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I Rf-Wert mit Laufniittel Nr. 
Substamen 

Indol 
5-Hydroxyindol 
Tryptophan 
5-Hydroxytryptophan 
w-N- Acetyl-serotonin 
w-K-Acetyl-5-hydroxytrypto- 

phan 

I 

190 
0,96 
0,40 
0,38 
0,w 
0,37 

2 

1 ,o 
0,91 
0,11 
0,oo 
0,56 

0,27 

3 

0,97 
0,73 
0,06 
0900 
0,40 

0,19 

4 

0,85 
0,77 
0,59 
0900 
0,50 

0,40 

Fl ie f lmi t te lgemische  
Nr. 1 : Methylacetat, Isopropanol, Ammoniakflussigkeit (25proz.) (4.5 : 35 : 20) '). 
Nr. 2: Chloroform, Athanol, Eisessig (75 : 20 : 5). 
Nr. 3: Chloroform, Athanol, Ameiaensliure (85 : 16 : 0,6). 
M. 4: Aceton, Benzol (70 : 30). 

Dic cntwickelten DC wurden unter der UV-Lampe bei 254 und 350 nm betrachtet. D a m  
wurden die Platten mit Echtblausalz B-Reagens und anschlieBend mit van Urk-Reagens 
bespriiht. 

Der Deutschen Forschungsgcmeinschaft dankcn wir fur cinc frenndlich gewiihrte Sach- 
hcihilfe. 

4, E. Sluhl und H .  Kaldeweg, IIoppe Soyler'a 2. physiol. Chem. 323, 182 (1961). 

Ansohrift: Prof. Dr. H. Roehelmeyer, 65 Nainz, SanrstraDe 21. [Ph 6021 

P. H. TJist und P. L u f t  

Gyromitrin, das Gift der Fruhjahrslorchel 
16. Mitt. uber Pilzinhaltsstoffe*) 

Aus dem Institut fiir l'harmazeutische Technologie dor Univemitiit Marbnrg/Lahn 

(Eingegangen am 4. Oktober 1967) 

Das Gift der Frtihjahrslorchel wurde als The poison of Gyromitra csculenta 
K-Methyl-N-formylhydrazon des Acet- (,,Friihjtlhwlorchel") has been rccopized 
aldchyds aufgeklart und synthetisiert. as N-Methyl-~-formylhydraeone of acet- 

aldehyde and synthesized. 

Die Friihjahrslorchel, Gyromitra esculenta FRIES e x  PERSOON, gehort zur 
Familie der Helvellaceae innerhalb der Ascomycetenordnung der Pezixales. Friiher 

*) 15. Mitt.: 1'. E l .  List und B. F r e u d ,  Katuraiaaenschaften im Drurk. 
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wurde sie zur Gattung Helvella gerechnet und wird daher im alteren Schrifttum 
als Helvella esculenta PERSOON bezeichnet. 

Zu den gebrauchlichsten Synonyma des Pilzes gehoren die Kamen Hasenmau- 
roche, Lauerchen, Laurich, Lorchel, Friihlorchel, Speiselorchel, sowie Stockmorchel 
oder einfach Morchell) 2). Gerade aber die letzten beiden Bezeichnungen sind ver- 
hangnisvoll irrefuhrend, denn unter den Morcheln ist keine giftige Art bekannt, 
wahrend dic Friihjahrslorchel zu den gefahrlichsten Giftpilzen zahlt, ungeachtet 
der Tatsache, da13 sie nach Abkochen und WeggieBen des Kochwassers oft ohne 
Schaden genossen werden kann. Friesel) wendet sich mit Recht auch gegen die 
Benennung ,,Speiselorchel", er schlagt auDerdem vor, das Wort ,,esculenta" der 
botanischen Bezeichnung durch ,,vernalis" zu ersetzen. - Nach ihrem auBeren 
Habitus kann man jedoch die beiden Pilzfamilien auch bci oberflachlicher Betrach- 
tung kaum verwechseln. 

Die Morcheln weisen als Hauptmerkmal runde, sich konisch verjungende Hiite auf, deren 
wabenartige, eingesenkte Kammern von erhabenen Leisten begrenzt sind. Dagegen ist 
der Hut der Fruhjahrslorchel wulstig, gekroseartig grfurcht und unregelmanig gehirnartig 
gewunden. Seine Farbe schwankt von hellrotbraun bis dunkelbraun, die Obcrscite der 
dunklercn Typen tragt oft einen fcuchten, violetten Schimmer. Der Hut mi& etwa 3-10 cm 
im Durchmesser und ist hohl. Das 1 mm dicke, gelblichweiBe Hutfleisch zeigt a d  der 
Innenseite vielgestaltige, weiDlich bereifte bis zartfilxige Hohlraume. Auch der 2-9 cm 
hohe, hockerige oder flachgrubige, iiftws Iangsgerippte, 1-5 cm dicke Stiel ist hohl. Jung 
ist er im Innern markig angefiillt. Die farblosen Sporen des Pilzea sind elliptisch, 17-22p 
lang und 8-22/6 breitl). 

Die frische Lorchel stromt einen kostlichen, verlockenden Pilzgeruch aus. Das 
wachsartige, briichige Fleisch verliert auch durch Kochen oder Braten seine an- 
genehme Fevtigkeit nicht. Es schmeckt so hervorragend, daD der Pilz als Delikatesse 
gilt. 

