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UBER DIE CHROMATOGRAPHISCHE ANALYSE VON TOXINEN
AUS AMANITA PHALLOIDES

VLADIMIR PALYZA unp VACLAV KULHANEK
Institut fiir Medizinische Chemie dev Universitit in Briinn, Brno (Tschechoslowakei)
(Eingegangen am 6. Juli 1970)

SUMMARY
Chromatographic analysis of toxins fromm Amanita phalloides

A review of the recent literature and a comparison of the various methods
served as the basis for the development of a rapid procedure in which commercially
prepared Silufol plates (150 X 50 mm, 0.1 mm silica gel layer) were used together with
a methyl ethyl ketone-methanol (1:1) system for the successful thin-layer chromato-
graphic separation of amanita toxins. By observing the recommended parameters the
following Rp values for separate toxins were obtained: «-amanitin = 0.65 -+ 0.06
(n = 249), f-amanitin = 0.47 4- 0.06 (r = 85), y-amanitin = 0.75 & 0.05 (# = 27),
phalloidin = 0.55 4 0.02 (# = 10). In addition, it was possible to identify two spots
which showed a phallotoxin character with Ry values of 0.20 4= 0.02 (# = 14) and
0.47 4 0.06 (i = 7), respectively. The detection was made by cinnamaldehyde-HCI
(sensitivity 1-2 ug of x-amanitine) and by Pauly’s reagent; some stable diazotates
were also examined experimentally:.

EINLEITUNG

Das Bediirfnis des Nachweises toxischer Polypeptiden in verschieden verar-
beiteten Extrakten aus Awmanita phalloides und die Bemiihung, bei menschlichen
Vergiftungen Pilzreste zu identifizieren, fiihrte uns zum chromatographischen Studium
der Amanita-Toxine.

Unser Ziel war die Ausarbeitung einer schnellen, arbeitsmissig anspruchslosen,
aber dabei doch verlisslichen Methodik.

Eine Ubersicht der bisherigen chromatographischen Verfahren zur Trennung
von Amanita-Toxinen gibt die Tabelle I.

Nach SurrLivAN und Mitarbeitern® haben die #lteren Methoden!—4, gewisse
Mingel und ihre Verwendung bei Pilzextrakten erfordert erhebliche Erfahrung, um
einem Ifehlschluss zu verhindern. Die Auftragung grosser Mengen konzentrierter
methanolischen Extrakten, wie Brock und Mitarbeitern® empfohlen haben, gab oft
gestreifte und schiefe Chromatogramme, vielleicht durch die Anwesenheit begleitender
Lipide verursacht. Die von WIELAND e¢f al.* benutzte Lésungsmittelmischung bildet
eine Emulsion, die vor der Verwendung zentrifugiert sein muss und weder diese, noch
das modifizierte System nach BLocK ¢t al.? geben reproduzierbare Ergebnisse. Die
Rp-Werte der Amanitine schwanken stark mit der Grosse der aufgetragener Menge,
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TABELLE I

V. PALYZA, V. KULHANEK

UBERSICHT VON CHROMATOGRAPHISCHEN METHODEN ZUR TRENNUNG VON AMANITA-TOXINEN
Abklrzungen: PHD = Phalloidin, PHN = Phalloin, AMA = Amanitin.

Abschnitt Autoy Litevatur Trager- Trigervregelung Clhromatogra,
im Text matevial art
A TH, WIELAND 1 Papier —_ zweidimen-
G. SCHMIDT : Schleicher & sional
L. WiRrTH Schiill zo43 b 4
4
TH. WIELAND 2 Papier Impregnation durch cindimensior
CH. DUDENSING Schleicher & o0.05 M Boratpuffer
Schiill z043 b (pH == 8.6) 4
B S. 8. BrLock 3 Papier Die Streifen etwa eindimensior
R. L. STEPHENS Schleicher & 2.5 X 25 cm oder 35 cm
A. BARRETO Schiill zo43 b lang 4
W. A. MURRILL oder Whatman
No. 1
S. 8. Brock 4 Celluloscsiule 5 g Papier Whatman No. 1 Séulenchron
R. L. STEPHENS standard zermalmt und tographie
W. A. MURRILL mit Azeton durchgewaschen
C G. SULLIVAN 6 Kieselgel G, 30 g Kieselgel G -+ 60 ml cindimensio1
L.. R. BraDY Schichtdicke Wasser; 20 X 20c¢cm;
V. E. TYLER, JR. 0.2 mm Aktivation go Min. 4
bei 105°
H. PP. RAAEN 9 Kieselgel G, Dasselbe und weiter die eindimensior
Schichtdicke Kiesclgelschichtregelung
0.2 mm auf die Streifen ftir 4
cinzelne Proben
D P. E. Kamp 10 Cellulose —_ zweidimensit

W. M. pE WiIr

L. (Merck)

0
0

ausserdem wurden mit frisch vorbereiteten Losungsmittelmischungen andere Ergeb-
nisse erzielt, als mit den einige Tage alten Lésungsmitteln.

Die von SULLIVAN ¢¢ al.® erarbeitete Diinnschichtchromatographie sollte die
oben erwihnten Mingel der vorgehenden Verfahren vermeiden.

