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From Clavariadelphus pistillaris and several Ramaria  species a b itte r substance, pistillarin , has 
been isolated which is responsible for the green colour reaction  o f the fru it-bodies with FeC l3. Its 
structure has been determ ined as N ',N 8 -b is(3 ,4-dihydroxybenzoyl)sperm idine (1).

Einleitung

Die Fruchtkörper der H erkuleskeule, Clavaria­
delphus pistillaris (Fr.) Donk, enthalten  einen B itter­
stoff, der für die grüne F arbreak tion  des Pilzes m it 
Eisen(III)chlorid verantw ortlich ist. D ie von uns 
Pistillarin genannte Verbindung gibt eine positive 
D ragendorff-Reaktion und verfärbt sich m it Laugen 
oder einer wäßrigen Lösung von K3[F e (C N )6]/ 
N a H C 0 3 braun.

Isolierung, Strukturaufklärung und Synthese 
von Pistillarin

Zur Isolierung des Bitterstoffs wird der A ceton­
extrakt der gefriergetrockneten F ruch tkörper nach­
einander an Sephadex-LH  20 und Bio-Gel P-2 
chrom atographiert, wobei neben 1,4% M annit 1,7% 
Pistillarin erhalten werden. D ie V erbindung ist ein 
wasserlösliches, zähes Harz, das im U V -Spektrum  
(Wasser) M axima bei 207, 255 und 288 nm au f­
weist.

Im E lektronenstoßm assenspektrum  ist nur ein 
sehr schwaches M olekülion bei m /z  417 zu er­
kennen, das der Zusam m ensetzung C2iH27N30 6 ent­
spricht. Dagegen zeigt das FD -M assenspektrum  ein 
intensives ( M + l) - I o n  bei m /z  418. N ach dem  
'H-NM R-Spektrum  (400 MHz) enthält P istillarin  
zwei 3,4-Dihydroxybenzoylreste. Signale im Ali- 
phatenbereich sind aufgrund ihrer Lage und dem

Ergebnis von Entkopplungsexperim enten einer 
Spermidin-Einheit zuzuordnen. Aus den chem ischen 
Verschiebungen der den A m inogruppen benachbar­
ten M ethylenprotonen folgt, daß die beiden Acyl- 
reste an den term inalen A m inogruppen sitzen, w o­
mit sich für Pistillarin die K onstitution eines N ‘,N 8- 
Bis(3.4-dihydroxybenzoyl)sperm idins (1) ergibt. In 
Übereinstimmung dam it liefert die H ydrolyse m it 
wäßriger Salzsäure 3,4-D ihydroxybenzoesäure und 
Spermidin.
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Die Konstitution 1 wird durch eine Synthese 
bewiesen, die von N 4-Benzylsperm idin [1] und 
Veratrumsäurechlorid ausgeht. Das daraus erhä lt­
liche Bisacylderivat 2 liefert bei der H ydrogenolyse 
das Amin 3. das nach Entfernung der M ethoxy- 
gruppen mit Bortribrom id P istillarin-hydrobrom id 
( lx H B r)  ergibt. Die Verbindung erwies sich als 
identisch mit dem aus dem N aturstoff hergestellten 
Salz.
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Siderochrom II (4) aus Paracoccus denitrificans, das 
im Stoffwechsel dieses Mikroorganismus eine Rolle 
als Eisenkom plexbildner spielt [2],

Die G rünverfärbung der F ruchtkörper m it 
Fe(III)chlorid ist auch für Keulenpilze der G attun ­
gen Ramaria und Gomphus charakteristisch [3]. Wie 
wir fanden, beruht die F arbreaktion  bei Ramaria 
ebenfalls au f dem V orhandensein von Pistillarin, 
das aus R.form osa  (Pers. per Fr.) Quelet, R. flava  
(Schaeff. per Fr.) Q uelet und R. mairei Donk 
isoliert und spektroskopisch identifiziert werden 
konnte. Die Verbindung ist besonders in der A ußen­
schicht und in den Spitzen der F ruchtkörper kon­
zentriert und läßt sich nur schwer vollständig extra­
hieren.

Das Vorkommen von Pistillarin (1) in Clavaria- 
delphus und Ramaria unterstreicht die nahe Ver­
wandtschaft der beiden G attungen. Inwieweit 1 für 
die Chem otaxonom ie dieses Form enkreises [4] von 
allgemeinerem W ert ist, m uß noch überprüft 
werden.

