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Note 

Chromatographie der Amanita-Toxine 

II I. Nachweis der Amanitine mit Phosphors%ure 

Im Mai rg7z hat Boc~onl den Nachweis von Tryptophan (Trp), Indol und 
Indol-3-EssigsSiure auf dem Dunnschichtchromatogramm mit Hilfe von Phosphorsaure 
beschrieben. Weil bishcr keine Reaktionen der Phosphors%urc mit in den Peptiden ge- 
bundenem Trp beschricbcn wurden und weil Amanita-Toxine ein selten vorkom- 
mendes im Molektil gcbundenes Trp enthalten (siehe Text), wurde der Nachweis der 
Amanita-Toxine mit Phosphors%ure studiert. 

Matevial acm? M&ode 
Butyl-Cellosolve (Athylenglycolmonobutyl~lher) und miner &.hylalkohol waren 

von der Firma Lachema (C.S.S.R,), 85% sirupartige Phosphors&ure und 25% w&s- 
riges Ammoniak hat die Pirma E. Merck (B.R.D.) geliefert. Fertigplatten Silufol’s’ 
UVea4 (150 x 150 mm, IGeselgelschichtdicke 0.1 mm, StHrke als Bindemittel), Pro- 
duktionsnummer 305,014, und Silufol@ ohne UV-Indikator, Nr. 202.429, wurden von 
der Firma Kavalier (C.S.S.R.) bezogen. 

Fur Abgabe des reinen kristallischen a-Amanitins sind wir Herrn Prof. Dr. 
THEODOR WIELAND (Max-Planck-Institut, Chemische Abteilung, Heidelberg, B.R.D.) 
zu Dank verpflichtet. 

Die Chromatograplne der Extrakte aus dem Knollenbltitterpilz (Amanita 
@dZoides) wurde im System Butyl-Cellosolve-25% Ammoniak (7:3) auf den Pertig- 
platten Silufol@ so, wie in der vorigen Mitteilunga beschrieben wurde, durchgeftihrt. 
(Das Zimtaldehyd als Bestandteil des Trennungssystems wurde nicht benutzt). 

Zum Besprlihen von chromatographischen Platten wurden frisch zubereitete 
Phosphorsgure-L6sungen benutzt. Es folgte Warmlufttrocknung und Plattener- 
wgrmung auf IZLO’ auf verschieden lange Zeitabschnitte. 

Evgdmisse acm? Disizamion 
Die Chromatogramme mit den Pilzextrakten und mit dem a-Amanitin-Stan- 

dard (a-AMA) zeigten, dsss sich in gegebener Anordnung die Amanitine (AMA) mit 
Phosphorstiure als feine graublaue bis blauviolette Flecke fgrbten, die in 3-5 min 
nach der Plattenabktihlung an der Luft verschwanden. 

Die Optimalkonzentration der alkoholischen LGsung, in Ubereinstimmung mit 
BOCTOR~, war 20%. Zum Bespriihen einer Platte wurde 8.5 ml dieser L&sung benutzt. 

1 Die vorteilhafteste Erwlrmungszeit vom Chromatogramm bei moo betragt 15-20 
min. Die alkoholische L6sung H,PO, muss vorher getrocknet werden. Eine llngere 
Chromatogrammcrwtlrmung ftihrt zum milden Braunwerclen des Hintergrundes, 
welches hauptslchlicb die Bewertung der wenigcr intensiven AMA-Fleclce verschlech- 
tert. (BOCTOR~ gibt eine kingere Erwgrmungszeit-4o min-an, die Temperatur ist 
jedoch identisch.) 

Als Lijsungsmittel fur die Phosphorsgure kann man nicht nur mines &zhanol, 
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sonclern such z,B. Methanol ocler Azeton benutzen. Dieselben Ergebnisse erreichten 
wir such mit cn. gG”/&igem Ethanol, clas durch 1% Benzin clenaturiert wurcle. Die 
wassrige Lijsung der Orthopl~osphors~ure dagegen hot nur eine schwacl~c I’arbreak- 
tion. Mit der wassrigen L6sung dcr Meta- odcr Pyrophospl~ors~ure boten die Toxine 
keine Farbreaktioncn. 

