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Nachweis von Psilocybin in Inocybe aeruginascens Babos®)
GISELA HAESELBARTH, HEINZ MICHAELIS, JOHANN SALNIKOW

Angeregt durch den ausfiihrlichen Bericht lber Inocybe aeruginascens Babos und die
dadurch erzeugten Vergiftungen (DREWITZ, 1) sahen wir uns veranlaBt, die wirkenden
Giftstoffe zu untersuchen. Bereits Anfang der sechziger Jahre fanden wir in Berlin
(West) vereinzelt diesen Pilz, der aber damals noch nicht beschrieben und fiir uns
daher unbestimmbar war. J. TRETTLER fand dann vor einigen Jahren den Pilz in
gréBeren Mengen wieder. Inzwischen konnten wir ihn als Inocybe aeruginascens Babos
identifizieren. Die Standorte in Berlin (West) entsprechen mit ihrer Begleitflora véllig
den Angaben von KASPAR (2) und DREWITZ (1).

Bei den jetzt untersuchten Pilzen war keine blaugriine Verfdrbung festzustellen, sie
war aber bei anderen Aufsammlungen am gleichen Fundort beobachtet und fotogra-
fisch festgehalten worden. Der nachfolgende Untersuchungsbericht bestdtigt das Vor-
handensein von Psilocybin in Inocybe aeruginascens, was bisher nur vermutet worden
war. Es ist anzunehmen, daB sich dhnliche Substanzen auch in anderen RiBpilzen
befinden. 9 frische Pilze (16,7 g) wurden im Mbérser zerrieben und mit 18 ml Methanol
aufgenommen. Das Homogenat wurde anschlieBend 3 Stunden im Ultraschallbad
gehalten, um eine erschépfende Extraktion zu gewdhrleisten, dann noch 10 min
geschiittelt und bei 5000 Umdrehungen/min 5—10 Minuten zentrifugiert. Der feste Riick-
stand wurde einige Male mit einem kleinen Volumen 70 9jigem Methanol extrahiert,
und die |8slichen Ubersténde wurden vereinigt. Der gesamte Extrakt wurde in einer
evaporierenden Speed Vac-Zentrifuge auf 1 ml eingeengt und im Gefrierschrank auf-
bewahrt. Niederschlége, die sich im Laufe der Zeit bildeten, wurden jeweils durch
Zentrifugation entfernt. 1 ul des Konzentrats wurde, wie von MICHAELIS (3) beschrieben,
der Dinnschichtchromatographie auf Kieselgel (DC-Alufolie Kieselgel 60 F 254, Merck,
6X7 cm) mit n-Butanol-Eisessig-Wasser-Isopropanol (8:2:5:3) als Laufmittel unterworfen.
Das entwickelte Chromatogramm wurde mit einer 2 %jigen p-Dimethylaminobenzal-
dehyd-Lésung in HCleone auf Indolderivate angeférbt. Als Vergleichslésungen dienten
authentisches Psilocybin und Psilocin sowie Psilocybin-haltige Extrakte aus Psilocybe
semilanceata (3). Weiterhin wurden Tryptamin, 5-Hydroxytryptamin, Tryptophan und
5-Hydroxytryptophan aufgetragen. Wie aus Fig. 1 ersichtlich, enthélt der Extrakt aus
Inocybe aeruginascens (Spurc) Substanzen, die im R¢-Wert und in der indolspezifi-
schen Anfdarbung authentischem Psilocybin wie auch dem in Psilocybe semilanceata
vorldufig identifizierten Baeocystin entsprechen (Spur a und b). Psilocin ist in beiden
Pilzen nur in Spuren enthalten. Bemerkenswert ist der hohe Tryptophangehalt von
Inocybe aeruginascens wie durch Vergleich mit authentischem Material (Spurd) ersicht-
lich.

Um die Indolderivate weiterhin zu identifizieren und quantitativ zu bestimmen, wurde
mit den Pilzextrakten eine Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) durchgefiihrt.
HPLC-Systeme fiir Psilocybin und Psilocin werden beschrieben fiir die Verteilungs-
chromatographie auf reversen Phasen mit oder ohne lonenpaarbildung (4,5) fiir die
Adsorptionschromatographie bzw. lonenaustauscherchromatographie mit Partisil-5-Sili-
casdulen (6) sowie fiir reine lonenaustauscherchromatographie auf Partisil SCX-10 (7).

