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CHROMATOGRAPHIE DER AMANITAiTOXINE 

II. NEUE’ METHODE ZUR IDENTIFIZIERUNG VON AMANITA-TOXINEN 
DURCH DONNSCI-IICHTCHROMATOGRAPHIE 

I 

VLhDIMfIXPALYZA 

Insfiilut filr Mcdizinisclre Chemic, J, I... Purhytd- Univevsitiit, J~o’omeni~us-Platz 2, Brno 
(Tsclreol~oslozuakei) 

(Eingcgangcn am I+ Juli 1971) 
, 

SUMMARY 

Chromatogra$hy of Amanita toxins. II. New method fey the identification of Amanita 
toxins by means of thin-layer chronzatograjbhy 

4 

A study was made of solvent systems for the thin-iayer chromatography ‘of 
toxins from Amanita fihalloides on commercially prepared plates. The best results 
were obtained with the system Butyl Cellosolve-2g”/o aqueous ammonia together 
with 0.20/O cinnamaldehyde (the detection reagent as a component of the developing 
system) on Silufol plates. a. 

The Rp values obtained were: a-amanitin = 0.36 & o.04 (92 = I%), p-amani- 
tin = 0.32 zt: 0.03 (n = g7), y-amanitin = 0.51 & 0.07 (n = 65) ; these were all very 
compact ‘spots, The fourth spot of amanitin (RF = 0.59 &- 0.03,qz = 7) was less 
sharply defined. The sensitivity of the detection method with cinnarnaldehyde-HCl 
is’ca. ten-folcl that in previously described methods. The limit of detection is 0.05 /lg of 
a-amanitin, which is equivalent to ca. I mg of fresh mushroom, 

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

EINLEITUNG 

' Mit der vorliegenden Arbeit kntipfen wir an unsere Mitteilungf an, in welcher 
wir die Trennung von Amanita-Toxinen auf den Pertigplatten Silufol unter Verwen- 
dung des Systems MethylKthylketon-Methanol (I :I) nach SULLIVAN et’uL2 beschric- 
ben haben; : ‘, 

Bei der Kontrolle von Rohextrakten aus den Pilzen Apnanita pCca,?Zoidcs (Ernte 
1970) hat sich gezeigt, class der Rp-Wert von P-Amanitin (B-AMA) bci der obener- 
wHhnten Chroniatographie ,bedeutend von der ,Menge einiger Begleitstoffe-vielleicht 
Salze-abhlngig ist, die sich in den Beginnphasen: des’Isolationsverfahrens konzen- * 

trieren., ‘Die ‘Begleitstoffe haben’den P-AMA-Neck vor sic11 gepresst, der auf diese 
Weise die beschriebene hufeisen8,hnliche Form mit der zur Chromatogramnifront 
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gerichteten Konvexitat bekommen hat. Wciterhin ist es bier zu einem Zusammen- 
dr&ngen von @-AMA-Flecken auf eine kleinere Fl~che gekommen. Der Fleck wurde 
auf diese Weise farbig ausdrucksvoller, was bei dem schrittweisen Verdiinnen von 
Toxinen in der aufgetragenen Probe zu einer irrttimlichen Schlussfolgerung der 
P-AMA-Uberlegenheit ftihren kiinnte. (Der /?-AMA-Fleck war, noch deutlich, der 
a-AMA-Fleck nicht mehr.) 

Auch die Produktionstechnologie von Silufol-Fertigfolien wurde inzwischen 
etwas verbessert. Die erwahnten Tatsachen hatten uns gezwungen neue Ltisungsmit- 
telsysteme zu suchen. 

L6sungsmittelsysteme wurden durch die Kombination folgender Stoffe zube- 
reitet : Methylalkohol, Isopropylalkohol, rt-Butylalkol~ol, Azeton, Metl~yl~thylketon 
(2-Butanon), Methylpropylketon (2-Pentanon), Ditithylather, Athylformiat, Form- 
amid, Dimetl~ylformamid, Ditithanolamin, Dimethylsulfoxid, Chloroform,’ Dichlor- 
methan, Benzol, Essig&iure, 25% Ammoniak in w&ssriger L&sung (im Text als 
NH,OI$ angegeben), Methyl-Cellosolve (Atl~ylenglycolmonometl~yl&tl~er), Athyl- 
Cellosolve., (Athylenglycolmonotith ylPther) , Butyl-Cellosolve (Xtliylenglycolmono- 
butylCither) und Wasser. 

