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Institul fitv Medizinische Chemie, J. E. Purkyné- Umvarsztat Komenius-Platz 2, Brno
( Tschechoslowakei) .

(Eingegangen am 14. Juli 1971)

SUMMARY

Chromatogmj)ky of Amanita toxins. I1. New method jfor the zdentzﬁcatwn of Amanita
toxins by means of tkm-layor chromeatography

A study was made of solvent systems for the thin-iayer chromatography of
toxins from Amanita phalloides on commercially prepared plates. The best results
were obtained with the system Butyl Cellosolve-25%, aqueous ammonia together
with 0.2%, cinnamaldehyde (the detection reagent as a component of the developmg
system) on Silufol plates.

The Ry values obtained were: a-amanitin = o. 36 4+ 0.u4 (# = 186), f-amani-
tin = 0.32 4= 0.03 (# = g7), y-amanitin = 0.51 4 0.07 (# = 65); these were all very
compact spots. The fourth spot of amanitin (Rr = 0.59 4 0.03, # = 7) was less
sharply defined. The sensitivity of the detection method with 01nnamalde11yde—HCl
is ca. ten-fold that in previously described methods. The limit of detection is o. 05 ug of
e~-amanitin, which is equivalent to ca. 1 mg of fresh mushroom,

The procedure described gives an improved separatlon of toxins, requires
much less work and time, and has a higher specificity even in the case of matenals
containing large amounts of impurities.

EINLEITUNG

*  Mit der vorliegenden Arbeit kniipfen wir an unsere Mitteilung?! an, in welcher
wir die Trennung von Amanita-Toxinen auf den Fertigplatten Silufol unter Verwen-
dung des Systems Methylathylketon—Methanol (x: I) nach SULLIVAN et al ? beschrie-
ben haben, X

- Bei der Kontrolle von Rohextrakten aus den P117en Amanita [:kalloula.s (Ernte
1970) hat sich gezeigt, dass der Rp-Wert von ﬁ-Amamtm (B-AMA) bei der obener-
withnten Chromatographle ‘bedeutend von der Menge einiger Begle1tstoffe-—-—v1elle1cht
Swlze—-abhémglg ist, die sich in' den Beginnphasen'des Isolationsverfahrens konzen-
trieren. Die Begleitstoffe haben den f-AMA-Fleck vor sich gepresst, der auf diese
Weise die beschriebene hufeisendhnliche Form mit der zur Chromatogrammfront
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318 V. PALYZA

gerichteten Konvexitdt bekommen hat. Weiterhin ist es hier zu einem Zusammen-
dringen von f-AMA-Flecken auf eine kleinere Fliche gekommen. Der Fleck wurde
auf diese Weise farbig ausdrucksvoller, was bei dem schrittweisen Verdiinnen von
Toxinen in der aufgetragenen Probe zu einer irrtiimlichen Schlussfolgerung der
B-AMA-Uberlegenheit fithren konnte. (Der f-AMA-Fleck war, noch deutlich, der
a-AMA-Fleck nicht mehr.)

Auch die Produktionstechnologie von Silufol-TFertigfolien wurde inzwischen
etwas verbessert. Die erwidhnten Tatsachen hatten uns gezwungen neue Lésungsmit-
telsysteme zu suchen.

EXPERIMENTELLES

Losungsmilttelsysteme

Losungsmittelsysteme wurden durch die Kombination folgender Stoffe zube-
reitet: Methylalkohol, Isopropylalkohol, #»-Butylalkohol, Azeton, Methylidthylketon
(2-Butanon), Methylpropylketon (2-Pentanon), Didthyldther, Athylformiat, Form-
amid, Dimethylformamid, Didthanolamin, Dimethylsulfoxid, Chloroform, Dichlor-
methan, Benzol, Essigsiure, 259, Ammoniak in wéissriger Losung (im Text als
NH,OH -angegeben), Methyl-Cellosolve (Athylenglvcolmonomethylather) Athyl-
Cellosolve (Athylenglycolmonomthylather) Butyl-Cellosolve (Athylenglycolmono-
butylither) und Wasser.