59



Das gegenwdrtig wohl schnellste und trennschérfste Verfahren mit Partisil-10 PAC-Séu-
len wird von SOTTOLANO und LURIE (8) beschrieben und stellt eine Kombination der
verschiedenen Chromatographieverfahren dar. HPLC-Séulen (0,46)X25 cm) wurden mit
Partisil-10 PAC (Amino:Cyano 2:1, Fa. KNAUER, Berlin) unter Hochdruck gepackt und
mit einem Laufmittel bestehend aus 59, Acetonitril, 0,5 %, Phosphorséiure und 94,5 9/,
Wasser (mit 2 N NaOH auf pH 5,5—6 titriert) dquilibriert. Eluiert wurde mit einer FluB-
rate von 1 mli/min und die Extinktion bei 254 nm gemessen. Die HPLC-Trennungen
wurden auf einem WATERS-Gerét ausgeriistet mit einer automatischen Probenaufgabe
durchgefihrt.
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Wie aus Fig.2 ersichtlich, enthélt Psilocybe semilanceata (Kurve b) Psilocybin wie
bereits von MICHAELIS (3) beschrieben und nur geringe Mengen Psilocin (Pfeil). Der
Elutionspeak bei 14 min 1aBt sich in Ubereinstimmung mit dem diinnschichtchromato-
graphischen Befund Baeocystin zuordnen. Baecocystin war von MICHAELIS (3) mit etwa
einem Drittel der Psilocybinmenge abgeschdatzt worden, was mit der vorliegenden hoch-
druckchromatographischen Bestimmung gut tbereinstimmt. Die Zuordnung dieses Peaks
zu Baeocystin wird weiterhin durch die Untersuchungen von CHRISTIANSEN und
RASMUSSEN erhértet, die bei einer vergleichbaren Elutionsfolge den Vorpeak vor
Psilocybin massenspektrometrisch als Baeocystin identifiziert haben (6). Der Psilocybin-
gehalt von Psilocybe semilanceata liegt mit 11,1 mg/g (bezogen auf das Trockengewicht)
in dem Bereich von 0,6—12,8 mg/g, der fiir diesen Pilz im pazifischen Nordwesten der
USA gefunden wurde (9).
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Fir Inocybe aeruginascens (Fig.2, Kurvec) ergibt die hochdruckchromatographische
Bestimmung einen Psilocybingehalt von 0,04 mg/g (bezogen auf Frischgewicht} und etwa
die gleiche Menge Beaocystin. Psilocin 1&Bt sich in diesem System nicht quantitativ
bestimmen, da es von einer groBen Menge Tryptophan — das ebenfalls im Durch-
bruchspeak erscheint — tberdeckt wird, jedoch sind nach den dinnschichtchromato-
graphischen Analysen nur Spuren von Psilocin enthalten.

Literatur:

(1) DREWITZ, G.: Eine halluzinogene RiBpilzart, der Griinlichverfdrbende RiBpilz —
Inocybe aeruginascens —. Myk. Mitt. Blatt 26 (1): 11—17, 1983.

(2) KASPAR, R.: Inocybe aeruginascens bei Berlin-Képenick. Erstfund fiir die DDR.
Myk. Mitt. Blatt 27 (3): 99—100, 1977.

(3) MICHAELIS, H.: Psilocybe semilanceata (Fr.) Quél. (Spitzkegeliger Kahlkopf),
Nachweis von Psilocybin in deutschen Funden. Z. Pilzk. 43: 305—310, 1977.

(4) BEUG, M. W. and BIGWOOD, J.: Quantitative analysis of psilocybin and psilocin
in Psilocybe baeocystis (Singer and Smith) by high-performance liquid chromato-
graphy and by thinlayer chromatography. J. Chromatogr. 207: 379—385, 1981.

(5) WURST, M., SEMERDZIEVA, M. and VOKOUN, J.: Analysis of psychotropic com-
pounds in fungi of the genus Psilocybe by reversed-phase high-performance liquid
chromatography. J. Chromatogr. 288: 229—235, 1984.

(6) CHRISTIANSEN, A.L. and RASMUSSEN, K. E.: Analysis of indole alkaloids in
Norwegian Psilocybe semilanceata using high-performance liquid chromatography
and mass spectrometry, J. Chromatogr. 244: 357—364, 1982.

(7) PERKAL, M., BLACKMAN, G. L., OTTREY, A. L. and TURNER, L. K.: Determination
of hallucinogenic components of Psilocybe mushrooms using high performance
liquid chromatography, J. Chromatogr. 196: 180—184, 1980.

(8) SOTTOLANO, S. M. and LURIE, I. S.: The quantitation of psilocybin in hallucino-
genic mushrooms using high performance liquid chromatography, J. Forensic Sci. 28:
929—935, 1983. '

(9) BEUG, M. W. and BIGWOOD, J.: Psilocybin and psilocin levels in twenty species
from seven genera of wild mushrooms in the pacific north-west, U.S.A. J. Ethno-
pharmacol. 5: 271—285. 1982.

(10) BOHUS, G. und M.BABOS in: Fungorum rariorum icones coloratae, Pars Vlil:
11-14, 1977. "

G. HAESELBARTH und Prof. Dr. J. SALNIKOW, Technische Universit&t Berlin,

Institut fur Biochemie und Molekulare Biologie, FranklinstraBe 29, D - 1000 Berlin 10

H. MICHAELIS, Unter den Riistern 12, D - 1000 Berlin 41
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Fig. 2 Hochdruckflissigkeitschromatographie von Indolderivaten aus Psilocybe semilan-
ceata und Inocybe aeruginascens.
[a: Authentisches Psilocybin (1 ug) und Psilocin (1 ¢g); b: Extrakt aus Psilocybe
semilanceata; c: Extrakt aus Inocybe aeruginascens (1 ul)].
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