BENEDICT ¢t al.” haben durch Chromatographie nach SuLLIVAN et al.% in IFer-
mentationsprodukten von Galerina marginata (Pholiota marginata Batsch) Amanitine
nachgewiesen, als Vergleichversuch hat ein methanolischer Extrakt aus pulver-
trocknem Amanita phalloides gedient. Sie haben hier andere Rp-Werte gefunden.
Tabelle II gibt die Rp-Werte der Diinnschichtchromatographie. Dabei wurde die
Amanitin-Identitit durch andere chromatographische Methoden mit denselben Er-
gebnissen fiir die beiden Muster beglaubigt.
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ngsmittel Auftragungs- Tvennungs- Rp-Werte Bemerkungen
menge zeit

»bere Phase der ctwa 10 sl 43 Std. PHD = o.50 Rp-Werte gelten fur
nnten Emulsion: Losungs- «-AMA = o.41 cindimensionale Chroma-
wylithylketon—Azeton— mittel B B-AMA = o.24 tographic im System A
ser (20:2:5) PHN = 0.6-0.65
{thylformiat-Azeton— 42 Std.
ser (100:145:40) Loésungs-

mittel A
»bere Phasc der ctwa 10 el PHD = o.17 Durch die Papierimpregna-
nnten Emulsion: ct-AMA = 0.17 tion wurden die verschie-
wylithylketon— pB-AMA = o.05 denen Rp-Werte fiir PHD
on—-Wasser (20:2:8) y-AMA = 0.28 und y-AMA errecicht,

wwldthylketon— ctwa 300 ul 40 Min.
on—-Wasscr-n-IButanol | oder 2 Std.
3i5:1)

ianol-Methylithyl- ctwa

n(r:1) 5~100 el
wiederholt
2 ul

lethylithyvlketon— 5—20 ul

on—Wasser (30:3:5)
vlethyldthylketon—
on—Wasscr-n-Butanol
3:5:1)

nicht angefiithrt

o-AMA
B-AMA

o-AMA
B-AMA

(Loésungsmitteliiber-

('

0

0.46
0.23

fluss: B < &« < 9)

nicht angeftihrt

dic anders zusammen-
fliessen wiirden

Anwendung der Methode:
P. CATALTFOMO UND
V. E. TyLer, Jr.S

Anwendung der Methode:
Be~NeEDICT ¢f al.?
TyrLier et al.B

TYLER ¢t al® erforschten mit dieser Methode die Anwesenheit von Amanita-
Toxinen in den amerikanischen giftigen Knollenpilzen A. phalloides, A. verna, A.
virosa und A. bisporigera, Durchschnittliche Rp-Werte sind auch in der Tabelle 11

angegeben.

RAAEN? bewirkte einige Verbesserungen an SULLIVAN’s® Verfahren, und zwar -

vor allem durch die IFformung der Kieselgelschichten: durch Rillen Verteilte sie die
Platte in Streifen fiir die Trennung der einzelnen Proben. Die Streifen wurden im
unteren Teil von beiden Seiten durch runde Einschnitte verengt. Die so gemachten
Chromatogramme geben schirfer gefarbte I'lecken, wie man durch Vergleichen einer
farbigen Beilage in der Originalarbeit beurteilen kann. Fiir die Chromatographie
wurden hier die nach SULLIVAN ¢f al.® zubereiteten Platten benutzt. Kommerzielle
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TABELLE II
Rp-WERTE DER DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE

Sullivan et al.®  Benedict et al.? Tyler et al.®

A. phalloides G.marvginata

- a-AMA 0.46 _ 0.38 0.36 - 0.44-0.47

B-AMA 0.23 0.20 0.18 0.21-0.24
y-AMA - —_— 0.51 0.48 —

Fertigplatten gaben keine befriedigende Ergebnisse. RAAEN? hat die diinnschicht-
‘ chromatographischen Methode nach SULLIVAN ¢f al.8 eingehend kritisiert und betonte,
 dass die Rp-Werte der einzelnen Amanitine nicht konstant waren, sondern mit der
- Form, dem Aktivationsgrad und dem Alter 'der chromatographischen Platten
schwankten. Auch die Menge des extrahierten Materials im getesteten Teil beeinflusst

- die Rp-Werte “Eine schematische Uberschicht von allen erwihnten Rp-Werten zeigt
- die Fig. 1.

T
o 7-AMA
T PHN  JaAMA
PHD - PHD
ppaMA L L pama [aama (TAMA @ o ayag pama
e a-AMA
‘ MA | .
rpama |7 MA AMA
T D L pama [PATA 8 pama §AAMA
Lo 1pAMA j
Litera-{) 2) “4) (6) (7) 8) diese
tur: Arbeit

Fig. 1. Schématische Ubgrsicht von allen erwihnten Rp-Werten.

VORBEREITUNG VON PILZEXTRAKTEN

- Die Autoren benutzten folgendes Verfahren zu Vorbereitung von Pilzextrakten.

(A) Die Probe war ein methanolischer Pilzextrakt, im Vakuum getrocknet?.