Von den erwihnten, zumeist redestillierten Stoffen, wurden fast 100 Lésungs-
mittelgemische zubereitet.

F ertzg]blatten

Silufol UV, (150 X I50 mm, Scluchtdlcke 0.I mm, Stiirke als Bindemittel),
Produktlonsnummer 731.511, 7.904.714, 8.802.712, 8.803.713, 0. 539.701 und Silufol
ohne UV-Indikator, Nr. 5. 839 705 wurden von der IFirma Kavalier, Tschechoslowakei,
bezogen.

. Versuchsweise wurden die Platten Polygram Cel 300 (Macherey, Nagel und Co.,

Duren, B.R.D.) und Alufolien Kieselgel Fy, Merck (E. Merck, A.G., Darmstadt,
B.R.D.) benutzt.

Platiengestaltung und Probenauftragung

Solange die Platten in die Streifen fiir Trennung von einzelnen Proben geteilt
wurden, sind die Streifen nicht mehr im unteren Teil durch runde Einschnitte nach
RAAEN3 verengt. Der Probenauftragungsort ist also die ganze Streifenbreite 15 mm
vom -unteren Plattenrand entfernt (Aufgetragen wurde mit halbsteifer Poly—
dthylenpipette, 5-10 ul.)

Wir haben auch nicht durch Strexfen geteilten Platten benut7t (Punktformlge
Auftragung mit Kalibrationskapillare, 2 ul, ebenfalls 153 mm vom unteren Platten-
rand. Die gegenseitige Entfernung der einzelnen Proben war 1o-15 mm.)

.In beiden Fillen'wurden die Platten 7-8 mm in die Losungsmlttelsclucht ein-
getaucht und liess man die Laufmittelfront bis zur horizontalen Rille 120 mm vom
Start entfernt, wandern Bei Platten wurden 2-mm breite Kxeselgelstrelfen an belden
Riéndern entfernt.
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Tig. 1. Schematische Darstellung der in Streifen geteilten Platte.

Vorbereitung von Pilzextvakien

Extrakte aus Amanita phalloides. Die Extrakte wurden wie in der vorigen Mit-
teilung?! beschrieben zubereitet.

Orientationstoxinennachweis in 1 g lezgeweba 18 frisches P117gewebe zerreiben
wir etwa I min lang mit 5 ml Methylalkohol in der Reibeschale. Wir filtrieren, und
konzentrieren den methanolischen Extrakt auf einem Wasserbad bis auf 1 ml Vo-
lumen. Die Konzentration der Lésung ist auch fiir die Auftragung von 2-ul Volumen
mit Kaltbratlonskaplllare geeignet.

Standard. Fiir Abgabe des reinen krlstalhschen a-Amanitins sind wir Herrn Prof

Dr. THEODOR WIELAND (Max-Planck-Institut, Chemische Abteilung, I-Iexdelberg,
B.R.D.) zu Dank verpflichtet.

N achwcas

1oml 19% frisch zubereltete Zlmtaldehyd—Losung in Methanol wurde zum
Bespruhen der 150 X 150 mm Platte benutzt. Nach dem Trocknen wurde die Platte
15 min lang HCl-Diampfen. ausgesetat.

Pauly’s Reagens (diazotierte Sulfanilsiure) wurde verwendet in Uberemstlm-
mung mit der vorigen Arbeit!,
Der Nachweis mit Zimtaldehyd als Bestandteil des . Laufmittels lwu'd welter

beschrieben. (Der Zimtaldehyd wurde gellefert von Halewood Chemical Co., Ltd.,
Great’ Bntam) , S
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ERGEBNISSE

Trennungssysteme

Von den gepriiften Lésungsmittelsystemen waren fiir Silufol-Platten vor allem
die Kombinationen unbrauchbar, die enthielten: Formamid und Dimethylformamid
(spiteres Loslassen der Kieselgelschicht), weiterhin Chloroform,' Dichlormethan,
Benzol, Dimethylsulfoxid und Diédthylédther (schlechte Trennung) und Essigsiure
(deformierte Chromatogramme).

