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Investigations on the distribution of the stereoisomeric muscarines within the order 
of ugaricales. - Summary. Stereomeric muscarines (mnscarine, epi-muscarine a.nd allo-muscarine), 
albeit in low concentrations ( 5  2 mg/100 g dry weight), have been found in fruiting bodies of the 
following species of agavicales: Ainanita pantherina, Amanita phalloides, Boletus calopns, Boletus 
h r i d u s ,  Clitocybe dealbata, Clitocybe hydrogramma, Clitocybt! gibba ( = Cl.  iiifit?zdibz.tli~oormis S.S. 

auct. plur.), Clitocybe vernzicularis, Clztopilus intermediiis, Collybia peroqzata, Igygrocybe nigrescens, 
Hypholoma jasi:iculare, Lactarius rztfau, Lactariits tvivialis, ~Vl~vrena pe1ian:hilzn. il6ycena p w a ,  
Paxillus involutzts, Rhodophyllzts rhodopolius, Rhodophyllus sinuatns, Iliissula evnetlca, Tvicholoma 
sztlphureunz, Tylopilus fellaus. Collections of the same species from different sites showed pro- 
nounced variation in the relative amounts of stcreoisomers, e.g. with Clitocybe dealbata and Rhodo- 
phyllus rhodopolius. epi-allo-Muscarine could not be detected in any of the species tested. 

Wir haben vor einigen Jahren nachweisen konnen, dass stereomere Muscarine in 
Fruchtkorpern von A~.rzanita muscaria 121 und von Inocybe-Xrten L3] vorkommen. 
Dieser Nachweis war niit Hilfe einer Gas-chromatographischen Treiinung der Nor- 
basen an Hochleistungs-Glas-Kapillarkolonnen nach Prof K .  Grob moglich geworden. 
Die Norbasen ihrerseits wurden aus der durch praparativc Isolierung nach iiblichen 
Verfahren3) gewonnenen Muscarinchlorid-fraktion durch Pyrolyic bei 200-240" und 
0,001 bis 0,0001 Torr hergestellt4)5). Dabei treten, wie Kontroll-Pprolysen an reinen 
Isomeren ergeben haben [Z] und durch NMR.-SFektren an naturlichen Gemischen 
nor der Pyrolyse bestatigt wurde j 21, keine nachweisbaren Epimerisierungen ein. 

38. Mitt. uber Muscarin und verwandtc Stoffe. 
hus  der am Organisch-chemischcn Institut der IJniversitat Zurich und an1 Institut fur 
speziellc Botanik der E'TH Zurich ausgefiihrtcn und an der Abteilung fiir Saturwisscnschaften 
der ETIIZ eingereichten Dissertation [l]. 
Diskussion solcher Verfahren und Angabc eincs universellen Extraktions- und Chromrtto- 
graphieverfahrens s. [4~]. Bei Anwesenheit von grosseren Quantitiiten von Zuckern in den 
Extrakten empfiehlt sich cine Modifikation, s. [5] uud exper. Teil dieser .2rbeit. 
Die -4uftrcnnung cines Gemisches von stereoisomercn Muscarinen in ihre reinen Diastereo- 
mercn durch Papierchroniatographie, IXinnschichtchromatographie odcr Papierelektro- 
phorese ist bisher nicht gelungen. Anderslautende hngahen [6] habcn sich als unrichtig erwie- 
sen. 
Es ktinnten auch die nor-, bis-nor- und tris-mr-Muscarinc, d.h. dic den Muscarinen cntspre- 
chenden primaren, sekundaren und tertiarcn L2mine naturlich vorkommen. Nachwveise fehlen 
jedoch bis heutc. 
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Zwar sind biologische Nachweisverfahren fur Muscarin empfindlicher als chroma- 
tographische; sie versagen aber bei seinen Stereomeren, da diese eine sehr vie1 kleinere 
biologische Wirksamkeit aufweisen 1’716). Somit konnte ein Pilz aufgrund von nega- 
tiven biologischen Befunden als ccmuscarinfrei t)  klassifiziert werden, obschon er 
grossere Mengen an stereoisomeren Muscarinen enthalt.6) Aus diesen Grunden haben 
wir mehrere Arten aus der Ordnung der Agaricales rnit den heute zur Verfiigung 
stehenden modernen Verfahren auf ihren Gehalt an stereomeren Muscarinen unter- 
sucht. Uber die Ergebnisse orientiert nachfolgende Tabelle. 