Das Verbreitungsgebiet der Friihjahrslorchel umfaBt ganz Mittel- und Osteuropa 
mit Schwerpunkt in Polen und WestruDland. Die fur die vorliegende Arbeit ver- 
wendeten Pilze stammten aus der Liineburger Heide. Lediglich fur die Versuche 
mit Frischpilzen konnten an zwei Stellen irn Burgwald bei Marburg wenige Exem- 
plare geerntet werden. 

Die Friihjahrslorchel ist trotz ihrer geschmacklichen Qualitaten ein gefahrlicher 
Giftpilz. 

R'ach einer Zusammenstellung von PrunkeS), in der samtliche in der Literatur zngang- 
lichen Vergiftungsanfalle von 1782-1965 referiert sind, starben von 513 vergifteten Per- 
sonen 74 (14,5%) an den Folgen einer Lorchelmahlzcit. (Es konnten sinngemiiB nur Falle 
beriicksichtigt werden, bci denen die Gesamtxahl der Vergifteten angegebcn war, insgesamt 

1) W .  Priest, Pharrnaz. Zentralhallc Deutschland 89, 37 (1960). 
2) . I .  V .  KTO7nbh012, Naturgetreue Abbildung und Beschrcibung dcr eObaren, schadlichen und 

verdachtigen Schwiimrne. J. 0. Cave, Prag 1831, 111, S. 80. 
a )  8. Prunke, Diswrtation Dresden 1965. 
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wurdo von 154 Todesfallen herichtet.) Gcmner4) giht eine LetalitLt von 10--5O0A) an. 
13csturzcnd sind auch die Zahlen von Orlovj). der berichtet, daB von samtlichen in der 
Sowjetunion amtlich registriertcn Pilzvergiftiingcn 450/0 ( !) auf die Wirkunp dcr Frtihjahrs- 
lorchel ctntfallen, davon 34,6y0 ( I )  mit todlichem Ausgang. Danach ist also die Rate der 
Todcsfalle tlcr Lorchclvergiftungen weit hoher a h  bei anderen Giftpilzen. Sic wird nur 
noch von dem Griinen Knollcnblatterpilz (Amanita phalloides) mit einer Letalitiit, von 
50-70 yo 4, fibertroffcn. 

Aber nicht jeder erkrankt nach drm GcnuB d c ~  I'ilzes. So vertragen viele Menschcn sclbst 
rohe Lorcheln (Seidel 6)), wiihrend anderc a h i n  durch die hci der Zubereitung enkqtchendcn 
Diimpfe gesundheitliche Schaden erlittcn (Pick') ,  Teodorouicz8). SMdfauth und .Junq0)). 
Oft stellen sich schwere Vergiftungen nach jahrclnngcm beschwerdefreien GennB ein 
(Bos lroemlo) ,  UitlricW)).  Auch sind Pal10 boknnnt, hci denen vorschriftviniiI3ig ahgekochte, 
vom Kochwasser befreite hrchc ln  zum Tode fiihrtcn (HerzcxJlZ), U m b e r l s ) ,  WeZ.9mnd4)). 

1885 teilten Boehm und K u e W )  mit, daB das Gift der Fruhjahrslorchel Helvella- 
saure, C,2&o0,, sei. Der Versuoh, Helvellasaure erneut zu isolieren und womiiglich 
in ihrer Konstitution aufzuklaren, fund erst durch Franke, Freirnidh und List stattl"). 
Das Ergebnis dieser Arbeit zeigt, da13 Helvellasaure nicht existiert und allenfalls 
ein Gemisch verschiedener Carbonsauren, v. a. Fumarsaure, vorgelegen haben kann. 
In Fortsetzung der Arbeit von Prank wurde versucht, mit Hilfe von Tierver- 
suchen zu einer weiteren Anrcicherung des Giftstoffes und schlieBlich zu seiner 
Isolierung zu gelnngen. 

Die Tierversuche wurden nur als Leitfaden fiir die Fraktionierung vorgenommen. 
Wenn Sektionen durchgefiihrt wurden, sollten sie in erster Linie sicherstellen, da13 
ilas Tier nicht etwa an einer Perforation dea Schlundes oder des Mngens durch die 
Sonde geatorben wur. 

Als Versuchstier nahmen wir zunachst ein Kaninchen, dem ein aus der abgeprel3- 
ten und filtrierten Konservierungsfliissigkeit durch Abziohen des Alkohols unter 
AusschluD von Luftsauerstoff hergestellter Extrakt per Schlundsonde verahreicht 
wurde. Die Extraktmenge entsprach 660g Prischpilzen. Das Tier starb 42 Std. 

