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SUMMARY

Assay for amatoxins in Amanita phalloides Fries (Basidiomycetes) with direct spectro-
metric measurements of chromatograms

An assay for the main three amanitins, a-, fi- and y-, of Amanita phalloides
Fries is proposed . These amatoxins are the strongest and the most stable toxins iir
mushroom. After a simple, reliable extraction procedure, with a high recovery, they
are determined by simultaneous reflectance and transmittance spectrometric measure-
ments on thin-layer chromatograms .

INTRODUCTION

L'interet croissant porte a la toxicologie de l'Amanite phalloide, responsable
de 95% des empoisonnements mortels dfis aux cbampignonst •'-, nous a incite a
mettre an point une methode de dosage rapide, sensible et reproductible des prin-
cipales toxines de cette espece.

Les methodes de dosage appliquees jusqu'alors'-' out recours a la spectro-
photometrie d'absorption dans rultra-violet des toxines separees par chromatographie
sur colonne ou sur couche mince. Ce dosage est egalement effectue indirectement par
evaluation des y-lactones3 , apres hydrolyse acide pendant 24 h des cyclopeptides
toxiques. Les y-lactones derivent elles-memes des acides amines issus de ces peptides .
Ces methodes sont longues et necessitent de nombreuses operations . Elles entrainent
de ce fait une perte importante de toxines et ne traduisent done pas la concentration
reeile de ces substances dans le champignon .

La methode decrite dans cc travail permet de doser simultanement les trois
principales amatoxines ((x-,1- et y-amanitines), qui sont les toxins les moins alterees
par la dessication et le vieiilissement du champignon et qui semblent titre les seules
directement responsables daps l'intoxication humaine. Ce dosage s'effectue au moyen
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de la spectrophotometrie par transmission et par refexion sur chromatogramme en
couche mince.

PARTIE EXPI=RIMENTALE

Extraction et purification
Pulveriser un lot de plusieurs amanites dessechees sous rayonnement infra-

rouge representant 10 g environ, a I'aide d'un broyeur a helice . to partir de cette
poudre homogeneisee, peser un echantillon de 2 g qui est ensuite porte daps 50 ml
d'un melange a parties egales de methanol et d'eau distillee_ Agiter cette suspension
avec un agitateur magnetique et maintenir a 45° environ pendant 20 min. Filtrer a
travers une etamine et, apres expression, reprendre le mart avec une autre fraction
de 50 ml du meme melange methanol-eau chauffe Bans Ies memes conditions que
precedemment Le mart est repris une troisieme fois de Ia meme favon mais par 30 ml
seulement du melange methanol-eau. Rincer Petamine et le becher avec 20 ml du
melange hydro-alcoolique_

Les filtrats (au total 150 mi) qui sont troubles, sons concentres & l'evaporateur
rotatif -sans depasser 35°-jusqu'a un volume de 20 mi . Cet extrait brunatre verse
dans un becher est agite avec une petite portion (2 g) de cellulose MN 100 en poudre
(Macherey, Nagel & Co ., Wren, Allemagne federale) qui jour le role d'adjuvant de
filtration . Preparer par ailleurs une petite colonne de cellulose MN 100 de 2 cm de
diametre sur 2 cm de hauteur, lavee par rincage (en s'aidant du vide) aver de l'eau
distillee puis avec le melange hydro-methanolique jusqu'a obteution d'un liquide de
rincage bien limpide. Faire passer 1'extrait d'amanite sur cette micro-colonne main-
tenue tassee par aspiration . Recucillir le filtrat parfaitement limpide Bans on ballon
jauge de 50 ml .

Le ballon de 1'evaporateur rotatif ainsi que le becher ayant contenu fextrait
et la poudre de cellulose, doivent titre rinces avec 25 ml du melange hydro-methano-
lique par petites fractions versees au fur et a mesure sur la micro-colonne. Essorer
celle-ci en fin d'experience_ Completer le volume du ballon au trait de jauge avec
quelques ml du meme melange .