Einige der in der Tabelle aufgefuhrten Arten sind schon vor sehr langer Zeit auf- 
grund von biologischen Testen als muscarinhaltig angesprochen worden, so A m a n i t a  
pantherina 1885 durch Boehm [S] und 1889/1890 durch Inoko [9] ; A.  phalloides 1892 
und 1899 durch Kobert [lo] und 1901 durch Carter [ l l ]  ; Russula emetica 1906 durch 
Kobert [12] sowie Boletus luridus durch Boehm [S]. Unsere Ergebnisse bestatigen 
diese alten Untersuchungen, wenn auch Vortauschung eines Muscaringehaltes durch 
Acetylcholin etc. im biologischen Versuch niclit ausgeschlossen werden kann. Clitocybe 
dealbata ist in neuerer Zeit von Hughes et al. [13] als Muscarin-Pilz erkannt worden. 
Auch haben diese Autoren daraus Muscarin praparativ und kristallisiert gewonnen. 

Fiir Mycena  p w a  ist der hier geleistete chemische Nachweis eines Muscaringe- 
haltes neu. Aufgrund verschiedeiier mittelschwerer Vergiftungsfalle haben sclion 
Thellung [14], Heirn [15], Makara  [16] und Herrmann  j17j auf einen Muscaringehalt 
dieser Art geschlossen. 

Der aktuelle Muscaringehalt in allen in der Tabelle aufgefuhrten Arten ist, rnit 
Ausnahme der Clitocybe-Arten, sehr gering. Er  betragt < 2 mg/100 g Trockengewicht. 

Unsere Resultate zeigen, dass Muscarine in Agaricales weitverbreitete Inhalts- 
stoffe sind. epi-Muscarin ist in der Mehrzahl der Faille das vorherrschende Isomer. Es 
kann sogar in einzelnen Fallen alleiniges Isomer darstellen (Rhodo$hylZ.us sinztatus, 
Mycena pelianthina) . allo-Muscarin tritt seltener auf ; epi-allo-Muscarin ist in der vor- 
liegenden Versuchsreihe nie aufgefunden worden; vgl. 121. Nach unseren Untersu- 
chungen ist dabei die Variation der relativen Anteile der Stereoisomeren in den 
Fruchtkorpern nicht von der Methode abhangig. Die unabhangige Aufarbeitung von 
je zwei Teilkollektionen ergab iibereinstimmende Ergebnisse sowohl bei Rhodophyllus 
sinuatus als auch bei Clitocybe hydrogramma. Eine weitere Bestatigung dafur liefern 
die Ergebnisse von Kulturversuchen [l]. 

Die Tatsache, dass die Isomerenzusammensetzung bei Mycena  puya, einem Sa- 
prophyten, in engen Grenzen schwankt, kommt eher unerwartet. Die verschiedenen 
Kollektionen der ebenfalls saprophytischen Clitocybe dealbata und diejenigen von 
Rhodophyllus rhodo$oli.us, einem wahrscheinlichen Myltorrhizapilz rnit weitem Wirts- 
spektrum, sind hingegen bezuglich der Isomerenzusammensetzung sehr verschieden. 
A .  phalloides, ein Mykorrhizapilz rnit engem Wirtsspektrum ist in bezug auf die Iso- 
merenzusammensetzung jedoch sehr einheitlich. In Kulturversuchen rnit C1. rivulosa, 
Cl. dealbata, Cl .  festiva und A.  rnziscaria haben wir ebenfalls grosse Schwankungen in 

6 )  Das Umgekehrte diirfte auch zutreffen, vor allem bei einigen alteren Arbeiten, bei denen 
unter Umstanden ein Muscaringehalt durch Acetylcholin oder ahnlichc Stoffe vorgetauscht 
worden ist. 
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Tabelle. Vorkommen z'oa stereomeven Muscavineiz i i z  Frznclztkorpcr~z aevschiedener Arteiz uus der 
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Ordnzmg der Agaricales 

Art Trocken- Muscn- epi- allo- 
gc\\.. rin Musc. Musc. 
a r c l .  7; rel. yo rel.%, 

Awzanitu pantherina (DC ex. Fr.) Seer. 
Amalzito phalloides (Vai l l .  lix Fr.) S p r y .  

