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Sporophores of Hygrocybe species (Agaricales) contain
muscaflavin, a pigment recently isolated from Amanita
muscaria. Spectroscopic and chemical evidence for its di-
hydroazepine structure 5a is presented, indicating a close
biogenetic relationship to betalamic acid 6a. The chemical
nature of the water soluble pigments of Hygrocybe is dis-
cussed.

Die Saftlinge, Hygrocybe Kummer, gehéren zu
den farbenprichtigsten Blitterpilzen. Thre leuchtend
roten und gelben Fruchtkérper findet man im
Herbst auf Wiesen, Weiden und Grasplétzen, vor
allem im Gebirge. Trotz der auffilligen Farbung
wurden sie bisher chemisch kaum untersucht®. Wir
berichten nun iiber erste Einblicke in die chemische
Natur der Hygrocyben-Farbstoffe.

Zur Isolierung der Farbstoffe wurde auf die Be-
schaffung einheitlicher Arten verzichtet, da die
sichere Bestimmung schwierig ist, und sich die ver-
schiedenen Arten in ihren Pigmentmustern nur
wenig unterscheiden®. Die Pilze wurden getrennt
nach gelben und orange-roten Arten in Methanol
eingelegt, dem etwas Salzsidure zugesetzt worden
war. Man engte die Extrakte im Vakuum ein und
schiittelte den wilrigen Riickstand erschopfend mit
Essigester aus. Dabei ging eine hellgelbe Kompo-
nente in die organische Phase, wihrend der Haupt-
teil der Farbstoffe im Wasser verblieb. Chromato-
graphie der eingedampften Essigester-Extrakte an
MN-Polyamid SC 6-Ac (Macherey und Nagel, Dii-
ren; Eluent: Aceton) ergab einen gelben Roh-
farbstoff, der mit groBen Mengen Apfelsiure ver-
unreinigt war. Thre Abtrennung gelang durch pri-
parative Diinnschichtchromatographie an Kieselgel G
(Laufmittel: Benzol/Ameisensiure-iithylester/ Amei-
sensiure = 10/5/3). Die hellgelbe Hauptzone lie-
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ferte nach iiblicher Aufarbeitung einen amorphen
gelben Riickstand (4,,x = 407 nm in H,0; + HCI:
398 nm; + NaHCO4: 415nm), hezogen auf das
Pilztrockengewicht ca. 0,2%.

Der gelbe Hygrocyben-Farbstoff zersetzte sich
langsam beim Stehen seiner Losungen an der Luft.
Er wurde daher mit methanolischer Salzsiure (12
Stunden, Raumtemperatur) oder &therischem Diazo-
methan in den stabileren Dimethylester umgewan-
delt®. Der Diester, durch priiparative Diinnschicht-
chromatographie leicht rein erhiltlich, zeigte nach
Umkristallisieren aus Wasser einen Schmelzpunkt
von 98 —-99°C. Er stimmte im Massenspektrum
(Tab. 1) und den iibrigen spektroskopischen Daten
sehr gut mit Muscaflavindimethylester 4b iiberein,
einem Derivat des Fliegenpilz-Farbstoffs Musca-
flavin 4a 67

Tab. I. Vergleich der Massenspektren von gelbem , Hygro-
cyben-Dimethylester® und Muscaflavin-dimethylester 5.
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Ein direkter Vergleich beider Dimethylester er-
gab iibereinstimmendes Laufverhalten in verschie-
denen Chromatographiesystemen, eine Erhchung
des Mischschmelzpunktes (,,Hygrocyben-Dimethyl-
ester” Schmelzpunkt 98 — 99 °C, Muscaflavin-dime-
thylester Schmelzgunkt 99 —102 °C, Mischschmelz-
punkt 104 — 106 “C) und minimale Unterschiede in
den IR-Spektren, die wohl auf der verschiedenen
optischen Reinheit der beiden Priiparate beruhen.
Da sich auch die freie Dicarbonsdure chromatogra-
phisch und elektrophoretisch nicht von authenti-
schem Muscaflavin unterschied, besteht kein Zweifel
daran, dall diese Farbstoffe aus Hygrocybe und
Amanita identisch sind. Damit kann Muscaflavin
als Leitpigment gelber und roter Hygrocyben ange-
sehen werden?.