On obtient en definitive une solution extractive a 4 % d'amanite qui servira au
dosage_

Dosage
L'extrait ainsi obtenu est chromatographic sur couche mince de silice, a tote

d'une gamme d'a-amanitine et les amatoxines sont dosees in situ sur les chromato-
grammes .

Materiel et reactifs
Le materiel utilise comprend : Chromatoplaques de gel de silice Merck GFzg4

(pri is a femploi) de 0.25 mm d'epaisseur sur support de verre 20 x 20 cm (Merck,
Darmstadt, Allemagne federate) ; micropipettes, "Microcaps, Gold label" (Drum-
mond, Broomall, Pa., Las Unis) de 1, 2, 3, 4 et 5 pl de capacite (donnees pour one
precision de ± 0.25 %) ; cove pour chromatographie en couche mince ; seche-cheveux .

Le solvant est chloroforme-methanol-acide acetique (100%)-eau (75 :33:5 :
7.5) . .
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Le revelateur, reactif a 1'acide sulfanilique diazote, est obtenu par preparation
de quatre solutions : (a) solution d'acide sulfanilique a 0.5 % (p/v) dans une solution
2 N d'acide chlorhydrique, (b) solution de nitrite de sodium a 5 % (p/v) dans Peau
distillee, (c) solution d'acetate de sodium a 20% (p/v) Bans Peau distiliee et (d) solution
de carbonate de sodium a 15% (p/v) dans un melange hydro-alcoolique contenant
10% (v/v) de methanol .

La solution etalon d'a-amanitine (poudre lyophilises fournie par la firme
Boehringer, Mannheim, Allemagne f6derale, et titrant 90% de toxine pure) est a
0.2%, (p/v) dans un melange hydroalcoolique a 10% (v/v) dethanol absolu .

Le Spectrophotometre chromatographique Zeiss PM Q i1 fonctionne par trans-
mission et par refiexion simultanees. Conditions de mesure : longueur d'onde du
faisceau incident, 480 um ; dimensions de la fente de is tete de mesure, 8 mm x
0.02 mm ; vitesse de deplacement de la plaque, 30 mm/min ; vitesse de deroulement
du papier enregistreur, 60 mm/min ; attenuation de bruit de fond, position It .

Mode operatoire
Deposer sur une plaque de gel de silice a raide de micropipettes, par petites

fractions de 0.2 µl, successivement : 8 p1 d'extrait d'amanite et 1, 2, 4 et 5 pd de la
solution etalon d'a-amanitine correspondant a 0.2, 0.4, 0.8 et I ,ug de toxine. Placer
la plaque apres dessication des depots dans la cuve contenant le solvant . Laisser
migrer stir une distance de 14 a 15 cm (la duree de migration est de 120 min environ) .
Secher la plaque tres soigneusement dans un courant d'air froid . 11 est tres important
que les chromatogrammes soient bien debarrasses de toute trace de solvant pour
obtenir, apres revelation, un fond qui reste tres clair . Vaporiser sur le chromatogramme
le melange obtenu par addition de 2 ml de solution a, 0 .5 ml de solution b et 15 ml de
solution c. Secher la plaque dans un courant d'air froid et vaporiser ensuite la solution
d. Les taches des amatoxines apparaissent colorees en rouge-brun stir fond tri s clair .
Proceder a 1'enregistrement photodensitometrique par transmission et retl xion
simultanees a la longueur d'onde de 480 nm . En effet, les trois amatoxines ont, apres
revelation, une absorption maximale a la meme longueur d'onde. Centrer la tete de
mesure sur la tache a analyser . Regler le zero et le 100 % de transmission sur la plaque
a 1 cm environ au-dessus de la tache. Determiner la surface des pies obtenus et tracer
la droite d'etalonnage representant la variation des surfaces des pies en fonction des
concentrations en a-amanitine . Determiner la teneur en amatoxine de la solution a
doser par report a cette droite d'etalonnage.