Experimenteller Teil

UV-Spektrum: Beckman Modell 25. -  IR-Spektren: 
Pye Unicam SP 1100 (Intensitätsangaben in K lam ­
mem: st =  stark, m =  m ittel, w =  schwach). — 'H- 
und 13C-NM R-Spektren: Bruker W M  400 und 
Varian EM 360 (ö-W erte). Z ur DC w urden Fertig ­
platten Kieselgel F 254 der Fa. M erck verw endet 
(Laufmittel: tf-B utanol/Essigsäure/W asser 4 :1 :1 , 
Vol.). Säulenchrom atographie: Sephadex LH 20 
(Fa. Pharm acia), Bio-Gel P-2 (1 0 0 -2 0 0  mesh, Fa. 
Bio-Rad Laboratories). Clavariadelphus pistillaris 
und Ramaria form osa  w urden im O ktober 1980/81 
bei K arlstadt/M ain gesam m elt, R. flava  bei Nasse- 
reith/T irol und R. mairei bei W anfried/W erra.

Aufarbeitung der Pilze

61,5 g gefriergetrocknete F ruchtkörper von 
C. pistillaris wurden zerkleinert und mit insgesam t
2 1 Aceton extrahiert. Nach dem  Eindam pfen w urde 
der Rückstand m it 400 ml Petro lether digeriert und

i. Vak. getrocknet. M an nahm  den R ückstand (5,3 g) 
in Methanol auf und chrom atographierte  an S epha­
dex LH 20. Mit M ethanol w urden zunächst 0,25 g 
M annit eluiert, gefolgt von 1,75 g eines G em isches 
von Mannit und 1. R echrom atographie der M isch­
fraktion an Bio-Gel P-2 ergab m it W asser als Eluent 
zunächst eine A uftrennung in 0.59 g M annit und 
0,69 g 1. Anschließend w urde m it W asser, das au f 
100 ml 1 Tropfen Eisessig enthielt, noch 0,35 g 1 
erhalten. — G esam tausbeute: 1.04 g (1,7%).

Auf analoge Weise w urde 1 auch aus tiefgefrore­
nen oder in M ethanol unter Zusatz von etwas 
Ascorbinsäure eingelegten F ruchtkörpern  von 
R a m a ria  fo rm o sa , R . f la v a  und R. m a ire i  isoliert. 
Die Ausbeute an 1 betrug bei R. m a ire i  0,15% 
(bezogen au f Trockengewicht).

1: farbloser zäher Schaum ; /?F =  0,39 (Fleck 
färbt sich beim Liegen ockerfarben; w äßriges 
K3[Fe(C N )6]/N a H C 0 3: braun; F eC l3: dunkelgrün; 
Dragendorff: orangerot). Eine Lösung von P istillarin  
in 2 n  Ammoniak färbt sich allm ählich braun. 
-  UV (H20 ): ;.max (log £): 207 (4,70), 255 (4,23), 288 
(3,95). -  IR (KBr): 3600-2400  (st, br), 1660-1560  
(st, br), 1520 (st), 1450 (m), 1300 (st), 1260 (st), 1120 
(m), 880 (w), 825 (w), 785 (w), 760 cm -1 (m). -  
'H -N M R (400 MHz, <5 H 20  -  4,60): (5 =  1,48,1,54,1,78 
(jeweils m, 3 x 2 H); 2,88 („ /“ , 7 = 7 ,4  Hz, 4 H); 
3,17 (t, J  =  6,8 Hz, 2 H); 3,25 (t, J  = 6 ,4  Hz, 2H ); 
6,71 (d, 7 =  8 Hz, 2H ); 7,00 (dd, J  = 8 + 2  Hz, 2 H);
7,04 (d, J  = 2  Hz, 2H ). -  l3C -N M R  (D 20 ) :  (5=24,1 
(T , / =  125,5 Hz), 26,8 (T , 125 Hz, 2 x C H 2), 37,5 (T , 
141,5), 40,0 (T , 141,8 Hz), 46,0 (T , 142 Hz), 48,3 
(T, 142,5 Hz), 116,0 (Dd,  159 +  7 Hz, 2 x CH ), 116,8 
(s, 2 x C), 121,4, 121,5 (Dd,  162+  7,3 Hz), 126,5,
127,0 (d, 9 Hz), 145,2 (m, 2 x C), 149,2, 149,4 (m), 
171,0, 171,4 (t, 4,2 Hz). -  MS: m / z  417,1898 (M +, 
ber. für C „ H ,7N 30 6 417,1900, 0,2%), 345 
(C 18H23N 30 4, 1), 344 (C 18H 22N 30 4, 1), 307 
(C 15H2lN 30 4, 7), 263 (C 14H 21N 30 2, 8), 192 
(C 10H 12N 2O 2, 35,5), 191 (C 10H 11N 2O 2, 56), 
166 (C8H 8N 0 3, 13), 153 (C 7H 7N 0 3, 13), 137 
(C7H50 3, 100), 136 (C 7H 6N 0 2, 25,5), 110 (C 6H 60 2, 
28), 109 (C6H 50 2, 19), 84 (C 5H 10N, 32), 81 (C 5H 5O, 
22), 70 (Q H 8N, 34,5). -  FD-M S: m / z  418 (M  +  1, 
100%).