Methylithylketon und Methylpropylketon mit h&herer Methylalkoholmenge
gemischt, zeigten zwei bis drei Amanitin-Flecke, deren Rp-Wert von den Mengen
Begleitstoffe abhingig war, was mit der in der Einleitung erwiithnten Tatsache iiber-
einstimmt,

Begleitstoffabtrennung war bei den Kombinationen deutlich, die Methyl-,
Athyl- oder Butyl-Cellosolve enthielten. Von diesen Cellosolven war fiir die weitere
Arbeit Butyl-Cellosolve am geeignetsten. Es ergab eine etwas bessere Fleckenunter-
scheidung und Begleitstoffabtrennung als Methyl- und Athyl-Cellosolve.

Ungewdhnlich intensive und scharf begrenzte Amanitin-Flecke entstanden mit
dem Gemisch Butyl-Cellosolve-259, wiissrige Ammoniaklésung.

Die Optimalergebnisse wurden mit dem Gemisch Butyl Cellosolve—NH,,OI—I
(7:3) erreicht. Die Trennungszeit dauerte fast 2 h. In einigen Féllen wurde jedoch
die ¢-AMA- und B-AMA-Abtrennung nicht erreicht, da beide Flecke in einander
iiberliefen, obwohl in der Probe eine geniigende Menge von 8-AMA vorhanden war,
Bei der statistischen Ergebnisseverarbeitung der Chromatographie von 125 Proben
wurden folgende Rp-Werte gefunden: a-AMA = 0.33 o4 0.05 (2 = 9g), f-AMA =
0.29 - 0.05 (# = 60) und y-AMA = 0.43 & 0.05 (1 = 53).

Zimlaldehyd als Bestandieil des Trannungssystems
Auf Grund des Befundes des oben angewandten Lésungsmittelsystems wurde
noch die Vereinfachungsmoglichkeit von Toxindetektion mit Hilfe Zimtaldehyd—-HCl
untersucht. Der weitere Grund fiir die Zugabe von Zimtaldehyd zum Trennungssys-
tem war die Annahme einer méglichen Reaktion zwischen dem Aldehyd und dem
Tryptophan-Rest des Toxinmolekiils schon wihrend der Chromatographie. Die
Rp-Werte der Reaktionsprodukte sollten von selbststindigen Toxinen zu unter-
scheiden sein, was zur besseren - und /9 AMA Fleckenabtrennung bzw. ausgeniitzt
werden kénnte. ‘
Dem Trennungssystem wurde Zimtaldehyd in Konzentrationen von o.1 bis
3% zugegeben. (Das Volumen Butyl-Cellosolve 4+ NH,OH ist hier als 1009, ermessen.)
Nach Emlegung der getrockeneten Platte in die HCl-Ddmpfe (15 min) zeigte Zimtal-
dehyd in einer Konzentration von 19, und héher ausser violett gefirbten IFlecken auch
einen diffusen gelben Chromatogrammhintergrund. Schrittweiser Konzentrationsab-
bau des Zimtaldehyds hat gezeigt, dass die zur Toxindetektion noch geniigende Kon-
zentration 0.1%, ist. Als Endwert haben wir 0.2%, gewihlt. Diese Konzentration des
Zlmtaldehyds war sicher geniigend zur Toxindetektion. Der Farbunterschied zwischen
dem Hmtergrund der entw1ckelten Platten und der ungefarbten Platten wurde ver-
nachlissigt: o
Zlmtaldehyd (o 29%,) ist im System Butyl- CFllosolve—NH40H rclatlv stahil.
Toxmennachwels war noch nach drei Tagen Stehen des Gemisches bei Labortemperatur
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TABELLE I

STATISTISCHE AUSWERTUNG VON R p-WERTEN
System: Butyl-Cellosolve—NH,,OH-Zimtaldehyd.

