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La gyromitrine et plus pnkiskment la N-methyl-N-formyl ethanalhydrazone 
(ou ethylidene-gyromitrine, EG) est le compose hydrazinique toxique le plus abon- 
dant chez Gyromitra esculenta (Pers.) Fr. I, Ascomyc&e responsable d’intoxication 
mortelle lorsqu’il est consomme frais, instisamment cuit et en grande quantite. C’est 
une hydrazone volatile, qui lib&e spontanement, a la temperature ambiante, de l’a- 
dtaldehyde et de la N-methyl-N-formylhydrazine (MFH). Ce demier compose est 
igalement volatil et hydrolysable a son tour en acide formique et en N-methylhy- 
drazine ou monomethylhydrazine (MMH). Cette MMH est un poison cytotoxique 
connu et utilisk dans l’industrie aeronautique avec la dimtthylhydrazine comme car- 
burants de fuskes. 

Les travaux concernant le dosage de ces composts dans ce champignon abou- 
tissent a des r&hats assez differents entre eux et parfois contradictoires, qui, sem- 
ble-t-il, seraient diis a la volatilite de ces toxines et egalement aux methodes de do- 
sages elles-memes. 11 faut ajouter que la toxicite du champignon provient essentiel- 
lement de la presence de MMH lib&k (tr6s rapidement au contact du pH acide de 
l’estomac2, a partir de ses formes plus complexes que sont les gyromitrines ou la 
MFH3. 

Le dosage des diverses gyromitrines se fait classiquement par chromatographie 
en phase gazeuse. Si la MFH est relativement facile a doser avec une limite de sen- 
sibilite a 0.2 pg, la MMH par contre se decompose dts le debut de l’opkration et les 
resultats sont souvent approximatifs m6me a la dose de 10 &. 

Nous avons done mis au point une methode d’extraction et de dosage qui nous 
a fourni dune facon simple, rapide et tres sensible la quantitt totale de MMH sta- 
bilisee contenue dans le champignon, que cette hydrazine soit libre ou conjuguee. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Extraction de la iUMH 
Le champignon, frais ou set, est finement broye et l’extraction est real&e par 

maceration a froid avec une solution a 40% d’ethanol dans l’eau contenant 10% 
d’acide chlorhydrique. 
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Les quantites de solvant necessaires sont variables selon que le champignon est 
frais ou set: 10 g de champignon frais ou congelt pour 40 ml de solution ethanolique 
acidifiee, 1 g de champignon set pour 30 ml de cette mgme solution. 

Le dosage peut parfaitement se faire sur des prises plus faibles d’echantillon 
(200 ou 300 mg de champignon set par exemple), en tenant compte des proportions 
indiquees ci-dessus. 

La maceration, aid&e d’une agitation magnetique, dure deux heures a l’abri de 
l’air. Cette maceration est suivie d’une filtration sur papier et le filtrat est recueilli 
dans un flacon en verre brun. Cet extrait est conserve P l’abri de pair, au frais (+4”C) 
et dild si necessaire avant le dosage. 

Dosage 
Principe. La MMH lib&&e de ses combinaisons sous l’action du pH acide est 

aussitot transform&z en chlorure de MMH beaucoup plus stable. L’extrait de cham- 
pignon est chromatographie sur couche mince de cellulose a cot& d’une gamme de 
chlorure de MMH. La revelation de l’hydrazine se fait par vaporisation sur les chro- 
matoplaques d’une solution acide de p-dimethylaminocinnamaldehyde suivie, apres 
un leger &chage, dune simple vaporisation d’eau qui transforme la MMH en un 
fluorophore rouge-carmin intense (visible aux UV). Cette fluorescence sera dode par 
spectrofluorimetrie directe sur les chromatogrammes. 

Mat&ieI et rkactif: Chromatoplaque de cellulose sur support de verre (20 x 
10 cm), pri?te a l’emploi (ref. Merck, 5716); solvant: N-butanol+hanol-eau (4:1:2); 
micropipettes: “Microcaps, Gold label”, Drummond, Broomal, PA, U.S.A.; gamme 
&talon: solution alcoolique (ethanol a 95%) de MMH a 5 . 10e5% (v/v) et contenant 
1% d’acide chlorhydrique concentre; depots: 1, 2, 3, 4 et 5 pl de solution etalon de 
chlorure de MMH correspondant a 0.43, 0.87, 1.3, 1.74 et 2.17 nanogrammes de 
MMH; revelateur: (a) solution de p-dimethylaminocinnamaldehyde a 0.5% dans I’& 
than01 a 95% contenant 4% d’acide sulfurique concentre; (b) eau; appareil de mesure: 
analyseur chromatographique Farrand W-Vis-2 (Optical, New York, U.S.A.) a 
deux monochromateurs et fonctionnant en fluorescence et par rtflexion; 1 excitation 
= 340 nm et L emission = 610 nm. 

