyroporin auch aus Kultureii von Lrccirrum 
aurantzacum (Bull. ex F r )  S .  F Gray9). 

C. Oxidative Ringverengung des Atromentins zu Gyroporin 
Wie wir fanden, kann dai blaue Anion 5a auch aus Atromentin (8a)lo) erhalten 

werden, wenn man dieses in Leitungshasser niit Ferricyanid oxidiert. Wichtig fur das 
Gelingen der Reaktion ist die Anwesenheit von Erdalkali-lonen. So liefert die Oxidation 
in destilliertem Wasser negative Resultate, verlauft aber bei Zusatz von etwas Cal- 
ciumcarbonat gleich gut wie in Leitungswasser. In Natriumhydrogencarbonat- 
Losiing entsteht in geringer Ausbeute das Dianion 4 neben wechselnden Mengen 
Atromentinsaurelacton (10). 

Die oxidative Ringverengung des Atromentins diirfte uber das Chinonmethid 9 11) 

erfolgen, das dann unter Benzilsaure-Umlagerung, Decarboxylierung iind Oxidation 
in 5a iibergeht. Eine gute Analogie bietet die altbekannte Oxidation von Tetrahydroxy- 
chinon zu Krokonat12). Nach Anshuern der Losungen und Chromatographie an 
Sephadex LH 20 konnte Gyroporin (7) in etwa 20% Ausbeute isoliert werden. Wie 
nach dem Mechanismus zu erwarten, wird Polyporsaure (Sb) von Ferricyanid nicht 

S a :  R = OH 
Sb: R = H 

9~ 

D. Zur Biosynthese der Diarylcyclopentan-Derivate 
Die Uberfiihrung von Atroinentin (Sa) in Gyroporin (7) bietet ein attrdktives Mo- 

dell fur die Biosynthese von Diarylcyclopcntan-Derivaten bei Pilzen der Ordnung 
Boletales. Sie ergiinzt die oxidative Ringoffiiung von 8a 7u Atrorneniinsaurelacton (10) 
rnit HzOz/SBure 13) oder D MSO/Acetanhydrid14), ein ProzeB, der die Biosynthese von 

9) A .  Bresinsky, H .  Besl und W. Sreglich, Phytochcmistry, in Vorbereitung. 
30) F. Kogl und J .  J .  P o s ~ ( J w s ~ ~ ,  Liebigs Ann. Chem. 440, 19 (1924). 
11) 9 steht moglicherweise mit dem Dianion im Gleichgcwicht, einem Phenylogen des Rhodi- 

zonsaurc-Dianions. Nach dem Verhalten des Krokonat-Phenylogen 4 sollte es aber erst 
oberhalb von pH 8 -9 in hoherer Konzentration vorliegen (zum aromatischen Charakter 
derartiger Anionen vgl. z. B. R .  West und J. Niu in Nonbenzenoid Aromatics, Bd. I, 
S. 31 I ff., J.  P .  Snyder, Hcrausgcber, Academic Press, New York und London 1969). 

' 2 )  R .  Nieizhi und Th. Benckiser, Ber. Deut. Chem. Ges. 18, 499 (1885). 
13) F. KugI, H .  Becker, A.  Detzel und G.  de Voss, Liebigs Ann. Chem. 465, 21 1 (1928). 
14) R.  J .  Wikholm und H. W .  M{JOW, J .  Amer. Chem. Soc. 94, 6152 (1972); Tetrahedron Lett. 

1968, 5049. 
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Pulvinsauren bei Pilzen und Flechten 15) simuliert. Atromentin ware damit der direkte 
Vorlaufer zweier wichtiger Typen von Boletales-Inhaltsstoffen. Intcrcssant ist in 
diesem Zusammenhang, daR Leccinum auruntiuciim in Kulturen sowohl 7 als auch 10 
bildet9). Der vorgeschlagene Biosyntheseweg ist kiirzer als die von Edwards und 
Mitarbeitern16) diskulierte Bildung der Diarylcyclopentane durch Cyclisierung von 
Pulvinsiiuren. Dic englischen Autoren isolierten aus Puxillus involutus (Batsch) Fr. 
Tnvolutin, den ersten Vertreter dieser Substanzklasse. 

K,[Fr(CN),] I)hlSO/Ar20 
7 t--- 8 a  - HO 

10 (1 

Im Verlauf unserer Arbeiten wurdc einc cindeutige Entschcidung zwisclicn den beidcn fur 
lnvolutin vorgeschlagencn Strukturen I l a  und 11 b*6)  moglich. Jm N MR-Spcktrum ([Dh]- 
Aceton) des lnvolutins erschcint als ticfstcs Aroniatensignal ein Dublett des AA'BB'-Systems 
bei S = 7.95 ppm. Berucksichtigt man die Spektrcn von 3a und 7, so mu13 der p-Hydroxy- 
phenyl-Rest aufgrund der starken Hntschirniung sciner o-Protonen den1 enolisicrten p-Diketo- 
System des Funfrings benachbart scin. Fur lnvolutin ergibt sich damit Struktur 11 a. 