Toxin Rp (4 S.D.) =n
Standard a-AMA 0.36 (4 0.02) 73
Verschieden a-AMA 0.36 (- 0.04) 186
vorbereitete p-AMA 0.32 (& 0.03) 97
Extrakte aus y-AMA 0.51 (<4 0.07) 65

Amanita phalioides x-AMA 0.59 (= 0.03) 7

méglich. Regelmissig haben wir aber das tédglich frisch zubereitete System benutzt.
Die Chromatographieergebnisse von fiinf bis sechs Platten in demselben System
wihrend ca. 10-12 h ergaben keine Unterschiede, weder in der Toxinnachweisméglich-
Kkeit, noch in den Rp-Werten. Erst Chromatographie nach 24 und mehr Stunden fiithrte
zu leichter Rp-Wertenerhdhung und erkennbarer Firbung des Chromatogrammhln-
tergrunds.

Mittels der beschriebenen Chromatographle gefundene Rp-Werte von 186 ver-
schiedenen vorbereiteten Proben aus Amanita phalloides sind zusammen mit den
Werten des a-AMA-Standards in der Tabelle 1 angefuhrt

Aus der Tabelle I ist ersichtlich, dass man in sieben Fillen sogar den v1erten

Fleck von Amanitinnatur (x-AMA) identifizieren konnte. Die Trennungszeit dauerte
ca. 23—2% h bei 20-23°,

-— Y- AMA
o-AMA violett
. AW
4 -— [3-AMA
= p Phallotoxine
W il : /blau/
W e 3

L ' Begleitstoffe
[eeiv/

- - A rr
- .

Fig. 2. Dic Amamta-’roxmentrcnmmgim Sy'-\tcm Butyl-Cclloso]vc—NH,OH—?imtaldchyd auf der
in Streifen goteilten Platte.
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rlg 3 Dxe Amamta—Toxlnentrcnnung 1m System Butyl-Cellosolvc—-NH¢OII—Zuntaldchyd auf
der nicht gestalteten Platte, -

Die Amamta—Toxmentrennung dokumentleren wir ausserdem durch Photo-
graphien, welche die Chromatographie auf der in Streifen getellten Platte (1‘1g 2) und
auf der nicht gestalteten Platte (Fig. 3) zeigt. Auf der Fig. 2 kbnnen wir bei den
Proben 9 und 12 (hohere Konzentratlon) ausser drei violetter Amamtmen Flecke und
noch ein bis. zwei blaue Phallotoxin-Flecke unterscheiden. Auch die Phallotoxine, die
zwischen v1olettem ﬁ-AMA-I‘leck und gelbem Fleck der Begleltstoffe liegen, sind von
Begleltstoffen gut 'getrennt. Die einzelnen Proben wurden verschiedenartig zubereitet,
die Proben 6 und % sind der a-AMA-Standard’ (ca. I. 6 und 0.8 yg). Die Chromato-
gramme wurden etwa Io mm nach. Herausnehmen -aus der I-ICl Atmosphare photo-
graphlert : :

Emj:f ndlwkkett der Ckromatograpkze-M etlzada in Bezug auf den a-Amamtm-Standard

Durch. die wiederholte “schrittweise ‘Verdiinnung und Chromatograplue der
knstalhschen a-AMA-Probe wurde'die kleinste: Nachwelsmenge als 0.05 ug a-AMA
festgestellt (Der Rp-Wert ‘des’ Standards wurde in der Tabelle I angegeben) Die
gefundene- Empﬁndhchkelt ist etwa zehnmal héher als bisher erreicht wurde (siche
Ubersicht in Lit. 1). Wenn wir als Nachweisgrenze 0.08 ug a-AMA nehmen, dann
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entspricht diese Menge theoretisch r mg des trischen Pilzes (durchschnittlicher
a-AMA-Gehalt 8 mg%,). Die e-rAMA-Mengen, die sich 0.1 ug nahern oder sogar iiber-
schreiten, kann man schon mit Sicherheit identifizieren.