Im "MH-NMR-Spektrum des Muscaflavins (Tab. II)
sind neben den bereits beim Dimethylester beobach-
teten Kopplungen® zwei Fernkopplungen nachzu-
weisen, die infolge ungeniigender Auflésung des
Geriites bisher der Beobachtung entgingen. Danach
sind die Spinsysteme ABM und A'B" durch eine
1-Hz-Kopplung der Protonen Hy und Hp' mitein-
ander verbunden. Da auBerdem sowohl Hy als auch
Hy' mit dem NH-Proton koppeln, muf} ein cycli-
sches System vorliegen, fiir das auf Grund der che-
mischen Verschiebungen und Kopplungskonstanten
nur die Siebenringformel 5a in Frage kommt. Die
Allylkopplung ist mit der frither fiir Muscaflavin
vorgeschlagenen Konstitution 4a nur schwer ver-
einbar.
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Tab. II. 'H-NMR-Spektrum von Muscaflavin aus Hygro-
cyben 19,
Aufspaltung Kopplungskonstan- Proton
ten (a)
2,64 ddd Jap =16 Hz Ha
JaM = 7Hz
JaB’= 1Hz
3,38  dd Jap =16 Hz Hp
JeM= 2Hz
4,03 Dbreit M-Teil des ABM- Hy
(nach Zusatz von Systems, gekoppelt
D,0 dd) mit NH
6,04 dd JA's" =8 Hz Hy’
(nach Zusatz von JA'NXH=2Hz
D,0 d)
6,97 dd JA'R” =8 Hz Hp’
Jap" =1Hz
932 s Hecao

(a) Alle Kopplungen wurden durch Entkopplungsexperi-
mente bewiesen.

Das Fehlen der exocyclischen Doppelbindung er-
klart, warum in den NMR-Spektren von 5a und 5b
alle Signale nur einfach auftreten. Lige ein Sechs-
ring 4 vor, so sollten wie bei Betalaminsdure 6a
und ihrem Dimethylester 6b infolge cis-trans-Iso-
merie zumindest einige Signale doppelt zu beobach-
ten sein . Weitere Argumente fiir die Siebenring-
formel liefern die spektroskopischen Daten der Al-
kohole 7 [»oy 3630 (Schulter), 3610em™1'; M*:
mfe 241] und 8 [voy 3615em™1; M*: mfe 241],
die aus 5b und 6b durch Reduktion mit Natrium-
borhydrid erhalten wurden. Gegeniiber den Aus-
gangsverbindungen zeigen die Alkohole 7 und 8
eine starke hypsochrome Verschiebung der Absorp-
tionsmaxima von /4y, =394 nm (in CH;OH) nach
336 bzw. 323 nm. Diese ist verstindlich, da bei der
Reduktion der Merocyanin-Chromophor aufgeho-
ben wird ', Im Falle von Formel 4b sollte die Ver-
schiebung geringer sein, da auch nach Reduktion
der Aldehydgruppe ein Merocyanin-System erhal-
ten bleibt. Im Dimethylester 5b ldfit sich der grofie
Unterschied in den chemischen Verschiebungen der
Olefinprotonen (4 6,10, 6,94; A6 0,84; in CDCly)
auf den Anisotropieeffekt der Aldehydgruppe zu-
rickfiihren. Fillt dieser weg, wie beim Alkohol 7.
so riicken die Signale dicht zusammen (4 5,92,
5,96; A6 0,04). Ein solcher Effekt ist mit der Sechs-
ringformel 4b nicht zu erkliren, da hier Aldehyd-
und Esterfunktion die Olefinprotonen gleichsinnig
beeinflussen.

Die Dihydroazepin-Formel 5a lafit sich biogene-
tisch zwanglos vom L-Dopa 2 ableiten. Oxidation
von 2 unter Spaltung der Doppelbindung a fiihrt
zum Aldehyd 1, der sich zu 5a cyclisiert, wihrend
Spaltung der Doppelbindung b iiber den Aldehyd 3
Betalaminsiure 6a ergibt, ein Weg, der durch Ver-
flitterungsexperimente mit markiertem Dopa bei
Centrospermen von Dreiding, Mabry, Wyler und
Mitarbeitern 12 gesichert ist. Das Biogeneseschema
wird durch das gemeinsame Vorkommen von Musca-
flavin und Betalaminsdure-Derivaten bei Amanita
muscaria % 7 wahrscheinlich gemacht.