Mode ophatoire. Le chromatogramme est developpe sur une hauteur de 4 a 
5 cm (durte = 35 min) s&he et revel6 par vaporisation du reactif (a), qui est rep&e 
deux fois en s&chant ltgerement la plaque aprbs chaque vaporisation dans un courant 
d’air chaud. Puis on vaporise avec l’eau (b) a deux reprises Cgalement et en s&chant 
ligerement la chromatoplaque. 

Les taches de chlorure de MMH apparaissent en rose-viola& a la lumiere et 
sont, apres exposition aux W (360 nm) d’une fluorescence rouge-carmin intense. 
L’intensite des taches ainsi revel& reste stable pendant plusieurs heures, a l’abri de 
la lumiere. La teneur en MMH est deterrninee en se rapportant a la droite d’etalon- 
nage representant la variation des surfaces des pits de la gamme etalon en fonction 
des concentrations. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

L’bpuisement des phases aqueuses extractives par le chloroforme indique par 
Stijve4 pour la purification de la MMH est efficace mais avec un rendement moyen. 
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Fig. 1. Enregistrement graphique et courbe d’kalonnage aprks lecture par fluorodensitombtrie &. = 340 
nm, I..,. = 610 nm) des taches correspondant B la chromatographie sur plaque de cellulose d’une gamme 
de chlorure de MMH et d’un extrait de G. escufenru. 

Now preferons le melange ethanol-eau seul, en evitant de faire une extraction 
liquide-hquide suppltmentaire avec un solvant organique qui entrainerait de grosses 
pertes en MMH. De plus, la proportion de 40% en ethanol convient parfaitement 
a la chromatographie de l’extrait et a un bon rendement en hydrazine. En &alit& ce 
rendement n’est maximum que si l’on ajoute l’acide chlorhydrique directement dans 
le solvant d’extraction, au contact du champignon. En effet, celui-ci, comme nous 
avons pu le constater sur de vieux exsiccata, contient des combinaisons hydraziniques 
non volatiles extractibles avec l’eau et l’alcool et hydrolysables en milieu acide en 
lib&ant de la MMH. Cette dernitre substance est immkdiatement transform&e en 
chlorure stable qui est alors chromatographit. En&, l’extraction a la chaleur, avec 
ou sans acide, donne de moins bons rtsultats que celle effect&e 1 la temperature 
ambiante (deux heures de contact est un temps optimum d’extraction). II faut en effet 
tenir compte d’une certaine degradation de la MMH a la chaleur. 

La migration sur 4 a 5 cm est suffisante et donne, dans les conditions opera- 
toires indiqukes et pour le chlorure de MMH, des taches compactes et arrondies de 
RF = 0.45 en moyenne. 

Quant a la revelation, nous avons essayi differents aldthydes (cinnamaldChyde, 
anisaldehyde, p-dimethylaminobenzaldehyde) en presence d’acide (chlorhydrique, 



422 NOTES 

sulfurique, phosphorique, acetique) et c’est la pdimethylaminocinnamald6hyde en 
milieu sulfurique suivie d’une aspersion d’eau qui permet d’obtenir pour la MMH 
une sensibilitt remarquable, de l’ordre de 0.2 nanogramme. 

CH=CH-CCHO + H,N-N 
,W 

- 
‘H 

CH=CH -CH=N-N 
,CH, 

‘H 

+ Ii,0 

(III 

(ItI + CH-CH=CH-N-N 
2 

CH, - i ‘H 

. W,. - 
H/Ho-,N =o= ,CH, 

(III) 

L’hydrazone aromatique (II) obtenue, de nature basique se dissout tres faci- 
lement en milieu acide pour donner un cation quino’idal (III) qui s’adsorbe sur la 
cellulose en produisant un fluorophore intenses. 

Nous n’avons pas retrouve cette fluorescence rouge avec les autres aldthydes 
test&es dans les mCmes conditions. La p-dimtthylaminocinnamaldehyde (I) est par- 
ticulitrement indiquke pour obtenir une bonne revelation. 

Le chromatogramme revilC, se conserve quatre heures environ a l’obscuritt, 
laps de temps durant lequel on peut effectuer le dosage. 

