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Instit~ut ftiv :Werlizi?t~iscltc Chemie clcr Universz’tiit in Briilzn, Brwo (TscJtccJ~osZownJzei) 

(Eingcgangcn a111 6. Juli 1970) 

SUMiVAR\ 

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 150 mm, 0.1 mm silica gel layer) were used together with 
a methyl ethyl ketone-methanol (I : I) system for the successful thin-layer chromato- 
graphic separation of amanita tosins. By observing the recommended parameters the 
following RF values for separate toxins were obtained: a-amanitin = 0.65 -+ 0.06 

( ?Z = 249), p-amanitin = 0.47 & 0.06 (12 = $3~)~ y-amanitin = 0.75 -& 0.05 (rt = 27), 
phalloidin = 0.55 & 0.02 (92 = IO). In addition, it was possible to identify two spots 
which showed a phallotoxin character with RF values of 0.20 & 0.02 (n = 14) and 
0.47 & 0.06 (2~ = 7), respectively. The detection was made by cinnamaldehyde-HCl 
(sensitivity 1-2 ,ug of rr-amanitine) and by Pauly’s reagent: some stable diazotates 
were also esamined experimentally. 

EINLEITUNG 

Das Bedtirfnis des Nachweises tosischer Polypeptiden in verschieden verar- 
beiteten Estrakten aus Amanitn ;hhnZloides und die Bemtihung, bei menschlichen 
Vergiftungen Pilzreste zu identifizi.eren, ftihrte uns zum chromatographiscllen Studium 
der Amanita-Tosine. 

Unser Ziel war die Ausarbeitung einer schnellen, arbeitsmassig anspruchslosen, 
aber dabei doch verlasslichen Methodik. 

Eine tibersicllt der bisherigen chromatographischen Verfahren zur Trennung 
von Amanita-Tosinen gibt die Tabelle I. 

Nach SULLIVAN und Mitarbeiterr? haben die alteren Methodenr-4, gewisse 
Mange1 und ihre Verwendung bei Pilzextrakten erfordert erhebliche Erfahrung, urn 
einem Fehlscl~luss zu verhindern. Die Auftragung grosser Mengen konzentrierter 
methanolischen Extrakten, wie BLOCK und Mitarbeitern3 empfohlen haben, gab oft 
gestreifte und schiefe Chromatogramme, vielleicllt durch die Anwesenheit begleitender 
Lipide verursacht. Die von WIIZLAND et al .l benutzte L%ungsmittelmischung bildet’ 
eine Emulsion, die vor der Verwendung zentrifugiert sein muss und weder diese, noch 
das modifizierte System nach BLOCK ct nL3 geben reproduzierbare Ergebnisse. Die 
Rp-Werte der Amanitine schwanken stark mit der Grijsse der aufgetragener Menge, 
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UBERSICHT VON CHROivfATOGRAPHISCHEN METHODEAN ZUIZ TRIENNUNG VON AMANITA-TOSINEN 

Abktirzungen: PHD = Phalloitlin, PHN = Phalloin, AMA = Amanitin. 
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ausserdem wurden mit frisch vorbereiteten Lijsungsmittelmischungen andere Ergeb- 
nisse erzielt, als mit den einige Tage alten Ltjsungsmitteln. 

Die von SULLIVAN et aLo erarbeitete Diinnschichtchromatographie sollte die 
oben erwZhnten Mgngel der vorgehenden Verfahren vermeiden. 

BENEDICT et al.7 haben durch Chromatographie nach SULLIVAN et a,?.” in Fer- 
mentationsprodukten von Gnlerina marginata (Pholiota marginatn Batsch) Amanitine 
nachgewiesen, als Vergleichversuch hat ein methanolischer Extrakt aus pulver- 
trocknem Amanita fihalLoide.s gedient. Sie haben hier andere RI,--Werte gefunden. 
Tabelle II gibt die -RF-Werte her Dtinnschicl~tchromatographie. Dabei wurde die 
Amanitin-1dentitZ.t durch andere chromatographische Methoden mit denselben Er- 
gebnisscn fiir die beiden Muster beglaubigt. 
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)bcrc Phase tier ctwa IO /I1 
nntcn Enlulsion : 
lyl~thyllccton-Azcton- 
jcr (20 : 2 : 5) 
~thylformiat-Azcton- 
;cr (100: 1.15 :_+o) 
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/T-AMA = 0.05 
y-AMA = 0.2s 

nicht angcftilirt 
oclcr 2 Std. 

a-AM.4 == 0.43 
p-AMA = 0.17 

a-AM.4 = 0.46 
p-AM.4 = 0.23 

(LBsunjismittcliibcr- 
iluss : p < I% < ;,) 

nicht allgcflihrt 
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uncl y-AMA crrcicht, 
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Anwcnclung clcr Mcthotlc : 
I’. CATALrzoaro USD 
1’. E. ‘rYLl<R, jR.G 

----- --__--_ __~ -_-._--.- - 

T\-LER ct al.8 erforschten mit dieser Methodc die Anwesenheit von Amanita- 
Tosinen in den amerikanischen gift&n Knollenpilzen A. ~h?loides, A. vcm.a, A. 
vivosn uncl A. bis$ovigcra, Durchsclmittliche RF-Werte sind au& in der Tabclle II 
angegeben. 