Zur Trennung der wasserloslichen Hygrocyben-
Farbstoffe benutzten wir die am Fliegenpilz ent-
wickelte Methodik %13, Der frische, wiilirig-metha-
nolische Pilzextrakt wurde am Rotationsverdampfer
vorsichtig zur Trockene gebracht, der Riickstand in
wenig Wasser aufgenommen und iiber Sephadex
DEAE A-25 mit einem Kochsalzgradienten (0,3 —
1,0 M) aufgetrennt. Sowohl gelbe als auch orange-
rote Hygrocyben lieferten drei gelbe Fraktionen
(Zmax =465 nm), gefolgt von Muscaflavin (Ap,x =
420nm) (Abb.1). Bei der anschlieBenden Ent-
salzung an einer Sephadex-G-10-Siule ergab Frak-
tion I ein einheitliches Bild, wiahrend die Frak-



Notizen 639

30 T
Muscaflavin
=
8
=
m
20 £ 10
& -
-=~"NaCl
0.5+
0,3

. T T T
30 120 210 300

ml Eluat —=

Abb. 1. Elutionsdiagramm des Farbstoffextrakts von 16 g
orangefarbenen Hygrocyben an DEAE-Sephadex A-25
(Sdule 0,8 x 30 em), linearer Kochsalzgradient — — —, Ex-
tinktion (Schichtdicke 0,5 em) bei 465 nm [, bei

420em [ .

21. Mitteilung iiber Pilzpigmente: 20. Mitteilung: W.
Steglich, M. Klaar u. W. Furtner, Phytochemistry, im
Druck.

5. Mitteilung iiber Fliegenpilzfarbstoffe; 4. Mitteilung:
H. Dipp u. H. Musso, Z. Naturforsch. 29 ¢, 640 [1974].
Einen ersten Versuch zur Charakterisierung der Hygro-
cyben-Farbstoffe fiihrte E. Bachmann durch: Programm
des Gymnasiums in Plauen 1886. -

Die Pilze wurden im September 1973 im Otztal und Pitz-
tal in Tirol gesammelt.

Der Verlauf der Veresterung wurde diinnschichtchromato-
graphisch verfolgt (Kieselgel-Fertigplatten Merck, Lauf-
mittel wie oben) ; gelber Farbstofi: Rp=0,26: Dimethyl-
ester: Rp=0,45.

H. Dipp u. H. Musso,
[1973].

7 H. Dipp u. H. Musso. Chem. Ber. 106, 3473 [1973].
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tionen Il und III in 2 bzw. 3 — 4 Komponenten auf-
spalteten. Die Behandlung der einzelnen Fraktionen
mit 0.6 N NH,0OH (20 min, Raumtemperatur) 4
bis zur Verschiebung des Absorptionsmaximums
von 465 nach 420 nm lieferte nach Veresterung mit
Diazomethan Muscaflavin-dimethylester. Betalamin-
siuredimethylester konnte nicht nachgewiesen wer-
den.

Damit unterscheiden sich die wasserléslichen
Farbstoffe der Hygrocyben charakteristisch von den
Musca-aurinen des Fliegenpilzes, die alle Betalamin-
sidure enthalten?. Ob das Muscaflavin auf édhnliche
Weise mit Aminosduren verbunden ist wie Beta-
laminsdure in den Betalainen, soll durch weitere
Untersuchungen geklirt werden.

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir
die groBziigige Forderung dieser Arbeit. Herrn Dr. G. Hafle
danken wir herzlich fiir die Durchfilhrung der Entkopp-
lungsexperimente, Herrn G. Bieshalski fiir die Aufnahme
der Massenspektren und Frl. S. Fischer fiir die geschickte
experimentelle Mitarbeit.

% Aufgenommen mit einem Varian-MAT 711 iiber ein Di-

rekteinlaBsystem bei 70eV. Die Elementarzusammen-

setzung der Tonen wurde durch automatische Datenverar-
beitung mit einem Spectrosystem 100 von Varian-MAT
ermittelt.

Systematische Untersuchungen von H. Besl und A. Bre-

sinsky, Regensburg.

10 Aufgenommen mit einem Varian XL-100 in [Dg] Aceton.

1 Zur unterschiedlichen Lage der UV-Maxima in beiden Sy-
stemen vgl. die Spektren von 1.3-Cycloheptadien, Amax=
248 nm (£ 7500) in Isooctan [E. Pesch u. S. L. Friess, J.
Amer. Chem. Soc. 72, 5756 [1950]] und 3-Methylen-
cyclohexen, Amax=230 nm (¢ 8500) in Athanol [H. Boo-
ker. L. K. Evans u. A. E. Gillam, J. Chem. Soc. 1940,
1453].

12 H. E. Miller, H. Rosler, A. Wohlpart, H. Wyler, M. E.
Wilcox, H. Frohofer, T. J. Mabry u. A. S. Dreiding, Helv.
Chim. Acta 51, 1470 [1968].

13 H. Dépp u. H. Musso, Z. Naturforsch. 29 ¢. 640 [1964].

14 H. Dipp u. H. Musso, unveriffentlicht.