RESULTATS

Nous avons dose, par la technique decrite ci-dessus, les amanitines dans 2 g
d'un lot homogene correspondant a 20 g de champignons entiers et sees d'amanita
phalloides recoltes dans une meme station (Bois-Madame a Vauvert (Gard), Octobre
1973) et seches sous un rayonnement infra-rouge . II etait egaiement interessant de
doser us trois cyclopeptides individuellement dans le chapeau et le stipe du carpophore
(volve comprise). Pour cela, nous avons prepare des echantillons de 2 g de chacune
des deux parties du champignon a partir de 10 g de poudre homogene d'amanites
provenant do In meme recalte .

La Fig. I represente la chromatographic d'extraits de champignons entiers, de
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Fig. 1 . Chromatographie sur gel de silice de trois extraits d'Amanita phalloides a l'etat see et d'une
gamme etalon d'a-amanitine. Solvant, chloroforme-methanol-acide acetique (100%)-eau (75 :33 :
5:7.5) ; revelateur, acide sulfanilique diazote . 1 = Extrait de champignon enter; 2 = extrait de cha-
peau ; 3 = extrait de stipe . yA = y-amanitine, R, = 0.28 f 0.02 ; aA = a-amanitine, Be = 0.18 ±
0.01 ; 13A = 13-amanitine, R, = 0.10 ± 0.01 .

TABLEAU I
TENEUR EN mg DES TROIS AMANITINES POUR I g DE CHAMPIGNON SEC
Amonitine

	

Champignon
entier

a-Amanitine 1.88
fl-Amanitine 1 .26
y-Amanitine 0.30

chapeaux et de stipes d'Aman/ta phalloides obtenus selon la methode decrite. Le
Tableau I rassemble les taux moyens de chaque amanitine, en milligramme par
gramme de champignon sec .

D'apres ces resultats, le chapeau est l'organe le plus riche en amatoxines et le
stipe le plus pauvre. Par ailleurs, 1'a-amanitine est In toxine dont le taux est le plus
elevd tandis que la y-amanitine celle dont le taux est Ie plus bas . Signalons, a titre de
comparaison les teneurs en toxines trouvees par Faulstich et al.3 dans le champignon
entier et sec : a-amanitine, I mg/g, fl-amanitine, 1 .15 mg/g et y-amanitine, 0.10 mg/g.
D'autre part, l'ecart constate entre les teneurs en amanitines rapportees a I g de
champignon entier et de 1'ensemble chapeau + stipe est compris entre 3 et 8 % .
Ces resultats mettent en evidence la bonne reproductibilite de la methode d'extraction
et de dosage (ecart moyen de 1'ordre de 5%) .

DISCUSSION

Cette methode a did mise au point apr8s une recherche des meilleures condi-
tions pour chacune des etapes . Ainsi le choix du solvant d'extraction, celui de la

Chapeau Stipe Champignon entier
- (chapeau -1- slip.,)/2

2.65 . 0.95 +0_08
1 .93 0.67 - 0.04
0.54 0.13 -0.03
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methode de purification, du solvant de migration et du revelateur seront discutes dans
les lignes suivantes.

Nous aeons tout d'abord compare differents solvants en vue de ('extraction
des toxins phalloidiennes : 1'eau, le methanol, le methanol aqueux, I'alcool isoamy-
lique, I'alcool isopropylique et le butanol . Le methanol est le solvant d'extraction le
plus utilises-' Bans la preparation des divers extraits d'amanite, mais c'est Ie melange
methanol-eau, a parties egales, qui nous a done les extraits les plus riches en amani-
tines .

Nous avons verifie en effet que les marcs residuels, a la suite de la troisieme
maceration par Ie methanol aqueux, sont completement epuises et ne liberent plus
d'amatoxines. Grace a la cellulose, dont la qualite MN 100 correspond a une certain
dimension des fibres, 1'extrait d'amanite subit une micro-filtration qui permet d'ob-
tenir un filtrat limpide, debarrasse des particules en suspension et de certaines grosses
molecules .