') 0. Qepner, Die Qift- nnd h e i p f l a n z e n  von Mitteleuropa, C. Winter Universitiitsvcrlag 

') N .  I .  OrZov, Sjedobuye i jadovityo griby gribenye ostravlenija i ich profilaktika, Megdiz, 

') Sehhl ,  Pilz- und Krllnterfreund 1920. S. 14 u. 1923, 8.200 zit. nach Kurler. 
') E.  Pick, Dtsch. med. Wschr. 53, 1663 (1927). 
8 ,  P. v. Teodmowicr, Z. l'ilzk. 10, 66 (1931). 
@) K .  Stuhlfuuth und P. JU~UJ,  hmml.  Vergiftungsfiille, Arch. Toxikol. 14, A 998, 86 (1952). 
lo) B .  Bostroem, 1)twh. Arch. klin. Med. 32, 209 (1883). 
1 1 )  G. Ditfrich, Her. dtach. hot. Gcs. 35, 27 (1917). 
12) 0. ffermg, Miinchciwr irirtl. Wschr. 44, 1366 (1917). 
13) E'. Umber, Dtmh. med. \Vsc:hr. 4.2, 027 (1916). 
14) I,. IYelsmcrnz, 2. Pilzk. 13, 119 ( 1934). 
IG) It. f10ehnt und P. K ~ z ,  hTaunyn-Schinicde~rga Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 19, 403 

l o )  S. Bro?c.kc. C.  Frei~nuth  u i ~ c l  P .  t f .  Lid,  .Arch. Toxikol. 22, 293 (1967). 

Heidelberg, 2. Aufl. 1963. 

Moskau 1953, S. 44. 

(1885). 
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nach Applikation unter den von Franke beschriebenen Symptorneri. Piir die weitereii 
Tierversuche nahmen wir Meerschweinchen, die sich im Gegensatz zu Miiusen und 
Ratten als ebenfalls empfindlich gegen das Lorchelgift erwiesen hatten. Xachdem 
Franke3) bereits eine weitgehende Anreicherung des Giftes in Ather gelungen war, 
perforierten wir die von Alkohol befreiten Ext.rakte erschopfend mit peroxidfreiem 
Ather. Die Kontrolle im Tierversuch ergab, dal3 alles Gift in die atherische Phase 
ubergegangen war. Unter standiger Kontrolle im Tierversuch und gleichzeitiger 
Dunnschichtchromatographie wurde versucht,, das Gift. rein zu gewinnen. Die8 ge- 
lang schliel3lich durch Destillation bei 0,5 Torr ohne zusztzliche Heizung in eine 
niit fliissigem Stickstoff gekiihlte Vorlage und dc Reiiligung des noch Alkohol und 
cine nach SchweiD riechende Verurireinigung enthaltenden Destillats. Die viskose, 
fast farblose, bei - 10” erstarrende Flussigkeit enthielt noch geringe Mengen 
Alkohol, die durch Tieftemperaturdestillation in der in Abb. 1 dargestellten Appa- 
ratur beseitigt wurden. 

In den unter Vukuum ab- 
geschmolzenen Ampullen er- 
hielteii wir so zuiiachst etwa 
150 mg reinen Giftstoffes. 

Abb. 1 WEC 
Ampullen 

Im Lauf der Versuche wurden drei verschiedene Verfahren entwickelt, um zu 
dem von Franke, Freimuth und List 16) Gyromitrin genannten Gift zu kommen 
(Abb. 2). Verfahren 3 hat sich a19 das ergiebigste erwiesen. 

Gyromitrin shll t  eine farblose, bei Raumtemperatur fliissige Substanz dar. Sie 
hat etwa die Viskositat dunnfliissigen Speiseols und kristallisiert bei Kiihlung in 
tetragonalen, prismatischen, quaderformigen Kristallen, die in der Ampulle unter 
Vakuum bei 19,5” schmelzen. Der Siedepunkt des Giftstoffes konnte wegen seiner 
leichten Zersetzlichkeit nicht ermittelt werden. Bei Versuchen mit der Mikro- 
methode nach Emich”) farbte sich das Gyromitrin ab 60’ braun und verharzte 
zusehends bei steigender Temperatur. Gyromitrin ist bei Raumtemperatur recht 
fluchtig*) ; es sublimiert im Hochvakuum. 

*) Dampfdruckbestimmungen konnten der bisher zur Verfiigung stehenden kleinen Mengen 

17) 3’. Emich. Mh. Chem. 38, 219 (1917). 
wegen noch nicht durchgefuhrt werden. 
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Fruhjahrslorchel mit dthanol mazeriert, 
Gewinnung der Tinktur durch Auspresscn der Pilze 

-1 
Abdestillieren des Athanols i. Vak. 

,,/ 1, 

/' c,,' 

WaOrigen Ruckstand mit Ather perforieren (Atherpcrforat I) l,., 

VerfLthrcn 1 Verfahren 2 Verfahren 3 
I I 

V 
Abdestillicrcn des rest- 

+ -L 

I 
-1 

I 

Atherperforat I rnit Wasscr 
ausschutteln Ruckstand i. Fcinvak. de- lichen Waasers i. Vak. 