Im Niederschlag wurde die Peptidfraktion von Salzen (vorwiegend KCl) durch Pyridin

getrennt, das Pyridin-Supernatant wurde verdampft und aus dem Residuum eine

wissrige oder methanolische Losung hergestellt, so dass die Konzentration fiir jede
Komponente ungefihr 1/2 % war.

. .(B) Der kleingehackte, unzerquetschte Pilz wurde mit Methanol bedeckt, das
Gemisch wurde zum Sieden gebracht und weiterhin einige Minuten unter Riihren und -
. Zerquetschen des Pilzgewebes erwirmt3 4, Vom extrahierten Gewebe wurde alle Fliis-
- sigkeit entfernt, der verbliebene methanolische Extrakt bis zurn Trocknen verdampft,
‘wieder in Methanol gelést und ungeldste Teile durch Zentrifugieren getrennt. Die so
gewonnene moghchst hoch konzentrierte methanolische Ldsung wurde chromato-
graphiert. Wenn dieses Verfahren flir die Trennung (nicht nur fiir einfache Detektion)
von Toxinen benutzt werden soll, empfehlen einige Autoren?® folgende Massnahmen:
(i) Pilzgewebe im Methanol 1 Std. oder auch linger extrahieren, (ii) den methanolischen
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Extrakt verdampfen, die Trockensubstanz wieder in Methanol 18sen. Dieser Schritt
muss dreimal, bis zum Erreichen der Peptidkoagulation, wiederholt werden; (iii)
einen Papierstreifen von ungefihr 35 cm Lénge benutzen und das Chromatogramm
2 Std. entwickeln.

(C) Als Muster dienten methanolische Extrakte aus Pilzen, entweder roh oder
" wie folgt zubereitet’: das Pilzgewebe, 4 g, wurde mit Methanol (1oo ml) im Soxhlet-
Apparat extrahiert. Der Extrakt wurde bis 10° abgekiihlt und von den Nieder-
schlags-Resten durch Zentrifugieren getrennt. Reines Supernat wurde ungefihr
bis zu 20 ml auf dem Glithlampenverdampfer eingeéngt, nochmals bis ro° ab-
gekiihlt und zentrifugiert. Die reine I'liissigkeit, wozu vor Ablauf der Prezipitation
eine kleine Menge Wasser gegeben wurde, wurde dekantiert. Nach der Zentrifugation
wurde die wasserige-methanolische Iliissigkeit bis zum Trocknen verdampft und der
Rest wieder in Methanol geldst (in 4 ml). Mit so gereinigten Extrakten wurden bessere
Erfolge erreicht als mit den durch vorhergehende Verfahren vorbereiteten Extrakte
(B) nach Brock ¢f al®. RAAEN? hat konzentrierte methanolische Extrakte aus pulver-
trocknem A. phalloides durch Extraktion  im Soxhlet und durch Verdampfen des
Methanols aus dem Extrakt hergestellt.

(D) KAMP ef al.2® haben zur Bereitung der Probe fiir die Chromatographie das
Verfahren nach WIELAND ¢t al.'* benutzt : Frische I'ruchtkérper wurden in Methanol
extrahiert und nach einigen Tagen zerquetscht. Der Extrakt wurde filtriert und in
Vakuum bis Sirupkonsistenz verdampft. Durch Zugabe von 5—~10 Methanolvolumen
formte sich ein reichlicher Niederschlag von KCl und anderen Salzen, die durch
Filtrieren entfernt wurden. Das Methanol wurde nochmals verdampft, der Rest in
Wasser geldst, dazu wurden dann Pb-Azetat gegeben — solange es zum Niederschlag
kam, nicht linger. Das Pb-freie Filtrat wurde mit Ammoniumsulfat gesiittigt. So
wurde der Hauptteil von Toxinen ausgefillt. Die Toxine wurden auf dem Filter aufge-
fangen und davon mit kleinen Methanolportionen ausgewaschen. Das Endvolumen
wurde so eingestellt, dass 1 ml Extrakt 10 g vom Ausgangmaterial entsprach.

EMPFINDLICHKEITSGRENZEN

Die Empfindlichkeitsgrenzen bei der Diinnschichtchromatographie kénnen nach
TYLER et al.8 zufolge der Gesamtmenge von Amanitinen und des Volumens vom auf-
getragenen Muster schwanken. Doch mit Sicherheit kénnen etwa 0.3 ug reines «- oder
f-Amanitins nachgewiesen werden. Mit der Diinnschichtchromatographie auf Cel-
lulose?? lassen sich 1-2 ug «-Amanitins nachweisen.

Brock ¢t al. beobachteten3, dass die Papierchromatographie die Identifikation
von Toxinen in weniger als 0.1 g frischen Pilzgewebes moglich macht (was ungefihr -
8 pug «- und 5 ug f-Amanitins entspricht). Uber die Empfindlichkeit der Papierchro-
matographie nach WIELAND ¢f al.! siehe weiter bei den Reagenzien.