DISKUSSION

Die bisherigen chromatographischen Verfahren zur Amanita-Toxinentrennung
waren aus den verschiedensten Griinden wenig befriedigend, z.B. durch schlechte
Fleckenunterscheidung, kleine Fleckenkompaktheit, manchmal betrichtliche Rp-
Werte-Schwankungen, Abhédngigkeit von verschiedenem Aktivationsgrade der Diinn-
schicht, Notwendigkeit anspruchsvoller Plattengestaltung. Die Langwierigkeit des
Verfahrens wurde durch die Schichtvorbereitung beeinflusst. Ifast bei allen bishe-
rigen Methoden war die Abtrennung der Begleitstoffe ein ungeldstes "Problem.
Diese Stoffe haben die Amanita-Toxinenchromatographie betrichtlich beeinflusst.
Die Notwendigkeit die Begleitstoffe wenigstens teilweise vor der eigentlichen Chro-
matographie abzutrennen, hat verhiltnismaissig viel arbeitsintensive und zeitraubende
Verfahren zur Extraktreinigung gefordert. Der Toxinnachweis im angereicherten bio-
logischen Material im Harn war nicht zuverldssig, denn die Toxine konnten bei der
Zimtaldehyd-HCl-Detektion mit Stoffe fast gleicher Rp-Werte und ahnllcher Ver-
farbung verwechselt werden. '

Schon bei den ersten Chromatogrammen im System Butyl-Cellosolve-—NH,,OH
waren die Amanitinen-R p-Werte auffillig iibereinstimmend. Ungewéhnlich kompakte
Flecke bildeten die schmalen, kurzen Linien, welche auf die Bewegung der mobilen
Phase senkrecht wurden. Zusatz von Zimtaldehyd zu diesem System erméglichte
eine bessere - und B-AMA-Fleckenabtrennung, wahrschelnllch durch Bmdung
an das Toxinmolekiil schon wihrend der Chromatographie. v

Gleichzeitiges Studium der Plattenaktivitit (auch mit Hilfe der Stand'u'dfarb-
stoffe) hat die Unabhiingigkeit des chromatographischen Verfahrens von der Kiesel-
gel-Aktivitit gezeigt. Das ist ein weiterer unumstrittener Vorteil der neuen Methode.

Auch die Aufteilung in schmale, g—10 mm breite Streifen bedeutet Arbeitser-
leichterung. Obwohl man die Aufmerksamkeit der gleichmissigen Auftragungsart
widmen muss, ist dieser Faktor lange nicht so kritisch als frither. Auch bei der punkt-
férmigen Auftragung m1t Hilfe der Kallbratlonskapxllare smd dieselben Rp-Werte
gefunden. :

Die a- und ﬂ-AMA-Pleckenabtrcnnung ist von der vollkommenen Kammer-
siittigung abhingig. Da Butyl-Cellosolve ein relativ wenig fliichtiger Stoff ist, wurde die
Kammer immer mit Lésungsmittelsystem gesiittigtem Filtrierpapiere ausgelegt. We-
gen der langsameren Butyl-Cellosolve-Verdampfung aus den Chrornatographlepl'ttten
ist die Plattentrocknung mit heisser Luft vorteilhaft.

Die durch diese Methode gewonnene Amanitin-Flecke sind ungewohnhch scharf
begrenzt und kompakt. Ahnliche Ergebnisse haben wir weder durch andere Methoden,
noch durch das erwihnte System- auf den I‘ertxgplatten von anderen I‘n'men errelcht
(Machery, Nagel und Co.; Merck).

Die gegenseitige a- und ﬁ-AMA-I‘leckenndhe hat fur dJe emfache Toxmendetck-
tion einen Vorteil, da sie die Amanita-Toxinenanwesenheit betont. Das ist ein Vorteil
vor allem bei evtl. Toxinendetektion in biologischem Material. Orientationsverfahren
mit Toxinen angereicherten Harn haben gezeigt, dass mit Hilfe 'des neuen chromato-
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graphischen Verfahrens rote Stoffe sicher abgetrennt werden kénnen. (Frither lagen
die Rp-Werte dieser Stoffe, welche im biologischen Material bisher Amanita-Toxine
vortduschen konnten, niher bei den Amanita-Toxinen, wihrend jetzt ihre Rp-Werte
etwa doppelt so hoch sind.) Wir 18sen weiterhin das Detektionsproblem von Amani-
ta-Toxinen im biologischen Material,

Die Verwendung von Zimtaldehyd als Bestandteil des Trennungssystems be-
deutet auch Arbeitsverminderung bei dieser Methode. Die Konzentration des Zimtal-
dehyds fiir die Detektion ist geniigend. Das beweist sowohl die Erscheinung des
vierten AMA-Flecks auf einigen Chromatogrammen als auch die etwa 20 x gréssere
Empfindlichkeit: fiir kristallisches ¢-AMA, im Vergleich mit der vorigen Arbeit!.