Athcr abdestillieren und 

stillieren I 
I -1 

ausgeachabte Schicht mit I 
WiiBrigc Phase mit Ather 
perforiercn (Atherperforat 11) chromatographieren und forieren 

Destiht an Kyeselgel schicht- Destillat rnit Ather per- 

Ather eluieren I 

.i -1 -1 
AthcrDerforat I1 an Kiesel- Ather entfernen und Ruck- Ather entferncn und Ruck- 
go1 chromatographieren stand i. Vsk. destillieren stand i. Vak. destilliercn 
(dtherelunt) 

I I / 
V / 

dther entfernen und Hiick- -1 /' 

stand i. Vak. deatillieren b GYROMITRIN 1( 

Abb. 2. Schema der drei angcwandten Darstellungsverfahren fiir Gyromitrin 

Der Giftstoff besitzt einen sehr schwachen, eigentumlichen Geruch, der etwas an 
Schokolade erinnert. Er ist loslich in Wasser, Methanol, Athanol, Aceton, Essigester, 
Ather, Chloroform, Benzol, Methylenchlorid urid Tetrachlorkohlenst,off. 

Gyromitrin ist sehr empfindlich gegen Luftsauerstoff. Erst bei - 25" nimmt die 
Autoxydation merklich ab. Das Oxydationsprodukt stellt eine braune Schmiere 
dar, die nach Maggi riecht. - Auffallend ist auch die leichte Zersetzlichkeit bei 
Temperaturen oberhalb 50". 

Beim Losen von Gyromitrin in Wasser, wie es fur die Tierversuche oft nowendig 
war, trat  msnchmal intensiver Geruch nach Acetaldehyd auf. Der gleiche Geruch 
entstand beim Behandeln rnit verdiinnten Sauren. Um das Entstehen von Acet- 
aldehyd sicherzustellen, w u d e  Gyromitrin mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin-Reagens 
versetzt. Es fiel ein gelber Niederschlag, der umkristallisiert bei 150" schmolz. Der 
dc  Vergleich rnit authentischem Acetaldchyd-2,d-dinitrophenylhydrazon ergab 
gleiche Laufstrecken. Bei der alkalivclien Hydrolyse wurde als zweites Bruchstiick 
ein Amin gefunden, da8 alkaliwhe Knliumpcrmanganatlosung reduzierte. Die Iso- 
nitrilreaktion fiel positiv aus. Beim Versuch, das oder die unbekannten Amine 
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papierelektrophoretisch zu identifizieren, konnte nur ein Fleck erhalten werden, 
der sich mit Ninhydrin ungewohnlich anfarbte. Die der Startlinie abgewandte Seite 
des Flecks war violett wie bei einem primaren Amin, die gegenuberliegende Seite 
dagegen mehr gelblich, ahnlich der Farbe sekundarer Amine. Die Laufstrecke ent- 
sprach recht genau der des Xthylamins. Da man bei der Elektrophorese innerhalb 
einer homologen Reihe von der Laufstrecke auf die GroBe des Molekuls schlieBen 
kann, vermuteten wir, daB es sich bei dem Hydrolyseprodukt um ein primares, 
ungesattigtes Amin mit einem Mo1.-Gew. von etwa 40 handelte. Der Vergleich mit 
einer groDen Zahl von Aminoverbindungen verlief negativ. Andere funktionelle 
Gruppen lie13en sich zunachst nicht nachweisen. 

I n  der Verbindung konnte auDer Kohlenstoff und Wasserstoff nur noch Stickstoff 
nachgewiesen werden. Die Elementaranalyse ergab die Summenformel C,H,N,O, 
Mo1.-Gew. 100 oder ein Vielfaches davon. Nach der Ungesattigtheitszahl18) sollte 
das Gyromitrin zwei Doppelbindungen oder zwei Ringe enthalten. 

Das Massenspektrum fuhrte ebenfalls xu der Summenformel C,H,N,O. Das 
Molekulion erschien bei der Massenzahl 100. Da der Giftstoff stickstoffhaltig ist 
und Stickstoff als einziges unter den vorhandenen Elementen eine ungeradzahlige 
Wertigkeit bei geradzahligem Atomgewicht hat, mul3te Gyromitrin mindestens 
xwei Stickstoffatome besitzen. Aus dem Verhaltnis der Spitxe des Molekulions mit 

-.___ - ____ __ - - ._ - .- -. 

10 der Isotopenspitze M + 1 ( K ~ , K  = 3,9) resultierten 

'I 80 

t ,,i 
40 

Abb. 3 2o 
Massenspektrum 
des Gyromitrins 0 

0 
i LO 

Kohlenstoffatome. 

1 

Das IR-Spektrum zeigte bei 1675 cm-l eine starke Absorption, die als Carbonyl- 
bande I eines tertiarcn Amids anzusehen ist. Das Fehlen von NH-Valenzschwingun- 
gen lie13 erkennen, da13 samtliche Protonen irn Gyromitrin an C-Atome ge- 

ls) a. Pge, Zahlentafel zur Elementaranalyw, Verlag Chemie, Weinheim/BergstraOe 1906, S. XV. 
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bunden sein muljten. Einc Bande bei 1620 cm-1 wurde L L ~ R  CZ-N-Valenzschwingung 
gedeutct. 