DIE REAGENZIEN ZUR TOXINDETEKTION
Eine Ubersicht geben WIELAND ef al.'. Wie man aus der Tabelle I1I ersehen
kann, verhiilt sich Phalloidin in einigen IFillen anders als die Amanitine. Die Differenz

wird durch unterschiedliche Struktur bedingt (auf dem Indolkern von Tryptophan
besitzen die Amanitine an der Stelle 6 eine Hydroxylgruppe, das Phalloidin nicht).
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TABELLEL III
UBERSICHT VON REAGENZIEN ZUR AMANITA-TOXIN DETEKTION

Reagens (nach): Favrbe . Litevatur
Phalloidin Amanitine
(a) Folin-Denis blau blau
(b) Millon gelbbraun gelbbraun
(c) Tollens . — - schwarz
(d) Pauly gelb rot I
(e) KI-Stirke unter Verwen-
dung von Cl,-Gas graublau graublau
(f) Zimtaldehyd-HCI-Gas hellblau violett
(g) Emerson (Modifikation
nach Eisdorfer, Post) —_ purpurbraun 10

Von den angefithrtcn Reagenzien haben das System Zimtaldehyd-HCli-10,12
und die Reaktion mit Pauly’s Reagens?!. 56,8 praktische Anwendung erreicht. Zimt-
aldehyd haben alle Autoren deshalb benutzt, weil ungiftige Begleitstoffe mit diesem
Reagens rotbraune, ockerfarbene und gelbe Flecken geben, die man gut von der
blauen oder violetten Farbe des Phalloidins oder der Amanitine unterscheiden kann.

Die Reaktion mit Zimtaldehyd in gasférmigem Chlorwasserstoff geniigt auch
fiir den Beweis von Phalloidin, wenn bei der Reaktion eine hohe Konzentration von
Chlorwasserstoff gewihrleistet ist. Das Phalloidin gibt eine gelbbraune Farbe, die sich
ausserhalb der HCl-Atmosphire voriibergehend in hellblau &ndert, jedoch bald ver-
schwindet. Die Amanitine firben sich im HCIl-Gas violett, ausserhalb der HCl-At-
mosphire verschwindet die Farbe ebenfalls langsam. In einem TFlecken mit einem
Durchmesser von etwa 1 cm auf dem Papier kann man noch 1 ug Amanitin und 10 ug
Phalloidin nachweisen.,

Zur Reaktion mit Pauly’s Reagens (= diazotierte Sulfanilsiure) verwenden
wir nur frisch bereitetes Reagens. Mit Amanitinen entstehen rote Flecken, mit Phal-
loidin tritt nur bei hoheren Konzentrationen eine nicht sehr empfindliche Gelbreaktion
ein. SULLIVAN ef a/.® haben beschrieben, dass auf Diinnschicht die mit Pauly’s Reagens
gefirbten Amanitin-Flecken rosafarbig sind und dass diese Reaktion ungefihr 10 mal
empfindlicher ist als die Reaktion mit dem System Zimtaldehyd-HCI.

Toxikologischen Nachweis mit Hilfe der Papierchromatographie nach WIELAND
et al.r haben ABUL-HAjJ ef al.1?2 nach Verarbeitung von 400 g Lebergewebe eines Ver-
storbenen gegeben. Die Anwesenheit von «- und y-Amanitin wird als umstritten ange-
fiihrt; soweit es den Autoren bekannt ist, wurden Amanita-Toxine in Menschen-
gewebe nach tdédlicher Vergiftung das erste Mal identifiziert.

VERSUCHSTEIL

Wir haben die in der Einleitung angefiihrte chromatographische Methoden
sowohl auf Papier, als auch mit Hilfe der Diinnschichtmethode gepriift. Die Diinn-
schichtchromatographie hat sich bei uns am besten bewihrt. Die Plattenvorbereitung
mit der Aktivierung ist langwierig, deshalb beschrinkten wir uns schliesslich auf die
Beniitzung von Fertigplatten. )
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Kieselgelplatien

Von den IFertigplatten haben wir uns nach der Erprobung der Platten ‘“‘DC
Alufolien Kieselgel IF 254 Merck’’ und ‘‘Silufol’’, resp. ‘‘Silufol UV 254"’ fiir die beiden
letzt genannten entschieden. Die Platten ‘“‘Silufol’’ haben néamlich eine geniigend feste
Kieselgel-Schicht, die wihrend ihrer Formierung nicht loskommt. (Die Platten ‘‘Si-
lufol”” erzeugt in der CSSR die Firma ‘‘Kavalier”, in der B.R.D. die Firma ‘‘Serva-
IFeinbiochemica’’ u. Co. GmbH, Heidelberg.)

Plattengestaltung :

Zuerst haben wir die nicht formierten Platten benutzt, spiter haben wir ver-
schiedene I"ormungsweisen gepriift, von welchen sich die auf der Fig. 2. dargestellte
Streifenform bestens bewihrt hat. '

N

™y POTEST PP ) S

DOOOO

\ e

T2l Yot e
—i —
152

Fig. 2. Der untere linke Rand der Regelungsplatte.