RAAEN~ bewirkte einige Verbesserungen an SuLtrvAN ‘s” Verfahren, und zwar .. 
vor allem durch die Formung der IGeselgelschicl~ten : 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 Einsclmitte verengt. Die so gemachten 
Chromatogramme geben scl&rfer gefsrbte Flecken, wie man durcll Vergleichen einer 
farbigen Beilage in der Originalarbeit beurteilen kann. Fiir die Chromatographie 
wurden bier die nach SULLIVAN at aLO zubereiteten Platten benutzt. I~onm~erzielle 
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TABELLE II 
&PWLRTE DER D6NNSCHI~HTCHROMATOGRAPHIE 

Sullivan et atea Benedict et al.7 Tyler et aLs 

A. plratloz’des G. marginala 

&-AMA 0.46 0.38 0.36 o-44-0*47 
@-AMA “s.23 0.20 0.18 0.21-0.24 
y-AMA ; - 0.51 0.48 - 

Fertigplatten gaben keine befriedigende Ergebnisse. RAAENO hat die dtinnschicht- 
chromatographischen Methode nach SULLIVAN et ala6 eingehend kritisiert und betonte, 
da& 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 Rr;l-Werte. Eine schematische Vberschicht von allen erwghnten Rp-Werten zeigt 
die Fig. I. 

Liteey- (I) ( 
: 

1 t-41 (61 m (81 diem 
Arbeit 

Fig. I. Schcmatische Ubersicht von allcn erwtihntcn Rp-Werten# 
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1 
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DdMA 

_ a.AMA ’ rAMA 
a:AMA 

p-AMA ,&lMA 

II y-AMA 
II a-AMA 

*. PHD 
a-AMACd-fl SSMA 

J PAMA mm 

VORBEREITUNG VON PILZEXTRAHTEN 

Die Autoren benutzten folgendes Verfahren zu Vorbereitung von Pilzextrakten. 
(A) Die Probe war ein methanolischer Pilzextrakt, im Vakuum getrocknetr. 

Im Niederschlag wurde die Peptidfraktion von Salzen (vorwiegend KCl) durch Pyridin 
getrennt, ,das Pyridin-Supernatant wurde verdampft und aus dem Residuum eine 
wassrige oder methanolische Lijsung hergestellt, so dass die Konzentration fur jede 
Komponente ungefahr 1/2 y0 war. 

.(B) Der kleingehackte, unzerquetschte Pilz wurde mit Methanol bedeckt, das 
Gemisch wurde zum Sieden gebracht und weiterhin einige Minuten unter Rtihren und 
Zerquetschen des Pilzgewebes erwgrmt 3s *. Vom extrahierten Gewebe wurde alle Fltis- 
sigkeit entfernt, der verbliebene methanolische Extrakt bis zum Trocknen verdampft, 
wieder in Methanol gel&t und ungelijste Teile durch Zentrifugieren getrennt. Die so 
gewonnene‘ maglichst hoch konzentrierte methanolische L&sung wurde chromato- 
graphiert. Wenn dieses Verfahren ftir die Trennung (nicht nur ftir einfache Detektion) 
von Toxinen ben.utzt werden ~011, empfehlen einige Autoren3 folgende Massnahmen : 

(i) Pilzgewebe im Methanol I Std. oder such langer extrahieren, (ii)’ den methanolischen 
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E.utrakt verdampfen, die Trockensubstanz wieder in Methanol lijsen. Dieser Schritt 
muss dreimal, bis zum Erreichen der Peptidkoagulation, wiederbolt werden ; (iii) 
einen Papierstreifen von ungeftihr 35 cm Lange bcnutzen und das Chromatogramm 
z Std. entwickeln. 

(C) Als Muster dienten methanoliscbe Extrakte aus P&en, entwecler rob oder 
i wie folgt zubereitet “: das Pilzgewebe, 4 g, wurde mit Methanol (IOO ml) im Soxlllet- 

Apparat estrahiert. Der Estrakt wurde bis IO’ abgekiihlt uncl von den Nieder- 
schlags-Resten durch Zentrifugieren getrennt. Reines Supernat wurde ungefahr 
bis zu 20 ml auf dem Gltihlampenverdampfer eingeengt, nochrnals bis roe ab- 
gekiihlt uncl zentrifugiert. Die reine Fltissigkeit, wozu vor Ablauf der Prezipitation 
eine kleine Menge Wasser gegeben wurde, wurde dekantiert. Nach der Zentrifugation 
wurde die wasserige-methanolische Fltissigkeit bis zum Trocknen verdampft und der 
Rest wieder in Methanol gel&t (in 4 ml). Mit so gereinigten Estrakten wurden bessere 
Erfolge erreicht als mit den durch vorhergehende Verfahren vorbereiteten Estrakte 
(B) nach IZ1~ocIc ct al .3. RAAEN~ hat konzentrierte methanolische Estrakte aus pulver- 
trocknem A. fih~alloides clurch Estraktion. im Soshlet und durch Verdampfen des 
Methanols aus dem Extrakt hergestellt. 