Vpn den erwghnten, zumeist redestillierten Stoffen, wurden fast 100 L&ungs- 
mittelgemische zubereitet. 

Fevtigfilatten 
: Silufol UV,,, (iso x 150 mm, Schichtdicke OJ mm, St&rke als Rindemittel), 

Produktionsnummer 731.511, 7.904.714, 8.802.712, 8.803.713, 9.539.701 und Silufol 
ohne UV-Indikator,, Nr, 5.839.705 wurden von der Firma Kavalier, Tscl~ecl~oslowalcei, 
betiogen. 

Versuchsweise wurden die Platten Polygram Cel300 (Macherey, Nagel und Co., 
D&en, B.R.D.) und Alufolien Kieselgel Fsb4 Merck (E. Merck, A.G., Darmstadt, 
B.R,D.) benutzt. 

Plattengestaltauag acnd Probe~atiftragung 
Solange die Platten in die Streifen fur Trennung von einzelnen Proben getcilt 

wurden, sind die Streifen nicht mehr im unteren Teil durclr runde Einschnitte nach 
RAAEN~ verengt. Der, Probenauftragungsort ist also die ganzc Streifenbreite 15 mm 
vom unteren Plattenrand entfernt, (Aufgetragen wurde mit halbsteifer Poly- 
&thylenpipette, S-10 ~1.) 

Wir haben such nicht durch Streifen geteilten Platten benutzt, (Punktfijrmige 
Auftragung mit Kalibrationskapillare, 2 ,ul, ebenfalls 15 mm vom unteren Platten- 
ran& Die .gegenseitige Entfernung der einzelnen Proben war lo-15 mm.) 

s’ I In beiden F&llen.wurden die Platten 7-8 mm in die L6sungsmittelschicht ein- 
getaucht und. liess man die Laufmittelfront bis zur horizontalen Rille r.20 mm vom 
Start entfernt, wandem. ,Bei Platten,wurden 2-mm breite Kieselgelstreifen ,an beiden 
Rgndernentfernt, I 
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Fig. I. Schcmatischc Darstcllung der in Strcifcn gctcilten Platte. 

Vorbercitmg 21012 Pilzextrakten 
Extvakte azls Amanita $halloidcs. Die Extrakte wurden wie in der vorigen Mit- 

teilungl beschricben zubereitet. 
Oricntatio~stoxi~c~anachwe~s iv2 I g Pilzgewebe. I g frisches Pilzgewebe -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 I ml Vo- 
lumen. Die Konzentration der L&sung ist such fiir die Auftragung von s-~1 Volumen 
mit Kalibrationskapillare geeignet. 

Stadard. Ftir Abgabe des reinen kristallischen a-Amanitins sind wir Herrn Prof. 
Dr. TEIEODOR WIELAND (Max-Planck-Institut, Chemische Abteilung, IIeidelberg, 
13,R.D.) zu Dank verpflichtet. 

Nachwcis 
IO ml 1% frisch zubereitete Zimtaldehyd-L&sung in Methanol wurde zuxn 

Besprtihe,n der 150 .x ISO mm Platte benutzt. Nach dem Trocknen wurde die Platte 
15 min lang HCl-D,%mpfen ausgesetzt. 

,Pauly’s Reagens (diazotierte Sulfanils&ure) wurde verwendet in ubereinstim- 
mung mit der vorigen Arbeiti. 

Der’ Nachweis mit Zimtaldehyd als Bestandteil ‘des Laufmittels 8wird : weiter 
beschrieben. (Der Zixritaldehyd wurde geliefert von fialewood Chemical Co., Ltd., 
~reat’]Britain.) 
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ERGEBNISSE 

Von den geprliften Liisungsmittelsystemen waren ftir Silufol-Platten vor allem 
die Kombinationen unbrauchbar, die enthielten : Formamid und Dimethylformamid 
(sp8teres Loslassen der Kieselgelschicht), weiterhin Chloroform, Dichlormethan, 
Benzol, Dimethylsulfoxid und DiZithyl~ther (schlechte Trennung) mid Essigs%ure 
(deformierte Chromatogramme) . 

