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Summary: The content of the psychoactive compounds ibotenic acid and muscimol in fruit bodies of
Amanita muscaria from Novosibirsk (Western Siberia, Russia) and Greifswald (Mecklenburg-Vor-
pommern, Germany) should be estimated. By this a possible explanation for the different estimation of
A. muscaria in Siberia, where this mushroom is also used as a food, and Central Europe should be found.

Dried mushrooms from Siberia and Germany and fresh ones only from Germany were extracted with
methanole or ethanole at room temperature. The extracts were analysed qualitatively and quantitatively
applying thin layer chromatography (TLC) and high performance liquid chromatography (HPLC). Etha-
nolic extraction yielded better results than the extraction with methanole. The content of ibotenic acid
was 0.25 % in the dried mushrooms from Siberia and 0.26 % in the dried German samples. For muscimol
a content of 0.11 % was determined in the Siberian samples and of 0.25 % in the dried German samples.
Combining the content of both compounds it can be said that an about one third higher content of these
compounds was detected in the German mushrooms than in the Siberian mushrooms. All values range
within the literature data. We assume that the different content of psychoactive compounds in Siberian
and German mushrooms could not be the reason for the use of 4. muscaria as food. More likely, the mode
of preparation is of greater influence. Besides, we estimated the content of ibotenic acid and muscimol
in fresh samples of A. muscaria collected in Germany separated into caps and stalks. An ibotenic acid
content of 0.25 % and a muscimol content of 0.09 % were found in the caps (dry weight). In the stalks
only ibotenic acid (0.03 % of dry weight) was found.

Further investigations using mushrooms from more different localities, greater amounts of the material
to analyze and the consideration of diverse modes of mushroom preparation are necessary. Moreover the
analysis of further compounds like muscarin or muscazon in several mushroom samples should also be
intended.

Zusammenfassung: Der Gehalt der psychoaktiven Substanzen Ibotensédure und Muscimol wurde in
Fliegenpilzen (Amanita muscaria) der Fundorte Novosibirsk (Westsibirien, Russland) und Greifswald
(Mecklenburg-Vorpommern, Deutschland) ermittelt und verglichen. Dazu wurden Frischpilze der Region
Vorpommern und getrocknete Pilze beider Fundorte bei Raumtemperatur mit Methanol und Ethanol ex-
trahiert. Die Verbindungen wurden mit Hilfe von Diinnschichtchromatografie (DC) und Hochleistungs-
fliissigkeitschromatografie (HPLC) qualitativ und quantitativ analysiert.
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Der Gesamtgehalt an psychoaktiven Substanzen war in den Pilzen der Region Vorpommern um etwa ein
Drittel hoher als in den Pilzen aus Westsibirien. Der Gehalt an Ibotensdure tiberstieg in allen Extrakten
den von Muscimol. Bei der Untersuchung frischer Fruchtkorper wurde in den Hiiten ein erheblich héherer
Gehalt an Wirkstoffen als in den Stielen gefunden.

Einleitung

Aufgrund des Gehalts an den pharmakologisch aktiven Verbindungen Ibotensiure und Muscimol
und den dadurch ausgelosten Vergiftungssymptomen wird Amanita muscaria (L. : Fr.) Pers. als
Giftpilz bewertet (MICHAEL et al. 1983, BRESINSKY & BESL 1985, ROTH et al. 1990, PEROVA 1993,
CHILTON 1994, HALL & HALL 1994, TEUSCHER & LINDEQUIST 1994, FLAMMER & HORAK 2003).
In verschiedenen Regionen erfolgt(e) die Einnahme zu Rauschzwecken oder wihrend schama-
nistischer Handlungen (NYBERG 1992, HoBBs 1995, BAUER et al. 2002). Nach Berichten z.B. aus
Sibirien wird 4. muscaria nach Vorbehandlung gelegentlich auch als Speisepilz gegessen. Nach-
dem der Pilz abgekocht und scharf angebraten wurde, soll eine Fliegenpilzmahlzeit sehr wohl-
schmeckend und bekommlich sein. Daneben wird A. muscaria in dieser Region ethnomedizinisch
angewendet. Nach Angaben einer Heilpraktikerin aus dem Raum um Novosibirsk werden Frisch-
pilze und alkoholische Ausziige erfolgreich gegen Krebs, Driisenerkrankungen und Rheuma
eingesetzt (AMELANG 2003). In homdopathischen Zubereitungen wird A. muscaria auch in Mit-
teleuropa, z.B. bei Erregungs- und Verwirrtheitszustdnden und cerebralen Anfallsleiden, ver-
wendet (LINDEQUIST 1998).

