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Psilocybin in fruiting-bodies of Inocybe aeruginascens
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Abstract: Psilocybin was quantitatively determined in methanolic ex-
tracts of dried fruiting-bodies of the basidiomycete Inocybe aeruginas-
cens and its content was compared with that in Psilocybe bohemica and
P. semilanceata. By menas of HPLC it was found that the content of
psilocybin in Inocybe aeruginascens is lower than in Psilocybe species.
Similarly to Psilocybe, the content of psilocybin in Inocybe decreased
during storage of dried fruiting-bodies. The psilocybin content Ialso
depends on the origin of the fruiting-bodies.

Einleitung
Psilocybin (1) und ihm ahnliche psychotrope Steffe, wie Psilo-
cin, Baeocystin, Norbaeocystin , wurden in einer Reihe von
Vertretern der Gattung Psilocybe aus Amerika (2, 3), Austra-
lien (4) und Europa festgestellt. Von den Psilocybe-Arten in
Europa waren es P. semilanceata (Fr. ex Seer.) Kumrn., der
spitzkeglige Kahlkopf (5, 6, 7, 8, 9, 10) und P. cyanescens Wa-
kefield emend. Krieglsteiner, der blauende Kahlkopf (6, 10,
11, 12, 13). Psilocybin und ihm ahnliche Indol-Derivate wur-
den auch bei einigen Arten anderer Gattungen beschrieben
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und zwar bei Conocybe (14, 19), Gymnopilus (15), Paneolus
(16, 17), Pluteus (18, 19) und Psathyrella (17). In Panaeolina
[oenisecii fanden Stijve und Mitarbeiter Serotonin, das aber
keine psychotropen Wirkungen hat (20).

Im Jahre 1983 berichtete Drewitz uber halluzinogene Wir-
kung en von lnocybe aeruginascens Babos, dem grunlichverfar-
benden RiBpilz (21). Diese seltene Pilzart wurde erstmals 1967
in Ungarn gefunden. Den Erstfund fur die DDR machte Kas-
par bei Berlin-Kopenick (22). Gartz verglich diese Pilzart mit-
tels Dunnschichtchrornatographie (TLC) mit Psilocybe semil-
anceata und P. callosa (23).

In vorliegender Mitteilung wurde in methanolischen Extrak-
ten aus getrockneten Fruchtkorpern des grunlichverfarbenden
RiBpilzes der Anteil des Psilocybins mittels Hochleistungs-
Flussigkeitschromatographie (HPLC) und TLC analysiert und
mit zwei Psilocybinenthaltenden mitteleuropaischen Kahl-
kopfarten verglichen.

Material und Methode
HPl.C-Analyse

Gerat: Varian LC 8500. Saule: Lichrosorb RP-18, 5 fl, 250 x 20 mm.
Mobile Phase: A, Wasscr-Ethanol-Essigsaure (79.2: 20.0: 0.8. 20 ml/h
(10); B, Zitrat-Phosphat-Puffer - Ethanol (9: 1.60 ml/h) (24).
Detektion: Variscan LC UV-Spektrophotometer (267 nm), Varian
Fluorichrom Detektor (Ex. 280, Em. 360 nm), elektrochernischer De-
tektor Stupac (1,0 V, Ag/AgCl).
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Tabelle I. Psilocybin-Anteil (% bezogen auf Fruchtk6rpertrockengewicht) in Inocybe aeruginascens und zwei Psilocybe-Arten.

Pilzart
Jahr Jahr Psilo-

Herkunft des der cybin
Fundes Analyse %

Potsdam, DDR 1984 1984 0,38
Potsdam, DDR 1983 1984 0,34
Potsdam, DDR 1982 1984 0,33
Miiggelberge, DDR 1975 1985 0,11
Csevharaszt, Ungarn 1967 1985 0,22

Sazava, Mittelb6hmen 1982 1982 1,14
Sazava, Mittelb6hmen 1983 1984 0,84
Sazava, Mittelb6hmen 1983 1985 0,72
Sazava, Mittelb6hmen 1977 1982 0,63
Sazava, Mittelbohmen 1974 1982 0,50
Sazava , Mittelbohmen 1971 1982 0,25
Frenstat, Nordrnahren 1981 1982 0,46