Methyl&thylketon und Methylpropylketon mit hijherer Methylalkoholmenge 
gemischt, zeigten zwei bis drei Amanitin-Flecke, deren RF-Wert von den Mengen 
Begleitstoffe abhangig war, was mit der in der Einleitung erwahnten Tatsache tiber- 
einstimmt. 

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

Ungewijhnlich intensive und scharf begrenzte Amanitin-Flecke entstanden mit 
dem Gemisch Butyl-Cellosolve-25% w5issrige Ammoniakl6sung. 

Die Optimalergebnisse wurden mit dem Gemisch Butyl-Cellosolve-N&OH 
(7:3) erreicht. Die Trennungszeit dauerte fast 2 11. In einigen Fallen wurde jedoch 
die a-AMA- und @-AMA-Abtrennung nicht erreicht, da beide Flecke in einander 
tiberliefen, obwohl in der Probe eine gentigende Menge von P-AMA vorhanden war. 
Bei der statistischen Ergebnisseverarbeitung der Chromatographie von 125 Proben 
wurden folgende R&y-Werte gefunden: a-AMA = 0.33 & 0.05 (12 = gg), p-AMA = 
0.29 & 0.05 (?z = Go) und y-AMA - 0.43 & 0.05 (92 = 53). 

Zimtaldehyd a2.s Bestandteil des Tnwawagssystcks 
Auf Grund des Befundes des oben angewanclten Lijsungsmittelsystems wurde 

noch die Vereinfachungsmdglichkeit ‘van Tdxindetektion mit Hilfe Zimtaldehyd-HCl 
untersucht. Del weitere Grund ftir die Zugabe von Zimtaldehyd zum Trennungssys- 
tern war die Annahme einer mijglichen Reaktion zwischen dem Aldehyd und clem 
Tryptophan-Rest des Toxinmolektils schon wghrend der Chromatbgraphie, Die 
RF-Werte der Reaktionsprodukte sollten von selbststtindigen Toxinen zu unter- 
scheiden sein, was zur besseren a- und /?-AMA-Fleckenabtrennung bzw. ausgentitzt 
werden k6nnte. 

Dem Trennungssystem wurde Zimtaldehyd in Konzentrationen von 0.1 bis 
3% zugegeben. (DasVolumen Butyl-Cellosolve + NH,OH ist bier als 100% ermessen.) 
Nach Einlegung der getrockeneten Platte in die HCl-DBmpfe (IS min) zeigte Zimtal- 
dehydin einer Konzentration von 1% und hoher ausser Giolett gefarbten Flecken such 
einen’ diffusen gelben Chromatogrammhintergrund,’ Schrittweiser Konzentrationsab- 
bau des Zimtaldehyds hat gezeigt, dass die qur Toxindetektion noch gentigende Kon- 
zentration’~~.z~/~ ‘ist. Als Endwert hab’en wir 0.20/O gew%lilt; Diese Konzentration des 
Zimtaldehyds war sicher gentigend zur Toxindetektion, Der Farbunterschied zwischen 
‘d,em, Hintergrund der entwickelten Platten und dek ungef5rbten Platten wurde ver- 
na&l&ssigt;“ ” ” ” ,‘, 

iimtaldehyd (0.2%) ist im System Butyl-Cellosolve-NH,OH relativ stabil. 
Toxinennaohweis war noch nach drei Tagen Stehen des Gemisches bei Labortemperatur 
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STATISTISC~IE AUSWEIZ%UNG VON Rp-wBRTEN 