Im Friithjahr 2003 erhielten wir durch Dr. N. Amelang getrocknetes Pilzmaterial von A. muscaria
aus Sibirien. Ziel der Untersuchungen war die analytische Bestimmung des Gehalts der psycho-
aktiven Substanzen Ibotensédure und Muscimol in den sibirischen Pilzen im Vergleich zu mittel-
europaischen Fliegenpilzen, um daraus Erklarungsmoglichkeiten fiir die verschiedenen Anwen-
dungen von A. muscaria in unterschiedlichen Kulturkreisen ableiten zu konnen.

Material und Methoden

Pilzmaterial

Insgesamt 6,95 g getrocknete Fliegenpilze wurden uns nach einer Exkursion im Juli 2002 in die
Waldsteppe bei Chebula, im 150 km-Umkreis von Novosibirsk (Westsibirien) von N. Amelang
tibergeben. Gleichzeitig wurden im September 2002 durch U. Lindequist Fliegenpilze im Um-
kreis von Greifswald (Solkensee) gesammelt und getrocknet. Das Trockengewicht dieser Proben
betrug 21,85 g. Im September 2003 wurden durch C. Wahl frische Fliegenpilze vom selben Fund-
ort in der Umgebung Greifswalds gesammelt und als Frischmaterial, getrennt nach Hiiten (98,38 g)
und Stielen (43,90 g), untersucht.

Extraktion

Die getrockneten Fliegenpilze wurden vor der Extraktion zerkleinert und mit einer Drogenmiihle
pulverisiert. Fiir die methanolische Extraktion wurden jeweils 1-2 g Drogenmaterial dreimal tiber
einen Zeitraum von 12 Stunden mit 70-prozentigem Methanol bei Raumtemperatur extrahiert.
Die gefilterten dunkelroten Ansétze wurden mit Diethylether entfettet (TSUNODA et al. 1993).
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Die ethanolische Extraktion des getrockneten Pilzmaterials erfolgte dreimal fiir 12 Stunden bei
Raumtemperatur mit 70-prozentigem Ethanol in Anlehnung an Goob et al. (1965) und GORE &
JORDAN (1982). Das frische Pilzmaterial (226,9 g) wurde innerhalb weniger Stunden nach Samm-
lung ausgepresst und anschlieffend zweimal mit 70-prozentigem Ethanol fiir jeweils 12 Stunden
bei Raumtemperatur extrahiert. Die gefilterten, dunkelroten Uberstinde wurden im Vakuum-
rotationsverdampfer auf ein Zwanzigstel eingeengt und mit Diethylether entfettet.

Diinnschichtchromatografie

Die qualitative Identifizierung von Ibotensdure und Muscimol in den Extrakten von A. muscaria
erfolgte diinnschichtchromatografisch (TOUCHSTONE 1992) anhand von Vergleichssubstanzen der
Firma Sigma Chemical Aldrich. Die Auftrennung der Extrakte wurde auf Kieselgel 60 F,s4 Alu-
miniumfolien der Firma Merck (Darmstadt) in zwei aufeinanderfolgenden Chromatografieliufen
in

1.) n-Propanol : 10-prozentige Ammoniak-Lsg. im Verhaltnis 9,5:0,5 V/V und
2.) n-Butanol : Essigsdure : Wasser im Verhiltnis 6:2:2 V/V

nach TSUNODA et al. (1993) durchgefiihrt.

Alternativ wurde ein zweites Laufmittelsystem bestehend aus 2-Butanol : 95-prozentiges Etha-
nol : Essigsdure : Wasser im Verhéltnis 6,66:2,22:0,44:0,6 V/V nach BRESINSKY & BESL (1985)
angewendet.

Die Detektion erfolgte unter UV-Licht und nach anschlieBender Fixierung mit Ninhydrin-Spriih-
reagenz (STAHL 1967).

Hochleistungsfliissigkeitschromatografie

Zur qualitativen Analyse wurden die Extrakte aus getrockneten und frischen Pilzen mit einer
HPLC-Anlage der Firma Bio-Tek Kontron Instruments (Neufahrn) aufgetrennt und mittels Dio-
denarraydetektion sichtbar gemacht. Verwendet wurde eine Sdule der Firma Merck (Darmstadt)
LiChroCart® 250-4 mit RP g als stationdre Phase. Es wurden isokratische Liufe mit Metha-
nol/Acetonitril/Wassermischungen in Anlehnung an GENNARO et al. 1995, TSUNODA et al. 1993
und Léiufe mit verdnderlicher Laufmittelzusammensetzung mit Methanol / 0,1-prozentiger o-Phos-
phorsdure (BOCKER 1997) durchgefiihrt.