Die angegebene Anordnung stimmt, was den Abstand des aufgetragenen Mus-
ters vom unteren Rand, die Fleckenbreite und das Eintauchen der Platte in das
Losungsmittelsystem anbelangt, mit der Firmenanweisung der Silufol-Platten iiber-
ein. Die eigentliche Gestaltung fiilhrt man mit Hilfe eines Korkbohrers durch: die
Streifen graviert man mit der Spitze, deren angeschliffene Fliche 1 mm breit ist.
Von den runden Flichen entfernt man durch Abkratzen und folgendes Absaugen mit
einem weichem PVC-Schlauch das Kieselgel véllig, bis die spiegelglatte Aluminium-
folie zum Vorschein kommt. Bei der Streifengravierung ist darauf zu achten, dass die
Aluminiumfolie nicht auf die Papierschicht durchreibt. Um den ‘‘Randeffekt’’, der
ein ungleichmissiges Aufsteigen des Laufmittels in verschiedenen Plattenteilen ver-
ursacht, zu verhindern, muss man auch mindestens 2 mm von der Kieselgelschicht auf
jedem senkrechten Plattenrand abkratzen.

Die Probenauftragung

Die Proben trigt man iiblicherweise auf, und zwar an der schmalsten Stelle
des Streifens oder ein wenig darunter. Wir haben die halbsteife Polyithylenpipette
benutzt, bei welcher das Volumen der durch die Kapilaritit angesaugten Proben 5 ul
(die Hilfte der Pipette) bis 10 ul (die volle Pipette) betrug.

Waschen der Pipette vor Auftragung. Vor der Auftragung einer neuen Probe
wurde die Pipette nacheinander mit Wasser und weiter mit Methanol (L6sung even-
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tueller Toxispuren) durchgewaschen und schliesslich mit Azeton unter Absaugen
durch eine Wasserstrahlpumpe getrocknet.

Ldsungsmittelsystem zur Entwicklung

Wir haben einige Losungsimittetgemische gepriift, von denen bewihrte sich das
System Methylithylketon-Methanol (1:1) fiir ‘“‘Silufol” am besten. Zur Chromato-
graphie muss man doppelt destillierte Losungsmittel benutzen. Massgebend ist die
Reinheit des Methylithylketons (Siedepunkt 79.6°). Da es mit 21.4 g % Wasser ein
Azeotrop bildet, ist es nétig, vor der Destillation mit CaCl, zu trocknen. Methyl-
dthylketon ist bei direktem Tageslicht nicht stabil. Deshalb haben wir das System
in den Kammern tiglich frisch zubereitet und das Methylithylketon in dichtver-
schlossenen Flaschen im Dunkel gelagert.

Die Entwicklungszeit fiir die Platten ‘‘Silufol’” 150 X 150 mm (Schichtdicke
des Kieselgels mit dem Stirkeverbindungsglied o.1 mm) bei Temperaturen von 1g—22°
und dem Volumen der Kammer war 40-50 Min.

Die Detektion

Zimtaldehyd—HC!. Die 1 %-ige Losung des Zimtaldehyds im Methanol wurde
jeweils frisch zubereitet. Als (frans-)Zimtaldehyd (= Phenylakrolein) wurde einer-
seits unser eigenes Erzeugnis (aus dem Benzaldehyd und Azetaldehyd bei Anwesen-
heit von NaOH mit Hilfe der Reaktion nach Claisen und Schmidt) und andererseits
ein Erzeugnis der englischen Firma Halewood Chemical Ltd. ohne wesentliche Unter-
schiede benutzt.

Nach Eintrocknen der methanolischen Lésung wurde die Platte in eine Kammer,
die konzentrierte HCl enthielt, eingelegt. Die vertikale Einstellung der Platte iiber
dem HCIl-Dampf, wie sie bisher angewendet wurde, hat sich bei uns wegen der sin-
kenden Konzentration der HCl-Dimpfen im oberen Teil der Kammer nicht bewihrt.
Deshalb benutzten wir eine Glaswanne mit konzentrierter, tdglich frischer HCIl, in
die das Chromatogramm horizontal, die Kieselgelschicht nach unten, auf 4 Verdampf-
schalen mit rundem Boden eingelegt wurde. (Beinahe Punktkontakt mit dem Chro-
matogramm.) Die Farbung des Chromatogramms in der durch eine Glasplatte zu-
gedeckten Kammer wurde mit Hilfe eines unter dem Kammergrund aufgestellten
Spiegels beobachtet.

Die Anfirbung der IFlecken ist gewdhnlich in § Min. erreicht: Die Chromato-
gramme haben wir den HCI-Dimpfen regelmissig 15 Min. ausgesetzt, nicht linger
(nach RAAEN? soll das Farbintensititsmaximum nicht spiter als nach 20-30 Min,
erreicht werden). Das Nachzeichnen der Farbflecken muss man unmittelbar nach
dem Herausnehmen des Chromatogramms aus der HCl durchfiihren, weil die Flecken
allméhlich verschwinden (die intensivsten bleiben jedoch selbst nach einigen Stunden
sichtbar).

Pauly’s Reagens (diazotierte Sulfanilsiure). Wir haben mit Erfolg das folgende
modifizierte Reagens benutzt: 0.9 Sulfanilsiure wurde durch Erwdrmung in g ml
konz. Salzsédure geldst und auf 100 ml erginzt. Weitere Losungen waren: 4.5 % NaNO,
und ro % Na,CO,. Vor der Verwendung wurden die ersten zwei Lésungen im gleichen
Verhiltniss gemischt und bis zu 0°~+ 5° abgekiihlt. Dieses Gemisch wurde kurz vor
der Verwendung mit einer gleichen Menge abgekiihlter Sodalésung gemischt. Nach
dem Aufspritzen haben sich auf den Platten rote Flecke verschiedener intensitit ge-
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formt, selbst an den Stellen, wo die Detektion mit Zimtaldehyd-HCI fast nicht sicht-
bar war. Die IFlecken sind relativ bestindig, erst nach einigen Tagen verbleicht die
rote FFarbe etwas.