H yd ro lyse  von P is tilla r in  (1)
80 mg 1 wurden in 3 ml konz. Salzsäure 30 h in 

einer G lasam pulle au f  i l 0 ° C  erhitzt. M an ro tierte 
ein und chrom atographierte den Rückstand an Bio-
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Gel P-2. Mit W asser w urden 18 mg Sperm idin- 
hydrochlorid und anschließend m it W asser und 
einem Tropfen Eisessig 23 mg 3,4-D ihydroxy- 
benzoesäure eluiert. D ie V erbindungen waren 
identisch mit authentischen Vergleichsproben (DC, 
IR. ‘H-NMR).

N 4-Benzyl-N>, N H-bis( 3,4-dimethoxy- 
benzoyljspermidin (2)

1,8 g (7,6 mmol) N 4-Benzylsperm idin [ 1] w urden 
in 200 ml D ichlorm ethan m it 2 g (20 m m ol) 
Triethylamin versetzt. D ann gab m an unter Argon 
als Schutzgas bei 0 ° C  4 g (20 m m ol) V eratrum - 
säurechlorid in 50 ml D ichlorm ethan innerhalb  von 
30 min zu, ließ au f 25 °C  erw ärm en und rührte noch
18 h. Die Lösung w urde anschließend m ehrm als m it 
verdünnter N atronlauge gewaschen, über M g S 0 4 
getrocknet und einrotiert. N ach ch rom atograph i­
scher Reinigung (Kieselgelsäule, E luent C H 2C12/  
M e O H = 9 :1) Ausbeute 3,3 g (78%). Öl, IR (CHC13): 
3050 (m), 1660 (st), 1515 (st), 1275 (st), 1033 cm “ 1 
(m). -  'H -N M R (CDC13): <5= 1,38 -  1,98 (m, 6 H); 
2 ,26-2 ,68  (m, 4H ); 3 ,1 5 -3 ,8 0  (m, 6 H); 3,81 (s, 
12H); 6 ,55 -7 ,80  (m, 13H). -  MS: m /z  564,3068 
(M + 1. ber. für C 32H 42N 30 6 564,3074).

N 1, N*-Bis(3,4-dimethoxybenzoyl)spermidin  (3)

3.3 g (5,9 mol) 2 w urden in 23 ml Eisessig m it 
zwei Spatelspitzen Pd-C (10%) versetzt und unter 
Wasserstoff 15 h gerührt. N ach A bfiltrieren des 
Katalysators wurde eingedam pft, der R ückstand in 
absolutem M ethanol aufgenom m en und bis zur 
deutlich basischen Reaktion m it N atrium m ethy lat 
versetzt. Nach 2 h R ühren w urde einrotiert, der 
Rückstand in D ichlorm ethan gelöst und zw ei­
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mal mit je 100 ml W asser ausgeschüttelt. E in­
dampfen der über M gS 04 getrockneten organischen 
Phase im Vakuum ergab 1.9 g (68%) eines schau­
migen. semikristallinen Produktes. IR (KBr): 3340 
(st), 2960 (m), 1640 (st), 1520 (st), 1280 (st), 1240 
(st), 1030 cm “ 1 (st). -  'H -N M R  (CDC13): (5 =
1,43-1.96 (m. 7 H); 2 .45-2,91 (m. 4H ); 3 ,2 2 -3 ,6 6  
(m. 4H ); 3,81 (s, 12H); 6 .60 -7 ,5 4  (m. 8 H). -  MS: 
m /z  473, 2477 (M +. ber. für C 25H 35N 3 0 6 473, 2516).

N l, N's-Bis( 3,4-dihydroxybenzoyl) spent 1 idin- 
hydrobromid (Pistillarin-hydrobromid. 1  x  H Br)

Zu 1,9 g (4 mmol) 3 in 75 ml trockenem  D ich lor­
methan wurden bei 0 °C  langsam 12,3 g (49,1 mmol) 
Bortribromid in 75 ml D ichlorm ethan getropft. 
Nach Erwärmen au f R aum tem peratur rührte  m an 
noch 15 h unter Argon, versetzte bei 0 °C  vorsichtig 
mit 75 ml Wasser und rührte noch 2 h. D ann trennte 
man die wäßrige Phase ab, dam pfte  sie ein und 
nahm sie zur Abtrennung der Borsäure m ehrm als 
mit Methanol auf, wonach jedesm al einrotiert 
wurde. Ausbeute 1,7 g (85%), sem ikristallines, fa rb ­
loses Harz, das nach DC, Farbreak tionen . IR- und 
'H-NM R-Spektren mit einer aus P istillarin und 
HBr erhaltenen Probe identisch war.
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