1. Iiollektiona) 
2. Kollektionb) 
3. ICollektionc) 

Boletus calopus Fr. 
Boletus luridus FY. 
Clitocybe dealbata (Sow. ex Pr.) Iii.rnznaer 

1. Iiollektiond) 
2. Iiollcktione) 
3 .  Kollektion') 
4. Iiollektiong) 
5. Iiollektionh) 
6. Iiollektioni) 
7. Iiollektionk) 

Ilollcktion 1. Teil 
Iiollektion 2. Teil 

Clifocybe hydrogramma (Bul l .  ex  Fr. )  Sing. 

Cli focjhe gibba (Pers .  ex Fv.) I<zemmer 
( =  C1. i>zfwzdibuliformis (Schf f .  e x  Fr. )  Q z d l .  
Clitocybe uernziczdaris (Fr.)  Qzc41. 
Clitopilirs intevmcdius Romagii. 
Collybita peronata (Bolt. ex Fr.)  Sing. 
Hygvocybe nigresceits (Qudl.)  Kiihiz. 
Hyfiholoma fascicidare (Hiids. ex Fr. )  Kz4mmer 
Lncfarius w f u s  (Scop.) Fr. 
Lactarius trivialis Fr. 
.Wycena pelianfhiiza (Fr . )  @ I P ~ .  
-14ycena pura (Pers. e x  Fr.) Kztwiinev 

1. Iiollektionl) 
2. liollektionm) 
3. Kollektion") 
4. Kollektiono) 

I'axillus inuolzntit.s (Batsch) Fr. 
Rhodofihyllus rhodopolizcs (Fr . )  Q a i d .  

1. IiollektionP) 
2. Kollektions) 

Kollektion 1. Teil 
Iiollektion 2. Tell 

Hhodophyllus sinacatzis (Rzrll. ex Fr.) Sing. 

IZzrssula ewzeticu Fr. 
Y'richolonza sulphzcreum (Birll. ex. Fv.) Kumnzet 
Zj lopi lus  felleus (Bull. e x  Fr.) Karst. 
Cortinarius orel laws ( F r . )  Fr. 
Canthnvellus cibnrizcs FY. 
d g m i c u s  bisporzss (Lge)  Siig. 

1. Kollektionr) 
2. Kollcktions) 

4,31 

42,536 
178,79 

25,94 
23.48 
21.59 

0,27 
3,00 
4,05 
2,99 
1,49 
3,04 
5,57 

0,74 
9,04 

12,71 
1,42 
5,42 
4,13 
5,02 
G,4S 

23,33 
8 , O O  
2,12 

1,86 
1,36 
549 
4,12 
8,67 

4,43 
7,12 

91,66 
85,GG 
14,22 
l l ,5Z 
32,44 
13,21 
92,45 

169,27 
6453 

47 

34 
35 
34 
36 

8 

54 
50 
64 

76 
74 

41 
43 

2 5 
13 

37 
3 .5 
43 
41 
3 0 

.. 

25 
18 
14 
18 
4 

7 

33 

41 
33 
27 

~ 

53 

64 
64 
6.5 
64 
92 

- 

35 
38 
20 
7 
1 
3 

59 
57 

.5 8 
12 
12 
63 
65 
5 7 
54 
56 

100 

7 -5 
82 
86 
82 
96 

95 
64 

100 
100 
59 
67 
73 
- 

- 
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Noten zur nebenstehenden Tabelle. 
a) Tellberg b/Effretikon, Kt. Zurich; b) Hardtwald/Rixheim, Elsass; c )  Moghcgno, Tessin; 
6) Meride, Tcssin; e )  Cademario, Tessin; f )  Cadcmario, Tessin; anderer Standort als e ) ;  g) Cade- 
mario, Tessin; anderer Standort als e) f )  ; h) Cademario, andcrer Standort als e )  f )  g )  ; 1) Eselriet b/ 
Effretikon, Kt. Zurich; k) Rehalp, Zurich: 1) Rappcnhalde h/Effretikon, Kt. Zurichs m) Alpli 
b/Unterwasser, Toggcnburg, Kt. St. Gallcn; n) Klotenerwald, Kloten, Kt. Zurich ; 0 )  Horgencr- 
wald, Horgen, Kt. Zurich; P) Huntwangcn, Kt. Zurich; 9) Eselrjct b/Effretikon, Kt. Zurich; 
=) Warenhaus, Zurich: a) Produzent, Gossau, Kt. Zurich. 

der Isomerenzusammensetzung in Abhangigkeit von Kulturmedium (Mannitgehalt, 
Luftzutritt etc.) und Kulturdauer festgestellt [I] [IS]. Zweifellos uben genetische und 
okologische Faktoren einen grossen Einfluss auf die Produktion der stereomeren 
Muscarine aus. 