System : Butyl-Ccllosolvc-NI-IdOH_Zimtaldchyd. 
_--- 

Z”oxin Rp (& SD.) +a 

Standard a-AMA 0.36 (zt 0.02) 73 

Vcrschicclcrl a-AMA 0.36 (J oq) ISG 

vorbcrcitctc @-AMA 0.32 (zk 0.03) 97 
Extxnlttx am y-AMA 0.51 (rt= 0.07) 65 
Anaanita phalfoidas x-AMA 0.59 (tt: 0103) 7 
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mijglich. RcgclmCissig haben wir aber das taglich frisch zubereitete System benutzt. 
Die Chromatographieergebnisse von ftinf bis sechs Platten in demselben System 
wahrend ca. 10-12 h ergaben keine Unterschiede, weder in der Toxinnachweismijglich- 
keit, noch in den Rp-Werten. Erst Chromatographie nach 24 uncl mehr Stunden ftihrte 
zu leichter RF-Wertenerhiihung’und erkennbarer Farbung des Chromatogrammhin- 
tergrunds. 

Mittels der beschriebenen ,Chromatographie gefundene RF-Werte von 186 ver- 
schiedenen vorbereiteten Proben aus Amaniin fihalloides sind zusammen mit der, 
Werten des a-AMA-Standards in der Tabelle I angeftihrt. 

Aus der Tabelle I ist ersichtlich, dass man in sieben Fallen sogar den vierten 
Fleck von Amanitinnatur (x-AMA) identifizieren konnte, Die Trennungszeit dauerte 
ca. 2*-z* h bei 20-23~. 

,I. CJwormzlog~., 64 (1972) 317~325 



322 v. PALVZh 

Fig. 3, Die Amanita-Toxinentrcnnting im System Butyl-Ccllosolvc-NH,OH-Zimtalclchyd auf 
dcr nicht gestnltetcn Platte, 

Die Amanita-Toxinentrennung dokumentieren wir ausserdem durch Photo- 
graphien, welche die Chromatographie auf der in Streifen geteilten Platte (Fig. 2) und 
auf der ,nicht gestalt,eten’ Platte (Pig, 3) zeigt. Auf der Fig. 2 kSnnen wir bei den 
Proben g und rz,(h6here Kcmzentrition) ausser drei violetter Amanitinen-Plecke und 
noch: ein. bisyvei blaue Phallotoxin~Flecke unterscheiden. Auch die Phallotoxine, die 
zwischen violettem P-AMA-Fleck und gelbem Eleck der’ Begleitstoffe liegen,, sind von 
Begleitstoffen” gut 'getrennt.:, Die eiiizelnen Proben wurden verschiedenartig zubereitet, 
die ,Proben .6,und’.7 ,si,nd der &AMA-Standard’ (ca. 1.6' und 0.8 pg). Die Chromato- 
grammewurden etwa IO r&n nach. Herausnehmen ‘aus’ der HCl-Atmosphtire photo- 
grapliiert ., ,, ‘, 

.’ ,: ,’ ;, 

Eq?$ndlichkeit dev Chvon~atogra$hib-Methode in Bczzcg hf den a-A&a&t&Standavd 
,Durch die wi.ederholte s’chrittweise ~Yer$.innung und Chroinatographie der 

kristallischen a-AMA-Probe’ wurde,:.die :kleinste Nachweismenge als’ 0.05 kg a{AMA 
festgestellt:, (Der .Rp-Wert ‘des :Stan’dsrds wurde in der Tabelle I angegeben.) Die 
geEundene..‘Empfi~dlicl~keit ist etwa zehnmal hiiher als bisher. erreicht wurde (siehe 
obersicht in Lit. I). Wenn wir als Nachweisgrenze 0.08 pg CC-AMA nehmen, dann 
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entspricht diese Menge theoretisch I rng des frischen Pilzes (durchschnittlicher 
a-AMA-Gchalt 8 mg%). Die a-AMA-Mengen, die sich 0.1 ,ug nahern oder sogar tiber- 
schreiten, kann man schon mit Sicherheit identifizieren. 