TABLEAU I 

DOSAGES RkPl?TJ?S DE LA MMH RhLISES SUR UN MfrME LOT HOMOGkNE DE G. ES- 
CULENTA S&Xl? 

Dkshydratatior? (%) MMH champignon set (mglkg) 

: 
93.7 934 
93.7 994 

C 93.7 935 

l Tempkature du laboratoire: 25 f 2’C, duke de .&&age: 14 jours. 

Nous avons rechercht a retenir une certaine humidite sur la chromatoplaque 
par addition a l’eau de vaporisation de sulfate de sodium, de carbonate de sodium 
ou de mannitol, de man&e a conserver plus longtemps la coloration, sans aboutir 
a un meilleur rtsultat. 

La sensibilite de la revelation est maximale sur plaque de cellulose developpee 
avec un solvant neutre*. L’utilisation de couche mince de cellulose a haute perfor- 

l Nous avons rencontrk durant nos dosages un lot de plaques de cellulose sur lesquelles la r&k- 
lation ne s’est pas produite, vraisemblablement en raison d’impuretks contenues dans l’adsorbant. 
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TABLEAU II 

TENEUR EN MMH D’fiCHANTILLONS DE G. ESCULENTA COMMERCIALISfi A L’l?TAT SEC 

MMH MMH 
champ&non set champignon 
bwlk) frah reconstiluk 

(wlkd 

No. I* 398 23.8 
No. 2” 308 m 18.5 
No. 3** 310 m 18.6 

* Champignon dkshydratk B la tempkature du laboratoire (25 f 2’C) pendant 70 jours. Pourcen- 
tage de dkshydratation: 94%. 

* Champ&on set cmnmercialid en sachet. Pourcentage de d&hydration suppost i?tre ~94%. 

mance (HPTLC) n?ameliore dans ce cas, ni la resolution ni la sensibilite de la me- 
thode. La fluorescence rouge-carmin de la MMH obtenue dans les conditions exp& 
rimentales prkconiskes est caracteristique de la molecule. En effet, nous avons syn- 
thetise differentes hydrazones par addition de la MMH en milieu &here aux alde- 
hydes suivants: aldihyde cinnamique, aldehyde benzo’ique, aldthyde vanillique, al- 
dihyde anisique, p-dimCthylaminobenzaldehyde, p-dimCthylaminocinnamald6hyde 
et que nous avons chromatographikes et revel&es avec notre redlateur. Four chaque 
hydrazone, on retrouve sur les chromatogrammes cette m6me fluorescence rouge aux 
UV qui vire au bleu-vert en milieu alcalin et signale la presence de MMH. 

Sur gel de silice la MMH, apres revelation, reste sombre aux UV et la sensibilite 
de la coloration dans le visible des sels de MMH est de ses hydrazones est nettement 
moins grande que sur cellulose. 

Nous avons verifie la reproductibilitt de la methode prkconiste en realisant 
plusieurs dosages a partir d’un mCme lot rkmissant plusieurs carpophores sets (tem- 
perature du laboratoire: 25 f 2”C, durke de stchage: 14 jours) broyks finement et 
rendus homogenes (Tableau I). 

Lkart moyen entre les teneurs en MMH est de l’ordre de 3%. 
Nous avons egalement dose des kchantillons de G. esculentu commercial& 

soit a l’itat set en sachet plastique, soit en boite de conserve apres dtshydratation 

TABLEAU III 

TENEUR EN MMH D’&CHANTILLONS DE G. ESCULENTA S&HI? ET COMMERCIALISI? EN 
BOfTE DE CONSERVE APRES tiHYDRATATION 

MMH MMH 
(wlkgl (wlboite) 

No. 2125 
Champignon bgoutti (205 g) 
Liquide de conservation (204 g) 
Con&u total de la boite (409 g) 
No. 2128 
Champignon kgouttk (198 g) 
Liquide de conservation (178 g) 
Contenu total de la boite (376 g) 

3.4 - 
4.8 - 
- 1.6 

4.4 - 
9.2 - 
- 2.4 
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puis rehydratation (Tableaux II et III). Les taux de MMH se stabilisent dans le 
champignon apt& une d&e de &chage assez longue, de l’ordre de dew mois6. 

C’est le liquide de conservation qui est le plus riche en MMH et qui est en 
general rejette au moment de la consommation du champignon. 

Les doses de MMH decelees dans le champignon set ou en conserve sont 
nettement inferieures a la DLSo de la MMH chez l’homme: 5 a 8 mg/kg3v7. 
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