6,j - fi, 0 
I l a  l l b  

Wir danken der Deutschen ForschungsgenzPinschaft fur die groflzugige Forderung dieser 
Arbeit. Herrn Dr. W. Jiilich, Berlin, sei fur die Beschaffung der Kornblunienriihrlingc her7lich 
gedankt. 

Experhenteller Teil 
Die IR-Spektren wurden in KBr aufgenommen, die NMR-Spektren in [DslAceton und die 

UV-Spektren in Athanol, wenn nicht anders angegeben. Die chemischen Verschicbungcn S 
beziehen sich auf TMS, 8 = 0.00. Die Massenspektren wurden mit einem MAT 711 bei 
70 eV aufgenommen. Die RF-Werte wurden auf Kieselgel-Fertigplatten, Fa. Mcrck, Darmstadt, 
bestimmt (Laufmittcl : Benzol/Ameisensaure-athylester/Ameiscns~urc = 10 : 5 : 3 Vol.). Gyro- 
porus cyanescens wurde im September 1972 im Grunewald und Duppeler Forst in Berlin 
gesammelt. Involutin wurde aus Pmillus invuhtus nach Edwards et al. 16)  isoliert. 

lsolierung von Gyrocyanin (3a) : Zwei tiefgefrorene Fruchtkijrper (90 g) von C. cynnesrens 
wurden in Aceton unter Zusatz ciniger Tropfcn konz. Salzsailtre mil einem Mixer zerkleinert 
und erschopfend mil Aceton ausgezogen. Nach Absaugen vom ungclosten Pilzmaterial erhielt 
man eine gelbbraune Liisung, die i .  Vak. zur 'Trockae gcbracht wurde. Durch Aufnahme in 
wenig Aceton konntc das Rohpigmetit von etwas Mannit befreit wcrden. Man dampfte die 
Losung ein und chromdtographierte den Ruckstand an Scphadex LH 20 mit 70proz. Methanol. 
Dabei wurdcn folgcnde Fraktionen elniert : A wenig braunlicher Vorlauf, B blaBgelbes 
Gemisch voii Gyrocyanin (3a)  und Gyroporin (7), C gelbes 3a und weitere Fraktionen, die 

15) Vgl. K. Musbach, Biochem. Biophys. Res. Commun. 17,363 (1964); E. Mucrs und A .  Meish, 

16) R .  L. Ednwds, G. C.  Elswurthy und N .  Kale, J. Chem. SOC. C 1967, 405. 
Can. J. Bot. 45, 59 (1967). 
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iiicht naher untersucht wurden. WBhrend sich 7 aus Fraktion B riicht abtrenncn lien, erhielt 
man durch Rechromatographie voii Fraktioii C uiid Uinkristallisieren aus Athano1:Wasser 
95 mg (0.1 %) 3a in Form zitronengelbcr Prismcn. Schmp. undeutlich gegen 240°C nach 
allmahlicher I>unkclf&rbung; RF 0.47. 

I R :  3400 (st, brcit), 1740 (m), 1685 (st, breit), 1640 (w), 1615 (st), 1520 (st), 1450 (m), 
1390 (st, breit), 1280-1235 Tst), 1185 (m), 1155 (w), 1130 (sh), 1115 (w), 1025 (w), 980 (w), 
920 (w), 880 (w), 84.5 cni-1 (st). - -  UV: h,,, (log E )  = 225 (4.18), 264 (4.28), 366 nm (4.08). - 
MS’7): ni/e=296 (loo%, MI, C I ~ H I ~ O ~ ) ,  223 ( l7%,  C15H1102), 161 (16%, COHSO~) ,  135 
( 1  2 %, CgH702), 134 (65 ?<, CgHhOz). 

C17H120s-11/2H~0 (323.3) Ber. C 63.16 H 4.68 Gef. C 62.73 H 4.44 

4-Hydroxy-2,S-his(p-methoxyphen~l)-4-cyclopenten-l,3-dion (3 b) : Zu 13.5 g 4,4’-Dimethoxy- 
dibenzylketon in 130 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran wurden langsam 4.6 g Natriumhydrid 
(SOproz., in Paraffin) in 50 ml T H F  gegeben. Nach 30 min Ruhren troplte man unter Eis- 
kuhlung 11.3 g Oxalsaure-diathylester in 20 ml T H F  innerhalb 1 h ZU. Man riihrte 4 d, zog 
das Losiingsmiltel i. Vdk. ab  urid zersetLte das Natriumhydrid durch vorsichtige Zugabe von 
Wasser. Ansauern der Losung, Ausschutteln mit Essigester, Trocknen und Eindampfen i. 
Vak. lieferten 10.8 g Rohprodukt, das aus Chloroform umkristallisiert wurde. Ausb. 8.9 g 
(55 x), Schmp. 235-236°C (iiach Braunfarbung und Sintern bei 190--191”C), RF 0.68. 