3 3 5 6  5 6 7 8 9 1 0  15 20 25 25 

LOM 3ow 1500 loco 
rn 

Abb. 4. IR-Spektrum des Gyromitrina 

3 3 5 6  5 6 7 8 9 1 0  15 20 25 25 

LOM 3ow 1500 loco 
rn 

Abb. 4. IR-Spektrum des Gyromitrina 

Im NMR-Spektrum lagen die Signale bei 1,67 ppm (t) S, 2,99 ppm (t) Q ,  
7,27 ppm ( r )  S und 8,44 ppm (7) D. Die Integration der Kurven ergab ein Proto- 
nenverhaltnis von 1 : 1 : 3 : 3. Quadruplett und Dublett hatten die glcichen Kopp- 
lungskonstanten (J = 5,5 Hz), so daB hier vermutlich eine Methylgruppe in Nach- 
barschaft eines tertiliren Kohlenstoffatoms vorlag. Das Singulett bei 7,27 ppm (t} 
durfte einer isoliert stehenden Mcthylgruppe zuzuordnen sein, wiihrend das zweite 
Singulett bei 1,67 pprn (7) als Proton einer N-Formylgruppc interpretiert wurde. 
Fur diesc Annahme sprachen vor allem die Ergebnisse des IR-Spektrums, sowie 
der Vergleich mit dem NMR-Spektrum des Dimethylformamids, bei dem das 
Signal des FormylprotonR bei 1,98 ppm ( r )  liegt. 

20 30 LO 50 60 70 8 0  9 0  PpmIT1 10 
I !  I I I  I ~ I ' I ' I J I ' I ~ ,  

I I '  8 - 1  I lWfl 

i r-'l 
0 - 

Abb. 5. NMR-Spektmm dcA Qyromitrins 
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Dime Analysenergebnisse beachrankten die Zahl der moglichen Strukturen auf 
zaei : die eines trisubstituierten Diaziridins (l-Formyl-2,3-dimethyldiaziridin) oder 
eines Hydrazons (N-Methyl-N-formyl-acetaldehydhydrazon). 

CH3- CH=N -< 
CHS 

Beide Stoffe muaten zu Acetaldehyd und Methylhydrazin hydrolysieren. Im 
Hydrolysat mul3te Ameisensaure nachweisbar sein. Die Priifung bestiitigte dies. 
Bei der sauren Hydrolyse entstand Methylhydrazin, das elektrophoretisch nach- 
gewiesen wurde. Das gesuchte, Kaliumpermanganatlosung reduzierende ,.Amin" 
war damit gefunden. 

A u h r  durch Papierelektrophorese wurde Methylhydrazin mit Tupfelreaktionen nach- 
gewiesen. Beim Enviirmen von Gyromitrin mit eher  muren Losung von p-Dimethyl- 
aminobenzaldehyd und Tupfeln der erkalteten LBsung auf Filtrierpapier entstand ein rosa 
Fleck, der im W-Licht  lachsfarben fluoreszierte. Dieser empfindliche Hydrazinnachweis 
beruht auf der Bildung von p-Dimethylaminobenzaldehydmethylhydrazon, daa sich in 
aaurer Lijsung in das chinoide, nicht fluoreszierende Kation umlagert. D i e m  bildet wahr- 
scheinlich Adsorbate mit den sauren Bestandteilen des Papiers, die die Fiirbung und 
die Fluoreszenz bewirkenlB). 

Zu einem weiteren Hydrazinnachweis wurde Gyromitrin alkalisch hydrolysiert und 
nach Neutralisation mit einer LaSung von Xatriumpentacyanoamminferrat (11) veraetzt. 
Die Mischung firbte sich tief rot. Vermutlich wird bei dieser Reaktion der Ammoniak im 
Cyanidkomplex dtlrch das Hydrazin ausgetauscht 20). 

Na3LFe(CN)$JHs] + HzN-NHCH3 -* Nas[Fe(CN)5HzN-NHCH3] + NH, 

Glutaconaldehyd bildet rnit Hydrazinen in stark saurcr Losung intemiv gefarbte Poly- 
methinfarbstoffe21). Wurden Spuren von Gyromitrin rnit dem Reagenz betiipfelt, so ent- 
stand eirie tief blutrote Farbe. 

la) P. FeigZ, Tupfelanalysc Bd. 11: Organischcr Teil, Akademische VerlagsgeseUschaft, Wank- 

2'J) F.  Feigl, V. Anger und 0. $'re&%, Mikrochcmie 15, 181 (1943). 
21) V. Anger und IS. Ofri, Mikrochim. Acta 1964, 626. 

furt/Main 1960, S. 303. I 



302 L i e t  und Lu j t  
Archiv dar 
Pharmazie 

7p [HO- CH-CH-CH-CH-CII-NII-NHCH3]@ C1' 

Die Formylgruppe des Giftstoffes konnte durch alkalische Hydrolyse zu Ameisen- 
siiure nachgewiesen werden. Diese wurde von Magnesium und Salzsaure zu Form- 
aldeliyd reduziert, der positiven Ausfall der Cliromotropsaurereaktion bewirkte. 