Unsere Resultate werfen ein neues Licht auf jene Falle, wo die Toxizitat einer 
Pilzart in der mykologischen Literatur umstritten ist, so bei Cl. dealbata [19] und 
Mycena p u r a  [20]. Diese Pilze sind offensichtlich in der Lage, bevorzugt oder aus- 
schliesslich Muscarinisomere zu bilden, die physiologisch wenig aktiv sind. 

Die Tabelle zeigt des weiteren, dass Muscarine innerhalb der Ordnung Agaricales 
weitverbreitet vorkommen. Die Arten, in deren Fruchtkbrper stereomere Muscarine 
liaben nachgewiesen werden konnen, gehoren zu folgenden Faniilien : Boletaceae, 
Hygrophoraceae, Tricholomataceae, Rhodophyllaceae, Amanitaceae, Strophariaceae, 
Paxillaceae, Russzdaceae. 

Wir danken dem Schmeizerischen Nationalfonds zuv FBrderung dev wissensc!kaftkhen Fovschung 
(Gesuch Nr. 2.129-0.74) fur die finanzielle Unterstutzung sowie Herrn Prof. Dr. H .  Kern,  ETHZ, 
die diese hrbeit ermijglicht haben. Herrn Dr. E.  Horak danken wir fur das Bestimmen von kriti- 
schen Arten; den Mitgliedern des Pilzvereins Zurich, insbesondere den Herren I;.  Liithi, 0. Hotz 
T.  Rosa und B. Koblev fur die Beschaffuiig von Pilzen und Hinwcise auf Standortc. 

Experimenteller Teil. - Pilznzaterial. Genaue botanische Beschreibung und Herkunftsan- 
gabe s. [l]. 

Aufarbeitung. Frischpilze wurden maschinell zu feinem Brei zerhackt und dieser dann gefrier- 
getrocknet; Ruckstand = Trockengewicht. Das zermorserte feine Mehl wurcle 2mal mit Methanol 
im Uberschuss wahrend 3 Std. unter Riickfluss gekocht. Die filtriertcn Methanolextrakte engte 
man hierauf i.V. auf ein kleincs Volumen ein. Nach Wasscrzugabe erfolgte Entfettung mit 
CHzC127) ; darauf Entfcrnung aller sauren Begleitstoffe durch langsame Perkolation durch Amber- 
lite IRA 410, 20-50 mesh, OH@-Form; basische Perkolatc niit 1~ HCl ncutralisiert und Eindamp- 
fen, dann Chromatographie an Alox (Fluka Typ 507 C, Aktivitat 1) mit Aceton/Methanol 1 : 1 
und Auffangen von FraktionenE). uberpriifung auf Cellulosefolien (Macherey & Nagel, Polygrani 
Ccl 300, 0,l  mm niit s-Butanol/Athanol/Eisessig/m'asser 15:5 :1 : 5 nach [22]. Wenn ein erhohter 
Gehalt an Zuckern und Zuckeralkoholcn (Mannit !) vorlag, wurdcn Muscarine vor der Alox- 
Chromatographie an einem Kationenaustauscher (Dowex 50 W, 50-100 mesh, I(@-Form; herge- 
stellt aus der H@-Form durch Perkoliercn einer 40"-warmen, 5 proz. KzSOh-Losung und griindlich 
ausgcwaschen mit Wasser). Eluierung der Muscarine crfolgt init 5 proz. 40"-warmer KC1-Losung 

7) Die in [all angegebene Methode dcs Entfettens mit wasserhaltigem Butanol kann unter 
Umstanden zu grosseren Verlustcn an Muscarinsalzen fuhren, worauf bereits in [4] hinge- 
wiesen wurde. Trotzdem ist das Verfahren seither von anderen Autoren iibernommen worden. 

8) Methode von [13j. 
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rasch. Entfernung \-on KCI  durch mehrfaches Ausfallen aus der lionzentrierten Losung mit 
Methanol. Anschliessend Einengen dcr Methanolcxtraktc und Chromatographic der Chloride an 
Alox \vie angcgeben. 

Pjwolyse trnd Gas-Chronzatugrphie: nach [2]. 
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