Das Chromatogramm kann man nach dem I&PO,-Nsclnveis mit Zimtaldcbyd/ 
WC1 (ZA/I-ICI), das ist l3csprtil~en mit 1% Zimtaldehyd in Methanol, 15 min in der 
HCl-Atmospbare (siebe Lit. 2), farben. So wurde gefunden, dass in der NBhe der 
cz- und P-AMA-Flecke noch ein anderer Stoff vorkommt, der sic11 in gegebcner An- 
ordnung mit H,P04, abcr nicllt mit U/I-ICI, farbt. Durch eine Wieclerholung der 
Chromatographie ist es mijglich, eine gutc Abtrennung dcs neucn “S’‘-plccks zu er- 
reichcn, wie aus Tabelle I ersichtlicb ist. Bei der Wiederchromatograpbie von konzen- 
trierten Proben (wenn man y-AMA nachweiscn kann), wurde es mijglich, such einen 
weiteren, weniger intensivcn Fleck “Y” nachzuweisen, 

TADELLE I 

DIP, RI..-wm~n 131%I WlBDBRllOl.TI%R BNT\VIClCLUNG MIT R~TYL-Cl~Ll.0SOLV~-2~“/~ AMhlONlAlC (7 :3) 
UND DIE I~ARt3REAlC~~ONEN 

u-AM A O-40 zl: 0.04 JO3 $zK 0.51 0.34 ” & 0.05 0.04 69 64 grautlnu his 
blnuviolctt 3-5 min -I 

s 0.65 rf: 0.03 105 rostpurpur (hi 
Klnycrcr Erwtlrmung 
blnuviolctt) 2-3 Tagc - 

Y 0.77 & 0.04 27 rostpurpur 3-5 min - 

Der Parbton der Trp und ARIIA-Flecke nach dem Orthophosphors~ure- 
Nachweis war fast iclentisch, Nach dem Verschwinden des blauvioletten Flecks an 
der Luft (zeitweise eine rotbraune Parbe) und nach wieclerlrolter Erw%rmung (15 
min, IIO’) erscbien wieder ein blauvioletter I?lcck bei Trp, wtihrend die AHA-Flecke 
nicht reagiert haben. 

Der AMA-Nachweis mit Hilfe von HJ?04 ist ungeftihr drei- bis ftinfmal em- 
pfindlicher als der %A/HCl-Nachweis, er ist aber weniger cmpfindlich als der Nach- 
weis mit Paulys oder llillons Reagens (festgestellt durcb allm~l~liche Verdtinnung 
von rohen Pilzextrakten), Die mit I-&PO4 geftirbten AMA-Flecke sincl aber, was die 
Farbe anbelangt, weniger deutlich als bei dem ZA/HCl-Nachweis, 

Die Amanitine sind bizyklische Oktapeptide, die Phallotoxine bizyklische Hep- 
tapeptide. Die Doppelring-Struktur ist bei den beiden Toxinengruppcn clurch die 
Bindung zwischen dem Trp und dem Cystein mittels Schwefelbrticke erreicht. Diese 
Verbindung wurde Tryptathionin3 genannt (Fig, L). 

Auf clen SilufolQP-Platten haben wir in der gegebcnen Anordnung die blau- 
violette Ftirbung nicht nur fur die AMA (einschliesslich a-AMA-Standard), sondern 
such fur das Trp, bei welchem BoCToR1 die Purpurfarbe bescbricben hat, erhalten. 
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(In Klnmmcrn die bci den hmanitincn4 anwcvcnclon 
Suhtitucntx.) 

HOOC- &-I -NH2 

Fig. 1. Tryptatliionin. 

Die abweicllencle l~iirlmng hhgt offcnlmr mit dcm ungleichen KiesclgeltrKger und 
dem ungleiclien Schichtbindemittcl zusammen. Die Plxdlotoxinenreaktion mit 
H,l?O, ist wahrscheinlich. In gegebcner Anordnung konnte man nicllt ohne Standard 
entscheiden, ob cler S- odcr evontuelt Y-Neck zu den Phallotoxinen gehiht oder 
niclit. 

Wir sind cler Meinung, dass clie leicllt erlG.ltlicl~e Ortl~ophospl~orshre such 
zum Nacllweis von andcrcn Trp-Peptiden Verwendung Anden wird. 

Eingegangen am 25, September 1972 