Die Entscheidung, welche der beiden Strukturformeln dem Gyromitrin zukommt, 
ergab sich aus den unterschiedlichen chemischeu Eigenschaften. Diaziridine werden 
nur sehr langsam von Siiuten, oft erst nach mehrtiigigem Stehen bei Raumtempera- 
tur angegriffen. Sie bilden niit Saurcn Salze, aus denen die Rase durch Alkali un- 
versehrt wieder freigesetzt werden kann (Schmitz und HubischZ2)). Der Giftstoff 
dagegen wird sehr leicht von Siiuren angegriffen und ist keinesfalls bestandig gegen 
Alkali. AuBerdem ist er ein Reduktionsmittel und emphdlich gegen Sauerstoff, 
wiihrend die Diaziridine als Oxydationsmittel in saurer Losung Jodid zu Jod zu 
oxydieren vermogen. Diese Argumente sprachen fur die Koristitution eines Hydra- 
zons, zumal die Verbindung I ein asymmetrisches Kohlenstoffatom enthiilt utid 
optisch aktiv sein miil3te. Es konnte jedoch bei Gyromitrin keine optische Drehung 
beobachtet werden. Das Gift der Friihjilhrslorchel hat daher die Struktur eines 
N-Methyl-N-formylhydrazons des Acetaldehyds. Die Synthese bestgtigte dies. 

Fur die Synthese des Gyromitrins wurde Methylhydrilzin mit einer athanolischen 
Losung von Amcisensaureathylester bei - 15" umgesetzt. Nach Entfernen des 
Lijsungsmittels und der nicht umge,qetztcn Ausgangsstoffe am Rotationsverclnrnpfer 
blieb bei 85proz. Ausbeute rcines farbloses S-Methyl-N-formylhydrazin zuruck. 
Dieses wurde bei - 15" mit der iiquivalenten Menge frisch dcstillierten Acet- 
aldehyds, geliist in Ather, versetzt. Das entstandene Wasser wmde anschlieflend 
durch Ruhren mit getrocknetem Natriumsulfat bei Raumtemperatur aus dem 
Reakti onsgemisch entfernt . 

Nach Abdampfen des Athers wurde Gyromitrin schichtchromatographisch ge- 
reinigt und mittek des bei der Isolierung des naturlicheii Giftstoffes verwendetcn 
Apparates destilliert und in Ampullen eingeschmolzen. Das Syntheseprodukt er- 

**) E .  Sckmktz und P. Elabisch. Chem. Ber. 95, 080 (1902). 



301. Bd. 
19681'4 ayromitrin, das aft der Yriihjahrslorchel 303 

wies sich durch Vergleich des IR-Spektrums, des Schmelzpunktes, der Kristallform 
und des dc Verhaltens mit der aus den Pilzen isolierten Substanz identisch. 

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemischen 
Industrie fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit, Herrn Prof. Dr. W .  Schmid, Pharmakologi- 
schea Institut Marburg, fiir die Ermoglichung und Leitung der Tierversuche. 

Besehreibung der Versuche 
Ausgangsmater ia l  
Es standen 2 Jahreaernten von je etwa 50 kg in der Liincburger Heide frisch nach dern 

Sammeln in Athanol eingelegte Friihjahrslorcheln zur Verfiigung. Jcweils 25 kg Frisch- 
pilze wurden in 25 1 Athanol konserviert und in 50-1-PolyathylenbehLltern beif 4' gelagert. 
Die Lagerungsdauer von der Ernte bis zur Verwendung zu den Untersuchungen betrug 
durchschnittlich 1 Jahr. 

Df innschich tchromatogrsphie  

= 9 + 1. Detektion : Joddampf. 
Schicht: Kieselgel GF,,, , bei 105" aktiviert. Laufmittel: Methylenchlorid-MethanoI 

R e i n d a r s t e l l u n g  d e s  Gif t s tof fes  d u r c h  D e s t i l l a t i o n  
Die Apparatur (Abb. 1) beatand a m  2 U-Rohren (U, und U2), von denen eines mit 3 

angeschmolzenen Ampullen versehen war. Als Verbindung dienten NS 14,5 Schliffteile mit 
Hiihnen (H,-H,). Der I<ugelschliff zwischen den beiden Rohren erlaubte es, dime leicht 
von der iibrigen Apparatur zu trennen, was beim Abschmelzen der Glasampullen wichtig 
war. An Hahn 4 schloB sich iiber ein Hg-Manometer zwischen 2 in fliissigen Stickstoff 
tauchendcn Kiiltefallen die Olpumpe an. 