Nous avions essaye au prealable la purification des extraits obtenus par mace-
ration dans le melange methanol-eau (apres elimination du methanol) par extraction
des toxins au moyen de 1'alcool isoamylique on butanolique. Des macerations
aqueuses ont etc egalement purifiees par relargage aver du chlorure de sodium on
du sulfate de sodium au contact d'un solvant miscible a ('eau comme I'isopropanol .
On obtient deux phases et l'on soutire la phase hydro-alcoolique surnageante . En
repetant i'extraction plusieurs fois, on aboutit a des extraits isopropanoliques conte-
nant essertiellement les amatoxines tres convenablement purifiees . Mais ces phases
isopropanoliques, ainsi que les extraits isoamyliques on butanoliques, sont beaucoup
plus pauvres en toxines que les solutions hydro-methanoliques obtenues par la methode
proposee. Cette purification tres simple a I'avantage d'eviter de tongues manipulations
(delipidation, precipitation par Ie sulfate d'ammonium, etc .) qui entrainent inevitable-
ment des pertes de toxines, et de donner des extraits de bonne reproductiibilite . De
plus, avec cc mode d'extraction et de purification, associe au choix du solvant de
migration pour la separation des amanitines, on obtient des chromatogrammes avec
des taches bien delimitees et qui se pretent parfaitement au dosage photodensitome-
trique .

Nous avions, la aussi, repris les differents solvants et les differents revelateurs
indiques par les auteurs qui ont etudie la chromatographic en couche mince des
toxines phalloidiennes' .5-"'-I'. C'est le melange a base de chloroforme, methanol,
acide acetique et eau qui nous a done les meilleurs resultats, c'est a dire une bone
separation des trois principales amanitines entre elles et par rapport aux autres taches
du chromatogramme . Sur ce dernier point, la silice est moins sensible que la cellulose
aux iinpuretes residuelles des extraits deposes .

Quant a la revelation, c'est l'acide sulfanilique diazote qui nous a pare le plus
adequat pour un dosage direct sur les chromatoplaques, c'est a dire un dosage
suffisamment sensible, reproductible, base sur une coloration stable, proportionnelle
a la concentration (Fig. 2a). Ce revelateur, deja utilise par certains auteurs, reagit
avec les groupements phenoliques d'une facdn assez generale en dormant des couleurs
jaunes, orangees on roses. Avec les noyaux hydroxy-indoliques, la coloration -assez
sensible- est toujours rouge brunatre . De ce fait, seules les amanitines (qui possi dent
ce noyau hydroxy-indolique et donc absorbent toutes -une fois revelees- a 480 nm)
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Fig. 2 . (a) Enregistrement graphique a 480 nm apres lecture par transmission/reflexion des taches
correspondant a la chromatographic de trois concentrations differentes d'a-amanitine_ (b) Enregistre-
ment graphique dans les memes conditions quo pour (a), des Caches correspondant a Ia chromato-
graphic d'uq extrait de chapeau d'Amarita phalloides a Petat sec,

ressortent parfaitement sur les chromatogrammes . Le fond des plaques (tres soigneuse-
ment debarrassees des traces de solvant) reste tres clair, et les autres taches, pen
colorees, ne perturbent pas ledosage .

La Fig. 2b nous montre I'enregistrement des trois amanitines lorsque la chro-
matoplaque defile sons le faisceau de lecture de ]a y-amanitine vers Ia fl-amanitine . 11
faut prdciser que 1'emplacement des deux amanitines y et $ (dont nous n'avions pas
d'echantillon de reference) a etc verifie en comparant a nos propres r6sultats les
R{, les colorations et les concentrations relatives donnes pour ces substances par
differents auteurs3fr ' 2. lien ressort que les Rr des trois amanitines se trouvent toujours
classes Bans cet ordre : i4 < a < y .

Durant ces recherches comparatives, nous n'avons jamais observe i'apparition
des phallotoxines dans les extraits de champignons secs que nous avons analyses .

En faisant migrer, en meme temps, un etalon de phalloidine pure* nous nous

Aimablemeat fourni par to Professeur Th . Wieland de qui nous avons dgalement requ un
6chantillon d'a-amanitine pure et que nous sommes tres heureux de remercier encore "no fois .
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sommes mieux rendu compte de la faible reactivite de cette molecule vis a vis des
revelateurs utilises classiquement (aldehyde cinnamique, acide sulfanilique diazote et
p-aminobenzaldehyde) ainsi que Ie signale Wieland' .