Zur Quantifizierung wurden mit den Reinsubstanzen Ibotensdure und Muscimol Eichkurven auf-
genommen und daraus die Konzentrationen der psychoaktiven Verbindungen in den Extrakten
bestimmt.

Ergebnisse

Die ethanolische Extraktion von Ibotenséure und Muscimol aus Amanita muscaria erwies sich
als besser geeignet als die mit Methanol. Alle Extraktionen mit Methanol ergaben geringere Aus-
beuten und wenig reproduzierbare Ergebnisse. Die nachfolgend dargestellten Ergebnisse bezichen
sich auf die ethanolischen Extrakte.

Die qualitative Analyse der ethanolischen Extrakte erfolgte mittels Diinnschichtchromatografie
mit Hilfe der Vergleichssubstanzen Ibotensdure und Muscimol. Durch zwei hintereinander ge-
schaltete Trennungen in den Laufmitteln n-Propanol : 10-prozentige Ammoniak-Lsg. im Ver-
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Tab. I: Gehalt von Ibotensédure und Muscimol in ethanolischen Extrakten von Amanita muscaria aus West-
sibirien und Greifswald/ Mecklenburg-Vorpommern, jeweils bezogen auf das Trockengewicht

Amanita muscaria | Amanita muscaria | Amanita muscaria | Amanita muscaria
Novosibirsk / Greifswald/ Greifswald/ Greifswald/
Sibirien getrocknet frisch frisch
getrocknet Hut, bezogen auf | Stiele, bezogen auf
Trockengewicht | Trockengewicht
Gehalt an
Ibotensaure in % O o o) Dile
Gehalt an
Muscimol in % ol i i i
Gesamtgehalt an
Ibotensaure und 0,36 0,52 0,34 0,03
Muscimol in %

héltnis 9,5:0,5 V/V (1. Lauf) und n-Butanol : Essigsdure : Wasser im Verhiltnis: 6:2:2 V/V (2.
Lauf) lieB sich eine sehr gute Auftrennung erzielen. Das alternativ angewendete Laufmittelsystem
erbrachte weniger gute Trennergebnisse.

Sowohl in den Extrakten der getrockneten Fliegenpilze aus Sibirien als auch in denen aus ge-
trocknetem und frischem Pilzmaterial aus Mecklenburg-Vorpommern konnten diinnschicht-
chromatografisch Ibotensdure und Muscimol nachgewiesen werden. Bei Betrachtung unter UV»sy-
Licht wurde Ibotensdure mit einem R¢-Wert von 0,2 und Muscimol mit einem R¢-Wert von 0,35
detektiert. Nach der Fixierung mit Ninhydrin-Reagenz war der Ibotensdure-Spot bei R¢ 0,2 hell-
gelb und der Muscimol-Spot bei R¢ 0,35 braunlich. Der Muscimol-Spot verférbte sich nach kurzer
Zeit violett.

Fiir die anschlieBende Auftrennung mittels HPLC zur quantitativen Bestimmung der psychoak-
tiven Verbindungen eignete sich ein Methanol / 0,1-prozentige o-Phosphorsiure-Gradient am be-
sten. Die Referenzsubstanzen konnten anhand der Retentionszeiten von R=3,48 min fiir Ibo-
tensdure und R=4,05 min fir Muscimol und den Vergleich der Spektren mit Literaturangaben
(TsuNoDA et al. 1993) analysiert werden. Die Spektren fiir Ibotenséure (Absorptionsmaximum
bei 211 nm) und Muscimol (Absorptionsmaximum von 207 nm) sind in Abb. 1 und 2 dargestellt.
Abbildung 3 zeigt ein Beispiel-Chromatogramm fiir die Auftrennung des ethanolischen Extrak-
tes der frischen Fruchtkorper aus Mecklenburg-Vorpommern mit Retentionszeiten von 3,48 min
fur Ibotensdure und 4,05 min fur Muscimol.