Die nach der Schichtchromatographic anfallende iitherische Losung des Giftstoffes 
wurde am Rotationsverdampfer bis auf wenige ml eingeengt, in einen 25-ml-Spitzkolben 
iiberfiihrt und hieraus der restliche Ather auf die gleiche Weisc entfcrnt. Den Riickstand 
versetzten wir zum Trocknen und zur VergroBerung der Oberfliiche unter Kiihlen mit 
einigen Kornchen Sikkon. Das porose Material hatte nach kurzer Zeit die Fliissigkeit auf- 
gesaugt. Nun wurde das Kolbchen an U, angeschlossen. Nach SchlieBen dea Hahnes 1, 
bei geoffneten Hiihnen M ,  evakuierten wir die Apparatur. Dann wurde Hahn 1 vor- 
sichtig geijffnet und U, mit Xethanol-Kohlendioxid auf - 30" gekiihlt. In  der Vorlage 
kondensierte bei 0,2 Torr langsam eine wasserhelle Fliissigkeit. Nach etwa 10 &fin. wurde 
Hahn 1 geschlossen und die Kiihlung von U, entfernt. Die Fliissigkeitsmenge verringerte 
sich zusehends unter Zuriicklassung von langen, weil3en Kristallen. Jetzt wurde schncll 
wieder gekiihlt und Hahn 1 geoffnet. Die erhaltenen Krishlle wirkbn als Impfkristalle, 
80 daB sich dic Innenseite des mit dem Spitzkolben verbundenen Schenkeln mit einem 
Netz von langen, schmalen Kristallcn bedeckte, wiihrend sich am Boden des U-Rohres 
wieder Fliissigkcit ansammelte. Als sich keine ncuen Kristalle mehr bildeten, also allcr 
Giftatoff aus dem Spitzkolbcn in das U-Rohr Cbergegangen war. wurden durch mehr- 
maligen Wechsel zwischen Kiihlen und Entfernung der Kiihlung auch die letzten Fliissig- 
keitsreste entfernt. Zur weiteren Rektifizierung wurde daa Verfahren rnit U, als Vorlage 
widcrholt. Dazu wurde die Kuhlung von U, entfcrnt und U, gckiihlt. Bei dieser zweiton 
Stufe kondensierte nur noch wcnig Flussigkeit. Auch hier war bald die ganze Innsnseita 
dee mit U, rerbundencn Schenkels mit eincm Ketz von Kristallen bedeckt. Nachdem dep 
Inhalt von U, verdampft war, wurde Hahn 3 geschlossen und die Kiihlung cntfernt. Nach 
Vertreiben des Athanols wurde auch Hahn 4 geschlossen und die Kristalle vomichtig durch 
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Erwiirmen mit der Hand geschmolzcn. I h r c h  Schragstellcn des U-Rohros vertciltcn wir 
dic entvtandenc Fliissigkeit mijglichst gleichmliDig in die drei Ampullen, die anschlioDend 
abgeschmolzen wurden. Auf diese Weise konriten ctwa 150 mg reinen Giftatoffes gewonnen 
werden. 

Rleinr  n t a r  a n a l y ~ c - 2 ~ )  
Durch Erhitzcn von etwa 5 mg Gyromitrin mit Kalium und tfberfiihren dea Reaktions- 

gemisches in Wasser wurde eine AufschluUlijsung hcrgestellt, die auf Stickstoff (Las.9aigne- 
Probe positiv), Schwefel (Probe mit Natriumnitrosylpentacyanoferrat ('IT) negativ), Halo- 
gene (Probe mit Silbernitrat ncgativ), grpriift wurdc. 

C4H,S',0 (loo,]) Rer.: C 47,98 H 8,06 N 27.98 
Gef.: C 47,76 H 8,03 N 27.72 

I d  e n  t i f i z i e r u n g de  s Ace t a 1 d e  h y d s 
Etwa 2,6 mg Gyromitrin wurden in wenig Wawer geliist und niit 1 ml 2.4-Dinitrophenyl- 

hydraziniumperchloratlosung versetzt (1,2 g 2,4-Dinitrophenylhydrazin wurden in 50 ml 
3oproz. Perchlorsaure gelost). Der Niederschlag wurcle niit W w e r  gewltschcn und zweimal 
aus dthanol auskristallisiert. Schmp. 150". 

Zum dc Vergleich wurde aus frischdestilliertem Acetaldehyd ebenfalls durch FBllen mit 
2,4-Dinitrophcnylhydraziniumlosung das Hydrazon hergestellt. Die DC wurden auf 
Kieselgel G mit Tetrachlorkohlenstoff, Essiqeskr und Hexan ( 1 0  : 10 : 20) nach 24) ent- 
wickelt. Beide Stoffe hattcn den gleichen R,f-Wert. 

A 1 kal  i s c he  H y d r  ol y se , I s  o n i t r i 1 r e  a k t i on ,  E lo k t r o p ho r ese 
5 mg Gyromitrin wurden in wenig Wasser gelost, mit einem Tropfen 0,l n XaOH ver- 

setzt und I0 Min. in ein Wnsserbad von 80--90° gestellt. Dabei trat Geruch nach Amin auf. 
Rach dem Abkuhlen wurde die Lasung mit verd. Essigsiiure angesiiuort und am Rotations- 
verdampfer auf etwa 0,s ml konzentriert. 

Ein Teil der Lasung wurde in 1 ml dthanol gclost und mit 2 ml verd. Natronlaugc, sowic 
ainigen Tropfen Chloroform gekocht. Es entstand Isonitrilgeruch. Dcr Rest des alkalischen 
Hydrolysats wurde papierelektrophoretisch untersucht. (Gerat, : Pherograph Original 
Frankfurt nach Wielund-Pfleiderer.) 

l'apicr: M3'-Chromatograpliiepapier 2872 (Mucherey, Nagel u. Co.). 

Puffer pH 3,6 (Pyridin, Essigsaurc, Wasaer 1 $- 9 + 90). 
Spannung: 660 V. Temperatur: 0'. Laufzeit: etwa 2 Std. 

Spriihreagens: 1.: Ninhycbin 0,26 g, Collidin 5 ml, Methanol 95 m12s). 2.: 1 Vol. 

Die Laufstrecke fiir das nnbekannte Amin betrug 19,6 cm, fur dthylamin 1H,3 cm. 

KMnO, 1% + 1 Vol. Na2C0, 2Y0t6). 