(D) ICAMP et ah lo haben zur Bereitung der Probe fur die Chromatographie das 
Verfahren nach WIBLAND et cd .ll benutzt : Frische Fruchtkiirper wurclen in Methanol 
estrahiert und nach einigen Tagen zerquetscht. Der Estrakt wurcle filtriert und in 
Vakuum bis Siruykonsistenz verdampft. Durch Zugabe von 5-10 Methanolvolumen 
formte sich ein reichlicher Niederschlag von KC1 und anderen Salzen, die durch 
Filtrieren entfernt wurden. Das Methanol wurde nochmals verdampft, der Rest in 
Wasser gel&t, dazu wurden dann Pb-Azetat gegeben - solange es zum Niederschlag 
kam, nicht lgnger. Das Pb-freie Filtrat wurde mit Ammoniumsulfat gesattigt. So 
wurde der Hauptteil vonToxincn ausgefallt. Die Tosine wurden auf dem Filter aufge- 
fangen und clavon mit kleinen Methanolportionen ausgewaschen. Das Endvolumcn 
wurde so eingestellt, class I ml Estrakt IO g vom Ausgangmaterial entsprach. 

Die Empfindlichkeitsgrenzen bei der Dtinnsclrichtcl~ron~atograplne konnen nach 
TYLER et a,?.* zufolgc! der Gesamtmenge von Amanitinen uncl des Volumens vom auf- 
getragenen Muster schwanken. Doch mit Sicherheit ktinnen etwa 0.3 ,ug reines TV- ocler 
/3-Amanitins nachgewiesen werclen, Mit der Dtinnschich tchromatographie auf Cel- 
lulose’” lassen sich. I-Z ,ug cc-Amanitins nachweisen. 

BLOCK ct al. beobachteten”, dass die Papierchromatographie die Identifikation 
von Tosinen in weniger als 0.1 g frischen Pilzgewebes moglich macht (was ungefahr . 
spg ez- und 5 ,~g @-Amanitins entspricht). uber die En~pfincllichkeit cler Papierchro- 
matographie nach \YIr:LANI> et de1 sielz weiter bei den lieagcnzien. 

DIE RBAGISNZIRN ZUR TOSINI.)I~TI~I~TION 

Eine CJbersicht geben WIELAND et nl.‘. Wie man aus der Tabelle III ersehen 

kann, verMt sic11 Phalloidin in einigen Fgllen anders als die Amanitine. Die DXerenz 

wird durch unterschiedliche Struktur bedingt (auf dem Inclolkern von Tryptophan 

besitzen clie Am&tine an cler Stellc G eine Hyclrosylgruppe, das Phalloidin nicht). 
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TABELLE III 

UBERSICHT~~N REAGENZIEN ZVR AMANITA-TOXIN DETEKTION 

Reagens (nach) : Farbe Literatarr 

Phalkoidin Amanitine 

(a) Folin-Denis 
(b) Millon 
(c) Tollens 

blau bla’u 
gclbbraun gelbbraun 
- schwarz 1 . . 

Pauly gelb rot I 
ICI-Stsirke unter Verwen- 

dung von C&-Gas graublau graublau 
Zimtaldehyd-HCl-Gas hellblau violett 1 

Emerson (Modifikation 
nach Eisdorfer, Post) - purpurbraun IO 

Von den angeftihrton Reagenzien haben das System Zimtaldehyd-HCll-1% 12 
und die Reaktion mit Pauly’s Reagensl~G~0~8 praktische Anwdndung 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 rnit Zimtaldehyd in gasfbrmigem Chlorwasserstoff gentigt such 
ftir den Beweis von Phalloidin, wenn bei der Reaktion eine hohe Konzentration von 
Chlorwasserstoff gew5hrleistet ist. Das Phalloidin gibt eine gelbbraune Farbe, die sich 
ausserhalb der HCl-Atmosphgre vortibergehend. in hellblau andert, jedocli balcl ver- 
schwindet. ‘Die Amanitine fsrben sich im HCl-Gas violett, ausserhalb der HCl-At- 
mosphgre verschwindet die Farbe ebenfalls langsam. In einem Flecken mit einem 
Durchmesser von etwa I cm auf dem Papier kann man noch I ,ug Am,anitin und IO pug 
Phalloidin nachweisen. 