Anhand dieser Daten und nach Aufnahme entsprechender Eichkurven fiir Ibotenséure und Mus-
cimol wurden die Extrakte quantitativ analysiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammen-
gefasst. Fiir Ibotensdure wurde in den getrockneten Pilzen aus Sibirien ein Gehalt von 0,25 %,
in den getrockneten Pilzen aus Mecklenburg-Vorpommern ein Gehalt von 0,26 % gefunden. Der
Muscimolgehalt betrug in den sibirischen Pilzen 0,11 % und in den getrockneten deutschen Pilzen
0,25 %. Addiert man die Werte fiir beide Verbindungen, so ergibt sich in den sibirischen Pilzen
ein Gehalt von 0,36 % an psychoaktiven Verbindungen und in den deutschen Pilzen ein um ca.
1/3 hoherer Gehalt von 0,51 %. In den zusétzlich untersuchten frischen Pilzen wurde, bezogen
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Abb. 1: Absorptionsspektrum von Ibotenséure in 50-prozentigem Methanol

auf das Trockengewicht, in den Hiiten ein Ibotensduregehalt von 0,25 % und ein Muscimolgehalt
von 0,09 % (gesamt 0,34 %) ermittelt. In den Stielen wurde mit 0,03 % erheblich weniger Ibo-
tensédure und kein Muscimol nachgewiesen.

Es wird deutlich, dass der Gehalt an Ibotensiure in allen Extrakten grofer war als der von Mus-
cimol. Jedoch ldsst sich auch in den Hiiten der Frischpilze bereits Muscimol nachweisen. Deut-
liche Unterschiede im Gesamtgehalt an psychoaktiven Verbindungen zwischen getrockneten
und frischen Pilzen konnten, bezogen allein auf die Proben aus Mecklenburg-Vorpommern, nicht
gefunden werden.

Diskussion

Obwohl A. muscaria als Giftpilz bekannt und toxikologisch gut untersucht ist, ist die Hemm-
schwelle im Umgang mit diesem Pilz in Sibirien deutlich geringer als in Mitteleuropa (HEIN-
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1306To5Fs Spectrum Name :

Abb. 2: Absorptionsspektrum von Muscimol in 50-prozentigem Methanol

RICH 1994). Berichten zufolge soll er nach dem Abkochen und scharfen Anbraten sehr wohl-
schmeckend und bekommlich sein und daraufhin in Sibirien gelegentlich gegessen werden (AME-
LANG 2003). Ursachen dafiir werden in der von Westen nach Osten hin zunehmenden Mykophilie
gesehen (RIEDLINGER 1997, AMELANG 2003). Das heif3t, die Menschen in Sibirien sind historisch
gewachsen der Natur auch heute noch starker verbunden und nutzen Wildpflanzen und Pilze als
notwendige, wichtige Erganzung ihrer Nahrung. Dem gegeniiber steht die westliche Welt mit star-
ker Urbanisierung und einer Uberproduktion von Lebensmitteln, in der die Natur als Nihrstoff-
lieferant nur noch eine untergeordnete Rolle spielt. Aulerdem nutzen die Ostjaken, Tschuktschen
und andere sibirische Volker Berichten zufolge die halluzinogene Wirkung von Fliegenpilzen
z.B. bei schamanistischen Zeremonien schon seit Jahrtausenden (NYBERG 1992).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die psychoaktiven Substanzen Ibotensdure und Muscimol von
Fliegenpilzen aus Sibirien und Mecklenburg-Vorpommern bestimmt und verglichen. Ibotensdure



WURSTER, M., C. WAHL & U. LINDEQUIST: Phytochemische Untersuchungen 167

225 300
1 1
mAbs
7:33:8

150
1
3.48:2 Ibotensdure

3.76:3

.05:4 Muscimol
14.79:12

-5
1
11.71:11

8.07:9
10.13:10

-150
i -
é_““

-250
20. 0L ®in

¥ I 7 . !

-
o ~ n ~

17.5+

15.0+
7

~
-

Abb. 3: HPLC — Chromatogramm des ethanolischen Extraktes von Amanita muscaria (frisch, Hut) aus
Greifswald/ Mecklenburg-Vorpommern.
Laufmittel: ~ Methanol / 0,1-prozentige o-Phosphorsdure (BOCKER 1997)
Saule: LiChroCart® 250-4 mit RP;g
Fluss: 1 ml/min