DISKUSSION 

Die bisherigen chromatograpkischen Verfahren zur hmanita-Toxinentrennung 
waren aus den verschiedensten Grtinden wenig befriedigend, z.B. durch schlechte 
Fleckcnunterscheidung, kleine Fleckenkompaktheit, manchmal betr&chtliche RJP 
Wcrtc-Schwankungen, Abh&ngigkeit von ver~chiedenem Aktivationsgrade der Dtinn- 
schicht, Notwendigkcit anspruchsvoller’ Plattengestaltung. .Die Langwierigkeit des 
Verfahrens wurde durch die Schichtvorbereitung beeinflusst, Fast bei allen bishe- 
rigen ,Methoden war die Abtrennung der Begleitstoffe ein ungelijstes ’ Problem. 
Die& Stoffe haben die Amanita-Toxinenchromatographie betrgchtlich beeinflusst. 
Die Notwendigkeit die Begleitstoffe wenigstens teilweise vor der eigentlichen Chro- 
matographie abzutrennen, hat verh5ltnism&sig vie1 arbeitsinteiisive und zeitraubende 
Verfahren zur Extraktreinigung gefordert. Der Toxinnachweis im angereicherten bio- 
logischen Material im Warn war nicht zuverl&sig, denn die Toxine konnterrbei der 
Zimtaldehyd-HCl-Detektion mit Stoffe fast gleicher Rp-Werte und ghnlicher Ver- 
f&bung verwechselt werden. 

Schon bei den ersten Chromatogrammen im System Butyl-Cellosolve-NH,OH 
waren die Amanitinen-Rp-Werte auffgllig tibereinstimmend.‘Ungewiihnlich kompakte 
Flecke bildetcn die schmalen, kurzen Linien, welche auf die Bewegung der inobilen 
Phase senkrecht wurden. Zusatz von Zimtaldehyd zu diesem System ermijglichte 
eine bessere cz- und /3-AMA-Fleckenabtrennung, wahrscheinlich durch Bindung 
an das Toxinmolektil schon wghrend der, Chromatographie. 

Gleichzeitiges Studium der PlattenaktivitHt (such mit Hilfe der Standardfarb- 
stoffe) hat die, Unabhsngigkeit des chromatographischen Verfahrens von der Kiesel- 
gel-AktivitBt 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 gleichmassigen Auftragungsart 
widmen muss, ist dieser Faktor lange nicht so kritisch a.ls frtiher. Auch bei der punkt- 
f6rmigen Auftragung mit Hilfe der Kalibrationskapillare ‘sind dieselben RF-Werte 
gefunden. ’ 

Die a- und P-AMA-Fleckenabtrennung ist von der vollkommenen Kammer- 
stittigung abhgngig. Da Butyl-Cellosolve ein relativ wenig fltichtiger Stoff ist, wurde die 
Kammer immer mit Lijsungsmittelsystem gesgttigtem Filtrierpapiere ausgelegt. We- 
gen der langsameren Butyl-Cellosolve-Verdampfung aus den Chromatographieplatten 
ist die Plattentrocknung mit heisser Luft vorteilhaft. 

Die durch diese Methode gewonnene Amanitin-Flecke sind ungew6hnlich scharf 
begrenzt und kompakt. Ahnliche Ergebnisse haben wir weder durch,andere Methoden, 
noch durch das erw&hnte System,auf den Fertigplatten von anderen Firmen erreicht 
(Machery, Nagel und Co,; Merck); , ,,’ 

Die gegenseitige &und P-AMA-Fleckennahe, hat ftirdie einfache Toxinendetek- 
tion einen Vorteil; da sie die Amanita-Toxinenanwesenheit betont. DaS ist cin’Vortei1 
vor allem bei evtl, Toxinendetektion in biologischem Material. Orientationsvcrfahren 
mit Toxinen angercicherten Harn ‘haben gezcigt, l dass mit, Hilfe Ides neuen chromato- 
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etwa zehnmal so hoch als ‘bisher beschrieben war. Die kkinste Nachweismenge ist 
o,os pg a-Amanitin, was ungefahr I mg frischen Pikes entspricht. 

Das beschriebene Verfahren erlaubt bei vie1 kleineren Arbeits- und Zeits- 
aufwendungen eine verbesserte Toxinentrennung und daher such eine Nachweis- 
spezifit8tserhijkung in Materialien mit einem grossen Anteil an fremden Ballast- 
stoffen. 
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