I R :  3250 (breit), 2950 (w), 1735 (m), 1675 (st), 1640 (w), 1605 (st), 1510 (st), 1460 (ni), 
1380 (st), 1255 (st, breit), 1180 (st), 1030 (st, breit), 835 em 1 (stj. - UV: A,,, (log E )  = 225 
(4.21), 264 (4.26), 361 nm (4.04). ~~ 1H-NMR: S ~~ 3.80, 3.88 ppm (jeweils sj [ 6 ] ;  4.21 (s) [I];  
7.07; 8.30 (AA’BB‘-qu, J = 9 HZ) [4]; 6.94; 7.18 (AA‘BB‘-qu, J == 9 Hz) [4]. - MS17): nz/e = 

325 (17%, M +  + 1 durch13CinC19H160j), 324(1007/,, M+, C , ~ H ~ ~ O S ) ,  251 (25 %, C17Hl502), 

C1gH1605 (324.3) Ber. C 70.37 H 4.97 Gef. C 70.33 H 4.93 

149 (12”,, CgHgOz), 148 (17”,, CsHsOz), 147 (8%, CgH702). 

Versuch zur Enrmetltylierung yon 3b: 0.65 g 3b wurden in 70 ml Titantetrachlorid gelost 
und nach 2 h Ruhren mit 0.5 ml Bortribroniid vcrsctzt. Dabci schlug die Farbe der Losung 
von Violett nach Rot um. hlan lie13 20 h bei 20°C stehen, gab die Losung vorsichtig in S02- 
gesattigtes Eiswasser und saugte den Feststoff ah. Die PSC eines Teils der Substanz lieferte 3a 
Lmd 3c neben wenig 3b. 3a erwies sich nach Laulverhalten, Farbreaktion urid MS als identisch 
mit Gyrocyanin. 312, Schnip. 190°C (schmilrt nach Erstarren und Braunfarbung erneut bei 
239°C); RF 0.58. - UV: Amax (log E )  = 225 (4.161, 264 (4.23), 344 nm (4.03). 

ClgH1.405 Ber. 310.0841 Gef. 310.0880 

Oxidurion von Atrornenrin ($a) zu Gyroporin (7): 190 mg feingepulvertes 8 a  wurdcn in 
2.5 Liter heinem Leitungswasscr vcrruhrt und nach Abkuhlen mit 1 g K ~ [ F c ( C N ) ~ ]  untcr 
gutcni Umruhren versetzt. Innerhalb wcniger min bildete sich eiiie tiefblaue Losung, die nach 
30 min Ruhren mit Phosphorsaure angesiuert wurde. Nach 4 h Stehenlassen bei Raumtemp. 
konnte mil Essigester ein ockerfarbenes Substanzgemisch ausgeschuttelt werden. Eindampfen 
der getrockneten Extrakte uiid zweimalige Chromatographie des Ruckstandes auf Sephadex 
LH 20 init 70proz. Methanol (DC-Kontrolle!) ergab 33.5 mg 7 (19 ‘;/o). Aus Aceton/Chloroforni 
hellgelbe Nadeln, Schmp. 209 -210°C (Zcrs.). RF 0.37, der blaogelbe Fleck verfarbt sich beim 
Tiipfeln mit konz. Schwefelsaure tiefblau. 

I R :  3410 (st, breit), 1740 (m), 1680 (s t ) ,  1620 (sh), 1605 (st), 1510 (st), 1480 (wj, 1440 (m), 
1385 (st), 1265--1230 (st), 1180 (st), 1130 (w), 1110 (w), 1040 (mj, 1015 (m), 930 (w), 835 (s), 

17) Die ungewohnliche Fragmentierung der 4-Hydroxy-2,5-diaryl-4-cyclopenten-l,3-dione 
ist Gegenstand einer weiteren Mitteilung. 
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815 cm-1 (w). - U V :  hmax (log E) = 226 (4.13), 273 (4.22), 371 nm (4.04). - 1H-NMR: 
8 = 6.79, 7.31 ppm (AA’BB’-qu, J = 9 Hz); 6.95, 8.24 (AA’BB’-qu, J = 9 Hz). 

C ~ , H I ~ O ~ . H ~ O  (330.3) Ber. C 61.82 H 4.27 Gef. C 61.87 H 4.21 

Gyroporin-tetrnacetnt: 20 mg Gyroporin wurden in 30 ml Acetanhydrid gelost und mit 
einer Spur konz. Schwefelsaure versetzt. Nach kurizeitiger Dunkelfarbung hellte sich die 
Losung wieder auf. Man lief3 20min bei Raumtemperatur stehen, gof3 dann in Eiswasser, 
schiittelte bis zur Zersetzung des Acetanhydrids und extrahierte mit Essigester. Nach mehrmali- 
gem Waschen mit Wasser wurde getrocknet und eingedampft. Der olige Ruckstand ergab nach 
Chromatographic an acetyliertem Polyamid (Macherey, Nagel & Co., Duren) 23 mg (75 x) 
eines blaI3gelben oles, das nach dem N MR-Spektrum reines Tetraacetat war. 

IH-NMR (CDCl3): 8 = 2.15, 2.20, 2.23,2.41 ppm (jeweils s und CH3); 7.11, 7.58 (AA’BB‘- 

[265/73] 
qu, J = 9 Hz); 7.15, 7.94 (AA’BB’-qu, J = 9 Hz). 
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