Tollen’s Reagens. Die Detektion durch einige Verfahren!® war weniger erfolg-
reich, gute Erfolge gab das Verfahren nach PRICE ef al.l%: das Chromatogramm be-
spritzt man mit 5 ml 1 9% AgNO; in Methanol, zu dem man o.4 ml konzentriertes
NH,OH gibt. Nach UV-Bestrahlung aus einer Entfernung von 10 cm waren die
Flecken bis zu 3 Min. sichtbar.

Detektion durch stabile Diazotate. Orientierend haben wir 17 Muster von stabilen
Diazotaten gepriift und aus ihnen 8 entnommen, mit denen man die Toxindetektion
durchfithren konnte: p-Nitrobenzendiazoaminochlorid (Firma Bayer), Naphthanyl-
Blau-Diazosalz (Firma Gurr), Echtrot-GG-Salz, Echtrot TR, Echtrot RC, Echtrot B,
Echtrot GG und Echtblau 3. Ungefihr 1—2 mg des stabilen Diazotats in 5 ml Wasser
wurden zum Bespritzen des Chromatogramms benutzt. Eine folgende Bespritzung
wurde mit 0.1 NV NaOH unternommen. (Die Verwendung von Ammoniakdimpfe auch
bei betridchtlicher Verdiinnung hat sich wegen der diffusen I"irbung des Chromato-
grams nicht bewihrt.)

Alle durch die angewendeten Detektionsweisen gefundenen IFlecken waren iden-
tisch mit den durch Zimtaldehyd-HCI entstandenen IFlecken, nur bei Tollen’s Reagens
entstehen durch unspezifische Reduktion noch weitere Flecken.

Mustervorbercitung fiiv die Chromatographie: Standard

Fiir die Gabe des reinen kristallischen «-Amanitins und Phalloidins sind wir
Herrn Prof. Dr. THEODOR WIELAND (Max-Planck-Institut, Chemische Abteilung,
Heidelberg, B.R.D.) zu Dank verpflichtet.

Die Extrakte aus Amanita phalloides wurden auf verschiedene Weise herge-
stellt: nach WIELAND ¢t al.ll, spiter mit unseren verschiedenen Verfahren, von denen
das definitive an einer anderen Stelle beschrieben wird!s, (Das Prinzip: Extraktion
des Pilzgewebes durch Methanol, Destillation, Verdiinnung durch Wasser, Lipid-
stoffausschiittlung durch Chloroform, Zugabe von wasserfreiem Na,SO,, Toxinver-
dringung durch (NH,),SO,,Isopropanolausschiittlung und L&sung des getrockneten
Restes im Methanol.) Kleine Pilzmengen verarbeiten wir auf folgende Weise: den
frischen Pilz homogenisieren wir mit Wasser, kochen ihn 10-20 Min. und filtrieren.
Das kalte IFiltrat schiitteln wir mit Chloroform aus. Auf roo ml der abkochten Menge
geben wir 40 g wasserfreien Na,SO, und nach Auflésen 20 g (NH,),SOy, zu. Sobald
durch milde Erwirmung auch dieses Salz geldst wurde, schiitteln wir dreimal mit
durch wasserfreiem Na,SO, getrockneten Isopropanol aus, und nach Filtrieren ver-
dampfen wir auf den Wasserbad bis zum Trocknen. Den Rest 1dsen wir in einer kleinen
Menge Methanols auf und chromatographieren.

Parallel wurden Muster aus anderen Pilzen hergestellt.

ERGEBNISSE

Die erreichten Ergebnisse dokumentieren wir durch IFarbenphotographien der
Chromatogramme und eine anschliessende Tabelle IV der Rp-Werte.

Die Art und die Qualitit der Platten machen keinen grossen Unterschied und
auch die Aktivierung, oder umgekehrt das Belassen der Platten an der Luft dussert
sich nicht wesentlich.
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TABELLE IV

Rp-WERTE VON AMANITA-TOXINEN BEI CHROMATOGRAPHIE AUF '‘SILUFOL”’

Abkiirzungen: PHD = Phalloidin; AMA = Amanitin. Die in der Siule ‘* Andere (X)”' erwihnte bl
Farbe ist mit Zimtaldehyd—-HCl-Detektion gewonnen.