Zur Reaktion mit Pauly’s Reagens (= diazotierte Sulfanil&iure) verwenden 
wir nur frisch bereitetes Reagens. Mit Amanitinen entstehen rote Flecken, mit Phal- 
loidin tritt nur bei hijheren Konzentrationen eine nicht sehr empfindliche Gelbreaktion 
ein. SULLIVAN et ad.0 haben beschrieben, dass auf Dtinnschicht die mit Pauly’s Reagens 
gefarbten Amanitin-Flecken rosafarbig sind und dass diese Reaktion ungefahr IO ma1 
empfindlicher ist als die Reaktion mit dem System Zimtaldehyd-HCl. 

Toxikologischen Nachweis r-nit Hilfe der Papierchromatographie nach WIELAND 

et al.1 haben ABUL-HAJ et aZ.l2 nach Verarbeitung von 400 g Lebergewebe eines Ver- 
storbenen gegeben. Die Anwesenheit von a(- und y-Amanitin wird als umstritten ange- 
ftihrt; soweit es den Autoren bekannt ist, wurden Amanita-Toxine in Menschen- 
gewebe nach tijdlicher Vergiftung das erste Ma1 identifiziert. 

VERSUCHSTIXL 

Wir haben die in der Einleitung angefiihrte chromatographische Methoden 
sowohl auf Papier, als such mit Hilfe der Dtinnschichtmethode geprtift. Die Dtinn- 
schichtchromatographie hat sic11 bei uns am besten bew&rt. Die Plattenvorbereitung 
mit der Aktivierung ist langwierig, deshalb beschrZnkten wir uns schliesslich auf die 
Beniitzung von Fertigplatten. 
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Kieselgel~latten 

551 

Von den Fertigplatten haben wir uns nach der Erprobung der Platten “DC 
Alufolien Kieselgel F 254 Merck” und “Silufol”, resp. “Silufol UV 254” fur die beiden 
letzt genannten entschieden. Die Platten “Silufol” haben n%mlich eine geniigend feste 
Kieselgel-Schicht, die wahrend ihrer Formierung nicht loskommt. (Die Platten “Si- 
lufol” erzeugt in der CSSR die Firma “Kavalier”, in der B.R.D. die Firma “Serva- 
Feinbiochernica” u. Co. GmbH, Heidelberg.) 

Plattengestaltung 
Zuerst haben wir die nicht formierten Platten benutzt, sp%er haben wir ver- 

schiedene Formungsweisen geprtift, von welchen sich die auf der Fig. 2. dargestellte 
Streifenform bestens bewBihrt hat. 

. 

-a 

Fig. 2. Dcr untcrc linke lbmcl clcr Rcgelungsplstte. 

Die angegebene Anordnung stimmt, was den Abstand des aufgetragenen Mus- 
ters vom unteren Rand, die Fleckenbreite und das Eintauchen der Platte in das 
Lijsungsmittelsystem anbelangt, mit der Firmenanweisung der Silufol-Platten tiber- 
ein. Die eigentliche Gestaltung ftihrt man mit Hilfe eines Korkbohrers durch: die 
Streifen graviert man mit der Spitze, deren angeschliffene I%che I mm breit ist. 
Von den runden Flachen entfernt man durch Abkratzen und folgendes Absaugen mit 
einem weichem PVC-Schlauch das Kieselgel v6llig, bis die spiegelglatte Aluminium- 
folie zum Vorschein kommt. Bei der Streifengravierung ist darauf zu achten, dass die 
Aluminiumfolie nicht au.f die Papierschicht durchreibt. Urn den “Randeffekt”, der 
ein ungleichm%siges Aufsteigen des Laufmittels in verschiedenen Plattenteilen ver- 
ursacht, zu verhindern, muss man such mindestens 2 mm von der Kieselgelschicht auf 
jedem senkrechten Plattenrand abkratzen. 

Die Proben tragt man tiblicherweise auf, und zwar an der schmalsten Stelle 
des Streifens ocler ein wenig darunter. Wir haben die halbsteife Polyathylenpipette 
benutzt, bei welcher das Volumen der durch die Kapilaritgt angesaugten Proben 5 ,ul 
(die Hglfte der Pipette) bis IO ~1 (die volle Pipette) betrug. 

TJ’ascheqz &r Pificttc 7xw Auftnzgung. Vor cler Auftragung einer neuen Probe 
wurde die Pipette nacheinander mit Wasser und weiter mit Methanol (Losung even- 
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tueller Toxispuren) durchgewaschen und schliesslich mit Azeton unter Absaugen 
durch eine Wasserstrahlpumpe getrocknet. 

LGsungsmittelsystem zz4r Entwicklztng 
Wir haben einige Lij.sungsm&t&$+mische geprtift, von denen bewahrte sich das 

System Methylgthylketon-Methanol (I : I) fur “Silufol” am besten. Zur Chromato- 
graphie muss man doppelt destillierte Lijsungsmittel benutzen. Massgebend ist die 
Reinheit des Methyl~thylltetons (Siedepunkt 79.6”). Da es mit 21.4 g y0 Wasser ein 
Azeotrop bildet, ist es niitig, vor der Destillation mit CaCl, zu trocknen. Methyl- 
Zthylketon ist bei direktem Tageslicht nicht stabil. Deshalb haben wir das System 
in den Kammern taglich frisch zubereitet und das Methyl~thylketon in dichtver- 
schlossenen Flaschen im Dunkel gelagert. 