Diibener Heide, DDR 1984 1984 0,96
Prag, Mittelbohrnen 1980 1982 1,05
Krasna Lipa, Nordbohrnen 1970 1982 0,91

Inocybe aeruginascens
Inocybe aeruginascens
Inocybe aeruginascens
Inocybe aeruginascens
Inocybe aeruginascens

Psilocybe bohemica
Psilocybe bohemica
Psilocybe bohemica
Psilocybe bohemica
Psilocybe bohemica
Psilocybe bohemica
Psilocybe bohemica

Psilocybe semilanceata
Psilocybe semilanceata
Psilocybe semilanceata

Psilo-X

cin
%

0,02

0,06
0,07
0,04
0,07

0,12
0,09

x Psilocin konnte in den Inocybe-Proben quantitativ nicht bestimmt werden, da keine Standard-Substanz mehr zur Verfugung stand.

Dosierung: 1-5 I-tlmethanol. Extrakt.
Identifizierung: Retentionsdaten, Vergleich mit Referenzstoffen, MS-
Spektren.
Quantitative Bestimmung: Integrator Varian CDS 111.

TLC-Analyse

Kieselgelfolie Silufol" UV 254.
Mobile Phase: n-Butanol-Essigsaure-Wasser (24: 10: 10).
Detektion: Ehrlich-Reagenz (23).

Ergebnisse und Diskussion
Der elektrochemische Detektor war insgesamt empfindlicher
fur Indol-Derivate (Einheiten ng) als der UV-Detektor (Zeh-
nereinheiten ng). Der Fluoreszenz-Detektor hatte ungefahr
die gleiche limitierende Grenzempfindlichkeit wie der elektro-
chemische (24).

Die typische violette Verfarbung des Psilocybins bei TLC,
die spater violettblau wird (Rf 0,38) unterstutzte seine Identi-
tat. Ein weiterer ftlr die Inocybe-Proben charakteristischer
rosa, spater schwach violetter Fleck CRf0,28), der bei den Psi-
locybe-Proben fehlte, wurde nicht identifiziert.

Der Nachweis des Psilocybins und Psilocins wurde mittels
Massen-Spektren bestatigt, in denen typische Bruchstuckionen
mlz 58 (C3HsN) und Molekulionen M+, gegebenenfalls fur die
Eliminierung das Ion CM-H2P03t bei mlz 204 gefunden wur-
den.

Insgesamt wurden 15 Proben yon drei Pilzarten verglichen
(Tab. I). Bei den einzelnen Proben sind Jahr des Fundes und
Jahr der Analyse angefuhrt.

Im gninlichverfarbenden RiBpilz ist der Psilocybin-Gehalt
wesentlich geringer als in beiden mitteleuropaischen Kahlkop-
fen. Bei Proben, die in ein und demselben Jahr gesammelt und
gepriift wurden, betrug er etwa ein Drittel des Gehaltes in
Kahlkopfen (lnocybe aeruginascens 1984 0,38 %, Psilocybe
bohemica 1982 1,14 %, P. semilanceata 1984 0,96 %).

Der Psilocybin-Gehalt in den Fruchtkorpern sinkt allmah-
lich bei Raumtemperatur in Abhangigkeit von der Aufbewah-
rungszeit. Bei 1. aeruginascens nahm er nach dem ersten Jahr
urn 10,5 % ab, nach zwei Jahren insgesamt urn 13,2 % (von 0,38

auf 0,33 %). Ein auffallendes Abnehmen des Psilocybin-An-
teils war auch beim bohmischen Kahlkopf beobachtet worden,
im Laufe von 11 Jahren von 1,14 auf 0,25 %.