Muster Vorbercitung : o-AMA p-AMA y-AMA PHD
(Literatuyr)
o-AMA Standard (Geschenk 0.64 £ 0.06 — — —

von Herrn Prof.
Dr. Tn. WIELAND)

PHD Standard (Geschenk — —_ — . 0.55 & 0.0
von Herrn Prof.
Dr. Tun. WIELAND)

A. phalloides .
Ernte 1968 nach WigLaND!! 0.65 4 0,06 0,47 -+ 0.08 0.76 - 0.05
frischer Pilz

A. phalloides

Ernte 1969, unsere Methodels 0.64 -k 0.05 0.48 4 0.04 —
frischer Pilz
A. vivosa 0.78 - 0.04
Ernte 1963 und unsere Methodel® 0.69 -k 0.06 —
1969 getrockneter
Pilz
A. phalloides
Ernte 1968 Modifikation unseres 0.65 4= 0.06 0.45 = 0.05 0.74 - 0.06 —
frischer Pilz Verfahrens®, siche
Bemerkung?
A. phalioides
Ernte 1968 Modifikation unseres 0.66 -t 0.07 — — —
frischer Pilz Verfahrens®, siche
Bemerkunge
Gesamtwerte: —_ 0.65 4 0.06 0©0.47 L 0.06 0.75 - 0.05 0.55 4+ 0.0

o Modifikation unseres Verfahrens: nach Entfernung von Lipidstoffen durch Chloroform wu
der toxinhaltige wissrige Teil zur Sirupkonsistenz auf dem Vakuumrotationsverdampfer eingeengt 1
mit wasserfreiem Na,SO, getrocknet. Folgende enthaltene Trockensubstanzen wurden gelagert und end
auf verschiedene Weise extrahiert.

b Die Extraktion der Trockensubstanz lowxne—VaZSO, durch Methanol unter Hitze, Pyridin-Dop;
extraktion von Riickstand.

¢ Die Extraktion der Trockensubstanz Toxine-Na,SO,4 durch verschiedenc Losungqmlttel ur
Hitze und auch unter KKithlung (12 Gruppen von verschiedenartig vorbereiteten Mustern).

Von betrichtlicher Bedeutung fiir die Trennungsqualitiit ist die Plattengestal-
tung (einschliesslich der Randmodifikation) und eine einwandfreie Losungsmittelrein-
heit. Die Losungsmittel muss man immer- doppelt destillieren und unter Standard-
bedingungen getrennt lagern, am besten im Kiihlschrank (Kiihle, Dunkelheit).

Die Reproduzierbarkeit der Rp-Werte der einzelnen Toxine ist verhiltniss-
missig gut. Schlechte Resultate werden vor allem durch wesentlich unterschiedliche
Musterkonzentrationen, durch die Menge von Nebenstoffen und Verunreinigungen
und auch durch ihr gegenseitiges Verhiltniss erhalten.

Aus unserer statistischen Ausarbeitung der Rp-Werte geht hervor dass die
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eve (X) 7 Plattenzahl
o-AMA B-AMA y-AMA PHD X a-AMA B-AMA y-AMA PHD X
41 —_ — —_ — 15 — —_— —_ —_—
R — — I0 p— —_— — — 3 ——
-+ 0.06 26 20 10 _— 7 22 17 o] — 7
=+ o0.02 39 37 — 14 13 12 — 7
4 4
4 — — — 3 — — —
46 28 13 -— — 24 I2 9 — —
93 — — — — 58 — — —_ —
-+ 0.06 7
* o.02 249 85 27 I0 14 135 41 22 3 I4

Trennungsfaktoren reproduzierbar sind, unter Vorbehalt moglicher Schwankung in

der angewandten Breite.

Das Vergleichen mit einem Standard (reiner Stoff oder Standardextrakt) ist
deshalb immer ratsam, besonderes bei der Einfithrung der Methode.

Grundsiitzlich kann man sagen, dass der Chromatographische Nachweis von
A. phalloides Toxinen auf den Nachweis von Amanitine eingestellt wird. Er ist zweifel-
los weit empfindlicher und zuverlédssiger als der Phallotoxin Nachweis. IFarbe und
Form der FFlecken bei den Amanitinen ist viel charakteristischer. In unserer Anordnung
gibt a-Amanitin einen sehr kompakten I'lecken, die typische Form des -Amanitin-
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(A)

Fig. 3. Photographie von Chromwtogmmmcn (A) Dctcktlon llmtalclehyd—H(,l (.twa. 15 1 V[m.
ausserhalb der HCI-Atmosphéire. 6 Streifen von links: etwa 6, 5, 4, 3, 2 und 1 ! von dem mit
unserer Mcthodel® vorbercitenen 4. phalloides-IExtrakt. 1 ul entspricht hier ungefihr 2 sz Phal-
loidin, 1.6 ug «-Amanitin und 1 g f-Amanitin. Weitere drei Streifen: e-Amanitin-Standard-
l6sung 5, 1o und 15 pug. Dreiletzte Streifen: negative Reaktionen. (13) Detektion: Pauly’s-Reagens.
6 Streifen von links und die zwei weiteren Streifen, wie bei (A). Weitere Streifen: negative Reak-
tionen. Auf den Platten waren die Kieselgelrandzonen nicht entfernt (" Randeffekt’ beim ersten
Chromatogramm).

Fleckens ist das Hufeisen, mit der Konvexitit zur Chromatogrammiront gerichtet.