N M R - S p e k t r u m 
Gerat Varian A 60. Temperatur 35", sweep time 500 Sek., swecp offset 100 Hx. 

29)  I .  Houben und Th. Weyl, Methoden der organiachen Chetnie, Hnnd 11, Analytische Methoden, 

24) A .  Jlehlitz, K .  Uiervchner und Th. Minas, Cheniiker-Ztg./Chern. Apparatur 87, 573 (1963). 
8 6 )  E. M w c k ,  Anfhrbrraagentien fiir Diinnschicht- lind l'apierchromatograpIIic!, E. Merck AG, 

Gg. Thieine 1 erlag, Stuttgart 1953, S. ! I .  

Darmetadt. 
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H y d r a z i n n a c h w e i s  m i t  p-Dimethylaminobenzaldehyd 
Wenig Gyromitrin wurden mit einem Tropfen Waaser gelost und mit eieem Tropfen 

einer saiiren p- Dimethylaminobenzaldehydl~sung (0.4 g p-Dimethylaminobenzaldehgd wer- 
den in 200 ml Athanol gelost und mit 2 ml Salzsiiure angesiiuert) 10 Min. auf dem Wasser- 
bad erwarmt. Nnch Verdunnen rnit einem Tropfen WasRer wurde etwas von der Liisung 
ruf Filtrierpapier getiipfelt und das Papier in Salzsiiure (1 : 250) gebadet. Es bildete sich 
ein rosa Fleck, dcr unter der UV-Lampe lachsrot fluoreszierte. 

H y d r  az i n n a c  h we i s  mi t N a  t r  i u m pen t a c  y a n 0  a mm i n f e r  r a t (11) 

einer lproz. Lijsung von Na[Fe(CN),NH,] versetzt. Die Mischung farbte sich tief rot. 

H y d r a z i n n a c h w e i s  m i t  G l u t a c o n a l d e h y d  
Glutaconaldehyd wurdo bci Bedarf durch Urnsetzung von 4-Pyridyl-pyridiumdicl1lorid 

mit n'atronlauge gewonnenZ6). Zur Durchfiihrnng der Probe wurde wenig Gyromitrin auf 
der TBpfelplatte mit cinem Tropfen einer wiiI3rigen Losunp von 4-Pyridyl-pyridiniumdi- 
chlorid (1%) vermischt, mit einem Tropfen n NaOH versetzt und schliel3lich mit einem 
Tropfen konz. Salzsiiure angesiiuert. Es t ra t  eine tiefrote Farbe ad .  

Nachweis  d e s  F o r m y l r e s t e s  
Wenig Gyromitrin wurde alkalisch hydrolysiert und mit 2 n HCl angesiiuert. Nun wurde 

Magncsiumpulver zugesetzt, bis keine Gasentwicklung mehr auftrat. Nach Zugnbe von 
3 ml Schwefelsaure und wenig Chromotropaiiure fiirbte sich die Mischung durch Enviirmen 
im Wasserbad bei 60' tief violett. 

Wenig Gyromitrin wurde alkalisch hydrolysiert. neutralisiert und anschlieBend mit 

D a r s t e l l u n g  v o n  N-Methyl-N-formylhydrazin 
In einem kleinen Dreihalskolbchen wurden 4,6 g (0,l Mol) Methylhydrazin tropfenweise 

unter Riihren mit 7,4 g (0,l Mol) Ameisenskureathyleater in 10 ml absol. Athanol versetzt. 
Zulauf und Kuhlung wurden so geregelt, daI3 die Temperatur bei etwa - 15' lag, jcdoch 
nie ubcr 0' stieg. Nach neendigung der Reaktion wurde das Gemisch noch etwa 10 Min. 
gcriihrt und anschlieDend am Rotationsverdampfer das 1,ijsungsmittel und nicht umgesetzte 
Ausganqestoffe entfernt, wobei die Temperatur des W m r b a d e s  allmahlich auf 70" ge- 
steigert wurde. Es entetand eine viskose farblose Pliissigkeit. Auabeute 6,3 g (85°/0 d. Th.). 

D a r s t e l l u n g  v o n  G y r o m i t r i n  
In  einem kleinen Dreihalskolbchen wurden 7,4 g (0,l Mol) N-Methyl-N-formylhydzin 

tropfenwcise unter Ruhren mit 4,4 g (0,l Mol) frischdestilliertem Acetaldehpd in 50 ml 
Ather versetzt. Die Reaktion wurde bei - 15' ausgefiihrt. Kach Ekendigung der Aldehyd- 
zugabe wurde dsa Gemisch auf Raumtemperatur erwarmt und 15 Min. mit trockenem 
Natriumsulfat geriihrt. Das Ldsungsmittel wurde nun am Rotationsverdampfer entfernt 
und da8 entstandene Gyromitrin schichtchromatogaphisch gereinigt. 111 der bei der Rein- 
darstellung dcs natiirlichen Pilzgittes beschriebenen Apparatur wurde das Synthesepro- 
dukt destilliert und in Ampullen eingeschmolzen. 

z6) E .  Koenip und H .  Greiner, Chem. Ber. 64, 1062 (1931). 

_- - 

. Anschrift: Prof. Dr. P. H. List, 366 Marburg/Lahn, Marbacher Weg 6. 
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