wurde von EUGSTER und Mitarbeitern und TAKEMOTO und Mitarbeitern 1960 bzw. 1964 unab-
hingig voneinander isoliert und in der Struktur aufgeklart. Die Verbindung wird bereits bei Ent-
fernung des Kristallwassers zu Muscimol decarboxyliert. Es wird angenommen, dass Muscimol
kein natives Produkt ist, sondern erst bei der Verarbeitung der Pilze und bei Metabolisierung im
menschlichen Organismus entsteht. Begleitet werden diese Isoxazolderivate vom Oxazolderivat
Muscazon, das durch Lichteinwirkung aus Ibotenséure entstehen kann, sowie u.a. von geringen
Mengen Muscarin und (R)-4-Hydroxypyrrolidon-2. Fiir die psychoaktive Wirkung sind Ibo-
tensdure und Muscimol verantwortlich. Ibotensdure ist wie Glutaminsaure eine exzitatorische
Aminosiure, Muscimol greift aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit mit dem inhibitorischen
Neurotransmitter y-Aminobuttersaure (GABA) an dessen Rezeptoren an. Der Anteil der einzelnen
Verbindung am jeweiligen Gesamteffekt lasst sich nicht ermitteln. Muscimol soll jedoch 5-6mal
stirker psychoaktiv wirksam sein als Ibotensdure (CHILTON, W. S. 1994, HALL & HALL 1994, TEU-
SCHER & LINDEQUIST 1994).
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In der Literatur werden fiir den Ibotenséuregehalt Werte zwischen 0,17 bis 1,0 % angegeben (LIN-
DEQUIST 1998). Begriindet werden die starken Schwankungen im Wirkstoffgehalt mit unter-
schiedlichen Wachstumsbedingungen, Rassen und Fundortfaktoren (KELL 1991, NYBERG 1992).
Auch die unterschiedliche Aufarbeitung diirfte eine Rolle spielen. Die in dieser Arbeit gefunde-
nen Werte mit 0,25 % — 0,36 % fiir Ibotensdure und bis zu 0,25 % fiir Muscimol liegen, auch wenn
der Gehalt beider Verbindungen summiert wird, fiir beide Fundorte innerhalb der in der Literatur
angegebenen Werte.

Beim Vergleich beider Fundorte zeigt sich, dass die getrockneten einheimischen Fliegenpilze einen
etwas hoheren Gehalt aufweisen als die getrockneten Proben der sibirischen Fliegenpilze. Eine
hinldngliche Begriindung fiir die Anwendung von 4. muscaria als ,,Speisepilz* in Sibirien kann
der geringfiigig erniedrigte Gehalt jedoch bislang nicht geben. Da das quantitative Verhaltnis von
Ibotensdure und Muscimol von vielen Faktoren abhéngig ist, ist es auch wenig wahrscheinlich,
dass der in den sibirischen Pilzen geringere Anteil des pharmakologisch stirker aktiven Musci-
mols eine Rolle spielen konnte. Die in den getrockneten sibirischen Pilzen nachgewiesenen Men-
gen an psychoaktiven Substanzen diirften in Abhingigkeit von der verzehrten Menge zur Er-
zeugung pharmakologischer Effekte ausreichend sein. Vergiftungen des Menschen wurden nach
Aufnahme von 6 mg Muscimol und 30 bis 60 mg Ibotensdure beschrieben (HALL & HALL 1994).

Von den in der Umgebung Greifswalds gesammelten Pilzen standen auch frische Exemplare
zur Verfuigung. Trotz der schnellen Aufarbeitung konnte auch in den Fruchtkorperextrakten dieser
Pilze Muscimol gefunden werden. Ob das durch eine schnelle Decarboxylierung oder ein natives
Vorkommen im Pilz bedingt ist, kann nicht entschieden werden. Der geringere Gehalt an [so-
xazolderivaten in den Stielen im Vergleich zu den Hiiten ist in Ubereinstimmung mit Literatur-
befunden (CHILTON 1994).

Weitere Untersuchungen unter Hinzuziehung von Pilzen weiterer Fundorte, groerer Mengen von
zu analysierendem Material und Einbeziehung von Frischpilzen sowie die Analyse von unter-
schiedlich zubereitetem Pilzmaterial sind notwendig. Da die Beteiligung weiterer Inhaltsstoffe an
der Giftwirkung nicht auszuschlief3en ist, bleibt auch zu priifen, ob signifikante fundortabhingige
Unterschiede im Gehalt an weiteren Inhaltsstoffen, z.B. Muscazon, Muscarin oder (R)-4-Hydroxy-
pyrrolidon-2, auftreten. Zum gegenwirtigen Zeitpunkt ist anzunehmen, dass nicht der unter-
schiedliche Gehalt an Wirkstoffen, sondern die in Sibirien stattfindende Zubereitungsart den
Verzehr von A. muscaria ermdglicht. Uber eventuelle toxikologische Folgeschiden sind keine
Informationen bekannt. Die Bewertung von A. muscaria als Giftpilz wird durch die vorliegenden
Untersuchungen nicht in Frage gestellt, von einem Verzehr ist auch weiterhin abzuraten.
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