Die Entwicklungszeit .ftir die Platten “Silufol” ISO x 150 mm (Schichtdicke 
des Kieselgels mit dem Starkeverbindungsglied o. I mm) bei Temperaturen von Ig--22 o 
und dem Volumen der Kammer war 40-50 Min. 

Die Detelztion 
Zimtaldehyd-HCZ. Die I %-ige Lijsung des Zimtaldehyds im Methanol .wurde 

jeweils frisch zubereitet. Als (tragzs-)Zimtaldehyd (= Phenylakrolein) wurde einer- 
seits unser eigenes Erzeugnis (aus dem Benzaldehyd und Azetaldehyd bei Anwesen- 
heit von NaOH rnit 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 Losung wurde die Platte in eine Kammer, 
die konzentrierte HCl enthielt, eingelegt. Die vertikale Einstellung der Platte fiber 
dem HCl-Dampf, wie sie bisher angewendet wurde, hat sich bei uns wegen der sin- 
kenden Konzentration der HCl-DZmpfen im oberen Teil der Kammer nicht bewahrt. 
Deshalb benutzten wir eine Glaswanne mit konzentrierter, taglich frischer HCl, 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 FBrbung des Chromatogramms in der durch eine Glasplatte zu- 
gedeckten Kanuner wurde mit Hilfe eines unter dem Kammergrund aufgestellten 
Spiegels beobachtet. 

Die Anfarbung der Flecken ist gewijhnlich in 5 Min. erreicht;’ Die Chromato- 
gramrne haben wir den HCl-Dampfen regelmgssig 15 Min. ausgesetzt, nicht langer 
(nach RAAEND sol1 das Farbintensitatsmaximum nicht spster als nach 20-30 Min. 
erreicht werden). Das Nachzeichnen der Farbflecken muss man unmittelbar nach 
dem Herausnehmen des Chromatogramms aus cler HCl durchfiihren, weil die Flecken 
allm.~l~licl~ verschwinden (die intensivsten bleiben jedoch selbst nach einigen Stunden 
sichtbar). 

Pa&y’s Reagens (diazotierte Satlfa~cilsiiurc). Wir haben mit Erfolg das folgende 
modifizierte Reagens benutzt : 0.9 Sulfanils&ure wurde durch Erwgrmung in g ml 
konz. Sal&iure gel&t und auf IOO ml erganzt. Weitere Losungen waren: 4.5 y0 NaNO, 
und IO *?* Na,CO,. Vor der Verwendung wurden die ersten zwei Lijsungen im gleichen 
Verh8ltniss gemischt und bis zu o”- + 5 O abgekiihlt. Dieses Gemisch wurde kurz vor 
der Verwendung mit einer gleichen Menge abgektihlter Sodalijsung gemischt. Nach 
dem Aufspritzen haben sich auf den Platten rote Flecke verschiedener intensitat ge- 

J. ClJroma%7., 53 (1970) 515-555 



CHROMATOGRAPHISCHE ANALYSIZ VON TOSINBN AUS Awn&n fihaiioides 553 

formt, sell& an den Stellen, wo die Detektion mit Zimtaldehyd-HCl fast nickt sicllt- 
bar war. Die Flecken sind relativ bestandig, erst nach einigen Tagen verbleicllt die 
rote Farbe etwas. 

l’oL,?e~z’s Xenge~zs. Die Detektion durclr einige Verfahrenl3 war weniger erfolg- 
reich, gute Erfolge gab das Verfabren nacll PRICE et aZ.l”: das Cln-omatogramm be- 
spritzt man mit 5 ml I O/~ AgNO, in Metllanol, zu dem man 0.4 ml konzentriertes 
NH,OH gibt. Nacb, UV-Bestralrlung aus einer Entfernung von IO cm waren die 
Flecken bis zu 3 Min. sichtbar. 

Dctektion durclz stabile Diazotnte. Orientierend haben wir 17 Muster von stabilen 
Diaxotaten gepriift und aus illnen 5 entnommen, mit denen man die Tosindetektion 
durcbftillren konnte : +Nitrobenzendiazoaminoclllorid (Firma Bayer), Naplrtllanyl- 
Blau-Diazosalz (Firma Gurr), E&trot-GG-Salz, Eclltrot TR, Eclltrot RC, E&trot 13, 
Eclltrot GG und Eclltblau 13. Ungefaihr 1-2 mg des stabilen Diazotats in 5 ml Wasser 
wurden zum Bespritzen des Chromatogramms benutzt. Eine folgende Bespritzung 
wurde mit 0.1 .ii NaOH unternommen. (Die,Verwendung von Ann-nonialtd~mpfe such. 
bei betrachtlicller Verdiinnung hat sick wegen der diffusen l%rbung des Chromato- 
grams nicl1.t bewalirt .) 