Wir haben eine deutliche Toxinabnahme (vor allem von Phalloidin) in &lteren
getrockneten Priparaten von A. phalloides und auch in einige Jahre alten 4. virosa-
Trockenpriparaten, wo auch B-Amanitin nicht erfasst wurde, festgestellt. (FFur die
Gabe getrockneter Pilzkdrper von 4. virosa — Pilzernte 1963 — danken wir auf diesen
Weg Herrn PhMr KAREL VoNES, Apotheke Mé&fin.) Die Bestindigkeit der Toxine ist
also nicht unbegrenzt und zeigt sich ausser im schon erwdhnten Altern der Trocken-
substanz auch beim lingeren Sieden in Pyridin. Die Extraktherstellung mit Hilfe von
Pyridin empfehlen wir nicht. Zur Toxinabnahme kommt es auch durch langfristiges
Stehen von Pyridinextrakten. (Wir haben mit wasserfreiem, doppelt destilliertem
Pyridin gearbeitet.)

Die Toxinabnahme haben wir auf den Einfluss der Oxydation bezogen und
probeweise die Wirkung des Wasserstoffsuperoxyds als Oxydationsmittel bei der Neu-
tralreaktion gepriift. Schon nach kurzer Einwirkung des 2 % H,0, (die Endkonzen-
tration) wurde das Verschwinden des blauen Fleckens mit Ry = 0.20 aus der Phallo-
toxinengruppe beobachtet. Na,S,0, in einer Endkonzentration von ca. 5% hatte
keinen Einfluss auf die Fleckenintensitit noch in Normalextrakten, noch in den Ex-
trakten nach Peroxyd-Behandlung. Mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie in
der erwihnten Anordnung ist es uns nicht gelungen Flecken mit Ry und IFarbcharak-
teristik dhnlich der der Amanita-Toxine, in ikgendeinem anderen Knollenpilz nach-
zuweisen. (Es wurden 4. muscarm, A. pantherina und vor allem die verwandte 4.
citrina gepriift.)

Den Toxinbeweis im Pilz A. phalloides eraehten wir deshalb als zuverlissig,
vorteilhaft und verhiltnisméissig schnell. Die Ausnutzung von fertigen diinnschicht-
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chromatographischen Platten erleichtert die Arbeit sehr. Durch ihre Gestaltung (ein-
schliesslich der Randmodifikation) kann man eine gute Trennung mit ziemlich gut
reproduzierbaren Rp-Werten erreichen.

Die Diinnschichtchromatographie gewidhrt eine verhiltnismissig schnelle und
zuverlissige Auskunft iiber das Vorkommen von zyklischen Polypeptiden der Amani-
tin- und Phalloidin-Typen, unter gewissen Voraussetzungen:

(1) Der Extrakt muss aus frischen Pilzen gewonnen und standardmaissig durch
Isopropanol Ausschiittlung gereinigt werden.

(2) Im Gegensatz zu RAAEN? benutzen wir handelsiibliche chromatographische
Platten ‘‘Silufol”’, die sich zu diesem Zwecke ausgezeichnet bewihrt haben und die
man nicht vor der Verwendung aktivieren muss.

(3) Die Platten gestalten wir einschliesslich der Randmodifikation.

(4) Die bewegliche Phase muss immer frisch aus gereinigten L&sungsmitteln
zubereitet werden.

(5) Die Platte ordnen wir bei der Zimtaldehyd-HCIl-Detektion immer horizontal
mit der Kieselgelschichte zum Spiegel der konz. HCl an.

(6) IFiir die sichere Identifizierung auf jeder Platte benutzen wir zur Vergleichung
Standardextrakt aus A. phalloides.

(7) Die zuverlissigste Detektionsart ist mit Zimtaldehyd-HCI, die es erlaubt,
ungefihr 1-2 ug des a-Amanitins zu entdecken; die Phallotoxin-Detektion ist viel
weniger empfindlich und zuverlassig.

DANK

Wir danken herzlich Frau Dr. med. HEppa und Herrn Dr. med. NORBERT
ROMHILD aus Leipzig fiir die sorgfiltige Korrektur der deutschen Ubersetzung.

ZUSAMMENFASSUNG

Vergleich einiger Methoden und bisheriger Erfahrungen bildeten eine Basis fiir die
Ausarbeitung schneller Verfahren, die mit Hilfe der formierten Fertigplatten ‘‘Silufol”
(150 x 150 mm, o.I mm Kieselgelschicht) und des Systems Methylidthylketon-Me-
thanol (1:1) eine erfolgreiche diinnschichtchromatographische Trennung von Ama-
nita-Toxinen erlauben. Bei Einhaltung der empfohlenen Massnahmen gelten die
folgenden Rp-Werte fiir die einzelnen Toxine: a-Amanitin: 0.65 4 0.06 (2 = 249),
B-Amanitin 0.47 &+ 0.06 (n = 85), y-Amanitin0.75 4- 0.05 (# = 27), Phalloidin 0.55+
0.02 (# = 10). Ausserdem war es moglich zwei Flecken mit Phallotoxin-Charakter zu
identifizieren. Ihre R;-Werte betrugen 0.20 4 0.0z (12 = 14) und 0.47 4 0.06 (1 = 7).
Die Detektion wurde mit Zimtaldehyd-HCl (Empfindlichtkeit von 1-2 ug «-Amani-
tin) und Pauly’s Reagens durchgefiihrt; versuchsweise wurden auch einige stabile
Diazotate gepriift.
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