-Der - in der Einleitung genannte Unterschied der Rp-Werte von f-AMA in
rohen und teilweise verarbeiteten Extrakten aus Amanita phalloides, bei der in der
vorigen Mitteilung! beschriebenen Chromatographie war statistisch nicht signifikant;
das beweisen folgende Angaben: teilweis gereinigte Toxinextrakte B-AMA =
0.47 = 0.06 (n = 85), rohe Toxinextrakte B-AMA = 0.30 & 0.04 (n = 37). Der
ausgerechnete - kntlsche Wert ¢ = o. 149r errelcht nicht den ’I‘abellenwert Do.05 =
I. 980

N1chtsdestowemger 1st d1e Tatsache, dass das System zu einer 1rrthmhchen
Schlussfolgerung iiber die f-AMA-Uberlegenheit fithren konnte, interessant, denn
mit Hilfe von Methylathylketon—Methanol (x:x) nach SuLLIVAN.¢¢ al.2 haben TYLER
el al4.die f-AMA-Uberlegenheit in einigen amerikanischen Pilzen bewiesen. (Bei
Amanita phalloides wurde .auf diese Weise entdeckt, dass sie in einigen Staaten der
VSA-—Washington, Oregon und California—unterschiedliche chemische Art mit der
p-AMA-Uberlegenheit - dargestellt. Bei anderen Amaniia ybhallozdes-Arten ist die
a-AMA-Uberlegenheit. gewshnlich.) Bei diesem Studien wurde ein anderer Tréger-
material (Kieselgel G, 0.2 mm) benutzt2, Mit der f-AMA-Detektion in auf dxese Weise
vorbereiteten Schichten befassen wir uns spiter.

“Das neue System Butyl-Cellosolve -NH,OH- Zimtaldehyd macht die R p-Werte
praktisch unabhingig von der Art der ]thraktvorbereltung, d.h. von den Begleit-
stoffen. :

. Wesentliche Quahtatsverbesserung der Amamta-Toxmchromatograplue,
welche sowohl die Empfindlichkeitserhdhung, als auch einen viel héheren Spezifitits-
grad der Toxinenbeurtellung darstellt, gibt reale Voraussetzung fiir Studium und
Nachweis von diesen Stoffen im blologlschen Material. Das hat erstrangige Bedeutung
in der Humantox1kolog1e :

ZUSAMMENFASSUNG

Es wurde eine Studie der Lésungsmittelsysteme fiir die Diinnschichtchromato-
graphie von Toxinen aus Amanita phalloides auf kommerziellen Fertigplatten be-
schrieben. Die besten' Resultate wurden mit dem. System Butyl-Cellosolve-25%
wissrige Ammoniaklésung: (7:3) mit . 0.29, Zimtaldehyd' (=: Detektlonreagcns als
Bestandteﬂ des Trennungssystems) auf den Silufol-Platten erreicht. :

- Die R p-Werte der sehr kompakten Flecke betrugen: a-Amanitin = 0.36 :}; 0.04
(n = 186), B-Amanitin = 0.32 4 003 ' (# = 97),. y-Amanitin = 0.51 + 0.07 (n.=
65) ;: vereinzelt: wurde auch der vierte Amanitin-Fleck - (Rr = 0.59 +.0.03, # = %)
" gefunden. Die’ Empfindlichkeit der Methode bei der Zimtaldehyd-HCIl-Detektion ist
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etwa zehnmal so hoch als bisher beschrieben war. Die kleinste Nachweismenge ist
0.05 ug a-Amanitin, was ungefahr 1 mg frischen Pilzes entspricht.

Das beschriebene Verfahren erlaubt bei viel kleineren Arbeits- und Zeits-
aufwendungen eine verbesserte Toxinentrennung und daher auch eine Nachweis-

spezifititserhbhung in Materialien mit einem grossen Anteil an fremden Ballast-
stoffen. '
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