Alle durcll die angewendeten Detektionsweisen gefundenen Flecken waren iden- 
tiscb mit den durcll Zimtaldel~yd-HCl entstandenen Flecken, nur bei Tollen’s Reagens 
entstehen durch. unspezifisclle Reduktion noch weitere Flecken. 

Fur die Gabe des reinen kristallischen a-Amanitins und Phalloidins sind wir 
Herrn Prof. Dr. THIZODOR WIELAN~ (Mas-Plan&-Institut, Cllemisclle Abteilung, 
I-Ieidelberg, B.R.D.) zu Dank verpfliclltet. 

Die Estrakte aus Ama~dz y5lcaZZoides wurden auf versclliedene Weise llerge- 
stellt : nach WIELAND et CZ~.~~, spater mit unseren versclliedenen Verfakren, von denen 
das definitive an einer anderen Stelle besclu-ieben wirdl”. (Das Prinzip: Estraktion 
des Pilzgewebes durch Methanol, Destillation, Verdiinnung durck Wasser, Lipid- 
stoffaussclliittlung durch Cllloroform, Zugabe von wasserfreiem Na,SO,, Tosinver- 
drangung durch (NH,) ,SO,,Isopropanolaussclziittlung und Ltisung des getrockneten 
Restes im Methanol.) Kleine Pilzmengen verarbeiten wir auf folgende Weise: den 
friscben Pilz llomogenisieren wir mit Wasser, kochen ilm 10-20 Min. und filtrieren. 
Das kalte Filtrat sclltitteln wir mit Cllloroform aus. Auf IOO ml der abkocllten Menge 
geben wir 40 g wasserfreien Na,S04 und nach Auf&en 20 g (NH,),S04, zu. Sobald 
durcll milde ErwZrmung aucb dieses Salz gelijst wurde, scbtitteln wir dreimal mit 
durcb. wasserfreiem Na,SO, getrockneten Isopropanol aus, und nacb Filtrieren ver- 
dampfen wir auf den Wasserbad bis zum Trocknen. Den Rest lose11 wir in einer kleinen 
Menge Methanols auf und chromatographieren. 

Parallel wurden Muster aus anderen Pilzen llergestellt. 

ERGIZBNISSE 

Die erreicllten Ergebnisse dokumentieren wir durcll Farbenphotograpllien der 
Cl~romatogramme und eine anschliessende Tabelle IV der XI,*-Werte. 

Die Art und die Qualitat der Platten machen keinen grossen Untersclricd und 
aucll die Aktivierung, oder umgekehrt das Belassen der Platten an der Luft aussert 
sick nicllt wesentlicli. 
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TABELLE IV 

RF-WERTE VON AMANITA-TOXINEN BEI CHROMATOGRAPHIE AUF “SILUFOL” 

Abktirzungen: PHD = l?halloiclin; AMA = Amanitin. Die in clcr S%ulc “ Anderc (S)” erwshnte bl 
Farbe ist rnit Zimtaldehyd-HCl-Detelction gcwolinen. 

h!rzcster Vorbereitzcng : 
(LitCSWlW) 

a-A MA /I-A MA y-A MA PHD 

a-AMA 

PHD 

A. phalloides 
Ernte 1968 
frischcr Pilz 

A. plralloides 
Ernte 1969, 
frischer Pilz 

A. virosa 
Ernte 1963 und 
1969 getrockneter 
Pilz 

A. plaalloidcs 
Ernte 1968 
frischer Pilz 

A . $?ralloides 
Ernte 1968 
frischer Pilz 

Gesamtwerte : 

Standard (Geschenk 
von Herrn Prof. 
Dr. TH. WIELAND) 

Standard (Geschenk 
van Herrn Prof. 
Dr. TH. WIELAND) 

0.64 & 0.06 - - - 

- - - 0.55:& 0.0 

nach WIELAND’~ 0.65 + 0.06 0.47 f 0.08 0.76 & 0.05 

unserc MethodelG 

unsere Methodel” 

Modifikation unseres 
Verfahrensa, siehe 
Bcmerkungb 

Modifikation unseres 
Verfahrensn, siehe 
Bemerkungc 

- 

0.64 f 0.05 0.48 & 0.04 - 

I 

0.78 + 0.04 

o.Gg & 0.06 - 

0.65 -4, 0.06 0.45 rt 0.05 0.74 -&- 0.06 - 

0.66 -& 0.07 - -. - 

0.65 4 0.06 0.47 f 0.06 0.75 -f 0.05 0.55 f 0.0’ 

a Modifikation unseres Verfahrens: nach Entfernung von Lipidstoffcn durch Chloroform wu 
der toxinhaltige wsssrige Teil zur Sirupkonsistenz auf dem Vakuumrotationsverclan~pfer cingeengt 1 
mit wasserfreiem Na,SO, gotrocknet. Folgencle enthaltencTrockensubstanzen wurden gclagert und end 
auf verschiedene Woise cxtrahiert. ,. 

b Die Extraktion der Trockensubstanz Toxine-NagSO,, clurch Methanol unter Hitzc, Pyridin-Dopl 
extraktion von Rtickstancl. 