In Fruchtkorpern ein und derselben Art kann sich der Psilo-
cybin-Gehalt je nach Fundort unterscheiden. Grunlichverfar-
bende RiBpilze ungarischer Herkunft enthielten mehr Psilocy-
bin als Pilze aus der DDR. Auch bei Kahlkopfen wurden auf-
fallende Unterschiede vermerkt, z. B. kleine Mengen im boh-
mischen Kahlkopf aus Nordmahren (0,46 % nach einem Jahr
Aufbewahrung), hohe Anteile im spitzkegeligen Kahlkopf aus
Nordbohmen (0,91 % nach zwolf Jahren).

Somit laBt sich eine weitere Pilzgattung -lnocybe - mit der
Art lnocybe aeruginascens Babos zu klein en Lamellenpilzen,
die Indol-haltige psychotrope Stoffe enthalten, anschlieBen.
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Tropane Alkaloids from Atropa belladonna;
Part I. Capillary Gas Chromatographic Analysis
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Abstract: Atropine and scopolamine were assayed in leaf samples and
cultured cells of Atropa belladonna L. by capillary gas chromatog-
raphy. The samples were extracted and purified before the gas
chromatographic analysis by passage through disposable extraction
columns of reversed phase type. Deviation among the analyses was
4.0 % for atropine and 2.9 % for scopolamine at 50 mg/l, The limit of
detection was 5 mg/I for both alkaloids.

Introduction
Of the numerous plant species producing tropane alkaloids,
solanaceous genera Atropa, Datura and Scopolia are the most
important. Considerable effort is presently being invested in
the development of industrial fermentation methods for the
production of atropine (dt-hyoscyamine) and scopolamine, the
two most useful tropane alkaloids from the medicinal point of
view (1, 2). One may reasonably predict that in the foreseeable
future industrial production of these alkaloids, as well as of
many other biochemicals, will be based on cell cultures (2, 3
and references therein). Many reports have been published on
the chromatographic screening of plants and cultured ceil lines
possessing good biosynthetic capabilities for tropane alkaloid
production. The methods in question mostly make use of com-
plicated solvent extractions, with the ensuing chromatographic
separations generally being performed with packed columns
and thus with rather low resolution of the compounds of inter-
est (2, 4, 5, 6).
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The present investigation, which is part of a large research
project, deals with improvement in the overall efficiency of the
gas chromatographic analysis of the tropane alkaloids from
biological samples. Rapid disintegration and extraction of cul-
tured cells of leaf samples of Atropa belladonna L. is followed
by capillary gas chromatographic analysis.

Material and Methods
Plant material

Atropa belladonna L. plants were cultivated from seed (obtained from
Budapest, Hungary) in peat soil - sand mixture in a greenhouse (22-
28° C day, 16-18° C night, photoperiod 18 h, 320-600 /LE m-2s-1, with
Airam Fora Lux and De Luxe lamps, 80 W, as a supplement to day-
light; ct. Ref. 7). Mature healthy leaves were collected from the whole
shoot and were freeze-dried.

Suspension cultures

Suspension cultures of Atropa belladonna L. were derived from stem
callus strains initiated in our group. Suspensions in their 2nd to 4th pas-
sages were used to establish the cultures to be analyzed. The suspen-
sion cultures were grown in a modified medium of White (8) and Wood
and Braun (9) (ct. Ref. 10) containing 15 mM nitrogen. Cultures were
incubated at 25°C, in the dark, on a horizontal rotary shaker operating
at ca. 100 rpm. The tissues were harvested by vacuum filtration and
were freeze-dried.

Alkaloid extraction

Freeze-dried material (10-50 mg) consisting of leaf or culture cells of
A. belladonna was macerated in 0.5 ml of methanol overnight at room
temperature. After the addition of 1.2 ml of buffer solution of pH 10
(0.025/0.025 M Na2COiNaHC03, E. Merck) the extraction was com-
pleted in a sonication bath (30 min) at room temperature. The sample
was centrifuged and the supernatant was aspirated through a disposa-
ble extraction column (Baker-l0 SPE™, volume 1 ml, J. T. Baker
Chemical Co., Phillipsburg). The alkaloids retained by the column
were eluted with 1 ml of methanol. After solvent evaporation with a
stream of nitrogen the residue was taken up in 1 ml of methylene