C'est en chromatographiant des extraits d'Amanitaphalloides congelees (duree
de congelation, 8 mois) que nous avons pu retrouver ces phalloidines. Le solvant
que nous preconisons pour une bonne separation de 1'ensemble des toxins est une
variante de celui utilise pour le dosage des amanitines : chloroforme-methanol-acide
acetique (100%)-eau (57 :33:5 :8). Pour la revelation, nous utilisons couramment
Tune des deux formules indiquees ci-apres plus sensibles que Its formules classiques :
(1) Melanger 15 ml de methanol et 5 ml d'acide chlorhydrique concentre, refroidir,
ajouter 0.3 ml d'aldehyde cinnamique . (2) Melanger 8 ml de methanol et 2 ml d'acide
orthophosphorique concentre, refroidir, ajouter 0 .5 ml d'aldehyde anisique. Ces
deux revelateurs devront etre prepares extemporanement avec des produits "pour
analyse". L'une ou I'autre de ces solutions sont vaporisees sur les chromato^-rammes
qui seront portes a 1'etuve a 100° pendant 5 a 10 min. L'aldehyde anisique colore les
amatoxines en violet-pourpre et les phallotoxines en bleu-mauve . Cc reactif est plus
sensible que celui qui est a base d'aldehyde cinnamique qui colore les amatoxines en
violate et les phallotoxines en gris-bleu . Mais ces colorations sont fugaces, en particu-
liei pour les phalloidines, et de ce fait, ne se pretent pas a un dosage photodensito-
metrique_

Dans ces conditions, les RF des principales toxines sont ceux donnes dans le
Tableau IL

TABLEAU II
Rr ET COLORATIONS DES PRINCIPALES TOXINES
Toxine

	

Rr Coloration

Amatoxine
f-Amanitine

	

0.33 viotette
a-Amanitine

	

0.42
r-Amanitine

	

0.51
Phallotoxine

Toxine 1

	

0.06 gris-bleu
Toxine 2

	

0.20
Toxine 3

	

0.26-0.27
Phallacidine (?) 0.38
Phallisine (?)

	

0.45
Phailoidine

	

0.52

Les taches etant bien delimitees et concentrees sur une faible surface, toutes ces
toxines se distinguent tres nettement les unes des autres, excepte pour la phalloidine
et pour la y-amanitine .

CONCLUSIONS

Nous avons mis au point une methode de dosage par spectrophotometrie
directe apres separation chromatographique sur couche mince des trois amanitines
(a, fg et y) qui representent les toxins les plus puissantes et les mieux conservees dans
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les exsiccata. Par cette methode, on pent doser ces amatoxines daps des extraits de
champignons obtenus apres filtration de macerats hydro-methanoliques sur fibres de
cellulose. Ces extraits ainsi traites, ont l'avantage d'eviter les pertes en toxins dues a
des manipulations plus nombreuses et plus complexes .

Enfin, la rapidite et la bonne reproductibilite de cc dosage effectue sur de
petites quantites de champignon sec (1 on 2 g) noes permettront d'etudier le taux de
ces amatoxines chez Amanita phalloides ou chez d'autres especes, en fonction de leur
ecologie. De meme, nous pourrons evaluer, d'une facon chiffree, Ie potentiel de
toxicite d'une quantite donnee d'amanite seche, on d'extraits obtenus a partir du
champignon, dans un but experimental .

RESUME

Une methode de dosage par spectrophotometrie par transmission et par
reflexion simultanees, apres separation chromatographique sur couche mince, est
proposee pour evaluer la teneur des trois principales amanitines a, ft et y chez Amanita
phalloides Fries. Ces amatoxines representent les toxines les plus puissantes et les
mieux conservees dans le champignon . Le dosage est precede par une extraction
rapide de rendement eleve et de bonne reproductibilite .
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