0 Die Extraktion der Trockensubstanz Toxine-Na,SO, durch verschiedenc Liisungsmittel UT 

Hitze und such unter I<tihlung (12 Gruppen van verschiedennrtig vorbercitcten Mustern). 

Von betrZchtlicher Bedeutung fiir die Trennungsqualitgt ist die Plattengestal- 
tung (einschliesslich der Randmodifikation) und eine einwandfreie LBsungsmittelrein- 
heit. Die LCsungsmittel muss man immer, doppelt destillieren und unter Standard- 
bedingungen getrennt lagern, am besten im Kiihlschrank (Ktihle, Dunkelheit). 

Die Reproduzierbarkeit der R$-Werte der einzelnen Toxine ist verh&ltniss- 
m&sig gut. Schlechte Resultate werden vor allem durch wesentlich untersclziedliche 
Musterkonzentrationen, durch die Menge von Nebenstoffen und Verunreinigungen 
und such durch ihr gegenseitiges VerhUtniss erhalten. 

Aus unserer statistischen Ausarbeitung der Rp-Werte geht hervor, dass die 
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eve (X) 91 Plattenzald 

a-AMA /V-A MA y-AMA PHD X cc-AMA ,%A MA y-AMA PHD X 

41 - 

- - 

& 0.04 26 20 

f 0.02 39 37 

4 - 

46 2s 

93 - 

& o.oG 
& 0.02 249 S5 

- - - 15 - 

- IO - - - 

IO - 7 22 I7 

- 1-I I3 12 

I3 - - 24 12 

- - - 5s - 

27 IO 7 
I4 

I35 41 

- - - 

- 3 - 

9 - - 

22 3 14 

Trcnnungsfaktoren reproduzierbar sind, unter Vorbchalt m8glicher Schwankung in 
der angewanclten Breite. 

Das Vergleichen mit einem Standard (reiner Stoff oder Stanclardextrakt) ist 
deshalb immer ratsam, besonderes bei cler Einfiihrung der Met&ode. 

Gruncls&tzlich kann man sagen, dass der Cllromatographiscl~e Nachweis von 
A. ;hlznlloddcs Toxinen auf den Nachweis von Amanitine eingestellt wird, Er ist zweifel- 
10s weit empfindlicher und zuverl%siger als der Phallotosin Nachweis. Farbe und 
Form cler Flecken bei den Amanitinen ist vie1 charakteristischer. In unserer Anordnung 
gibt a-Amanitin einen sehr kompakten Flecken, die typische Form des @-Amanitin- 
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Fig. 3. Photographic von Chromatogrammcn. (A) Dctektion : %imtalclehycl-I-ICl, ctwa rg Min. 
susscrhalb clcr EECI-AtmosphKre. 6 Strcifen von links: etwa 6, 5, 4, 3, 2 uncl I ~41 von clcm mit 
unserer McthoclelG vorbercitenen A. p/rallo&zs-Extrakt. I ,LLI entspricht hicr ungcf5hr 2 /~g Phal- 
loiclin, 1.6 pg a-Amanitin uncl I pg @-Amanitin. Weitere clrci Strcifcn: cc-Amanitin-Standartl- 
1Bsung 5, IO uncl 15 pg. Drei lctztc Streifen : negative Rcalctioncn. (l3) Dctektion: Pnul~'s-IRcagcns. 

6 Streifen van linlcs uncl clie zwci weitercn Streifcn, wit bci (A). Weitcrc Strcifcn: ncgativc Rettk- 
tionen. Auf den Plattcn waren clie ICicsclgelralldzoncIl nicht cntfcrnt (” Rnncleffckt” bcim crstcn 
Chromatogramm). 

Fleckens ist das Hufeisen, rnit der Konvexitst zur Chromatogrammfront gerichtet. 
Wir haben eine deutliche Toxinabnahme (vor allem von Phalloidin) in 5lteren 

getrockneten Prgparaten von A. j4nZZoicEes und such in einige Jahre alten A. virosa- 

Trockenpr%paraten, wo such /3-Amanitin nicht erfasst wurde, festgestellt. (Fiir die 
Gabe getrockneter Pilzkarper von A. virosa - Pilzernte 1963 - danken wir auf diesen 
Weg Herrn PhMr KAREL VONES, Apotheke MEFin,) Die BestZndigkeit der Tosine ist 
also nicht unbegrenzt und zeigt sic11 ausser im schon erwglznten Altern der Trocken- 
substanz such beim lzngeren Sieden in Pyridin. Die Estraktherstellung mit Hilfe von 
Pyridin empfehlen wir nicht. Zur Toxinabnahme kommt es such durch langfristiges 

, Stehen von Pyridinextrakten. (Wir haben mit wasserfreiem, doppelt clestilliertem 
Pyridin gearbeitet .) 

Die Toxinabnahme haben wir auf den Einfluss der Osydation bezogen und 
probeweise die Wirkung des Wasserstoffsuperoxyds als Oxydationsmittel bei der Neu- 
tralreaktion geprtift. Schon nach kurzer Einwirkung des z y-, H,Oz (die Endkonzen- 
tration) wurde das Verschwinden des blauen Fleckens mit Rp = 0.20 aus der Phallo- 
toxinengruppe beobachtet. Na,S,O, in einer Endkonzentration von cn. 5 y0 hatte 
keinen Einfluss auf die Fleckenintensitst noch in Normalextrakten, no& in den Ex- 
trakten nach Peroxyd-Behandlung. Mit Hilfe der Diinnsclriclztchromatographie in 
der erwghnten Anordnung ist es uns nicht gelungen Flecken mit RF und Farbcharak- 
teristik &hn\ich der der Amanita-Toxine, in &endeinem anderen Knollenpilz nach- 
zuweisen. (Es wurden A. wzuscaria, A. $mtherina und vor allem die verwandte A. 
citrz’na gepriift .) 

Den Toxinbeweis im Pilz A. fihnlZoicZes era23;ten wir deshalb als zuverlgssig, 
vorteilhaft und verhtiltnism~ssig schnell. Die Ausnutzung von fertigen diinnschicht- 
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chronl~atograpl~liscl~,e~~ Platten erleichtert die Arbeit sebr. Durch ihre Gestaltung (ein- 
schliesslicb der Randmodifikation) kann man eine gute Trennung mit ziemliclz gut 
reproduzierbaren Xl,--Werten erreiclzen. 

Die Dtinnscl~iclztcl~romatograpl~ie gewshrt eine verh%ltnism%sig schnelle und 
zuverl$sige Auskunft tiber das Vorkommen von zykliscben Polypeptiden der Amani- 
tin- und Phalloidin-Typen, unter gewissen Voraussetzungen : 

(I) Der Estrakt muss aus frischen Pilzen gewonnen und standardmassig durch 
Isopropanol Ausschtittlung gereinigt werden. 

(2) Im Gegensatz z’u RAAEN~ benutzen wir handelstibliche chromatographische 
Platten “Silufol”, die sic11 zu diesem Zwecke ausgezeichnet bewghrt haben und die 
man nicbt vor der Verwendung aktivieren muss. 

(3) Di*e Platten gestalten wir einscbliesslich der Randmodifikation. 
ewegliche Phase muss immer friscb aus gereinigten Lijsungsmitteln 

,uber$?etD:“,rien. c J 

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

(6) Ftir die sicbere Identifizierung auf jeder Platte benutzen wir zur Vergleichung 
Standardextrakt aus A. fihalZoides. 

(7) Die zuverlassigste Detektionsart ist mit Zimtaldelzyd-HCl, die es erlaubt, 
ungefabr I-Z ,ug des a-Amanitins zu entdecken; die Pballotoxin-Detektion ist vie1 
weniger ernpfindlicb und zuverlassig. 

\Vir danken berzlich Frau Dr. med. HEDDA und Herrn Dr. med. NOIIBIZRT 
R~SIHILD aus Leipzig fur die sorgfaltige Korrektur der deutschen ubersetzung. 

Vergleich einiger Methoden und bisheriger Erfahrungen bildeten eine Basis ftir die 
Ausarbeitung scbneller Verfabren, die mit Hilfe der formierten Pertigplatten “Silufol” 
(150 x ISO mm, 0.1 mm Kieselgelscbicht) und des Systems Metbyl%tbylketon-Me- 
than01 (I : I) eine erfolgreiclze dtinnscl~icl~tcl~romatograpl~iscl~e Trennung von Ama- 
nita-Toxinen erlauben. Bei Einbaltung der empfoblenen Massnabmen gelten die 
folgenclen XI,--Werte fur die einzelnen Tosine: a-Amanitin: 0.65 & 0.06 (?z = z4g), 
/3-Amanitin 0.47 & o.oG (la = Ss), y-Amanitin 0.75 & 0.05 (12 = 27), Phalloidin 0.55& 
0.02 (91. = IO). Ausserdem war es moglich zwei Flecken mit Phallotosin-Charakter zu 
identifizieren. Ibre Xp-Werte betrugen 0.20 j= 0.02 (12 = 14) und 0.47 -J= o.oG (92 = 7). 
Die Detektion wurde mit Zimtaldehyd-HCl (Empfindlicbtkeit von I-Z ,ug cz-Amani- 
tin) ~1x1 Pauly’s Reagens durcbgefiibrt ; versuclisweise wurden such einige stabile 
Diazotate geprtift. 
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