Amatoxin-Nachweis in Pilzen
A. MEIXNER

Sonntagweg 6 ¢, D-7000 Stuttgart 80

Eingegangen am 14.12.1978

Meixner, A. (1979) — Detection of amatoxins in fungi. Z. Mykol. 45 (1): 137-139

K ey Wo rd s: Amanita, Galerina, Lepiota, Pholiotina, amanitin, amatoxin, fungi, toxins
Abstract: Asimple method for detection of amatoxins in fungi is described.

Zusammenfassung: Es wird eine einfache Nachweismethode fiir Amatoxine in Pilzen
beschrieben.

Noch immer ist Amanita phalloides (Vaill. ex Fr.) Secr., der Griine Knollenblitterpilz, als
unser gefihrlichster Giftpilz anzusehen, denn mehr als 90 % aller Pilzvergiftungsfille
gehen auf sein Konto und weniger als 10 % auf das der Gesamtheit aller anderen Pilzarten.
Eine Vielzahl von Giftstoffen ist in ihm enthalten — man kennt zur Zeit ca. zwanzig. Sie
wurden von T.Wieland und Mitarbeitern isoliert, ausfihrlich studiert und in ihrer
Struktur aufgeklért; die Zusammenfassung (1968) dariiber ist fir Mykologen sehr infor-
mativ. Diese Amanita-Toxine bestehen aus zwei Gruppen todlicher Giftstoffe: Den
Amatoxinen mit dem a-Amanitin und ihm strukturell verwandten Verbindungen sow.e
den Phallotoxinen mit dem Phalloidin und diesem verwandten Verbindungen. Fiir die
Symptomatik des langsam fortschreitenden Verlaufs von Amanita-Intoxikationen und
ihren letalen Ausgang sind die Amatoxine verantwortlich. Ihr wichtigster Vertreter ist das
a-Amanitin, ein Sulfoxid mit Cyclopeptidstruktur der Strukturformel:
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Es inhibiert die Ribonucleinsidure-Polymerase von Eukaryonten und ist eine duferst
toxische Substanz: Die letale Dosis per os beim Menschen betriagt nach T.Wieland
(1968) nur 0,1 mg/kg Koérpergewicht. Um einen erwachsenen Menschen damit zu toten,
reicht also die winzige Menge von 5 mg aus. Diese Menge ist etwa in einem Knollenblatter-
pilz mittlerer Grofe enthalten. Wir haben in unserem Verdauungstrakt kein Enzym, das
die Polycyclen abbauen, also die Gifte zerstoren konnte. Es gibt bis heute — allen immer
wieder einmal vor allem in der Boulevardpresse auftretenden, anders lautenden Mitteilun-
gen zum Trotz — kein Gegenmittel, das die todlich wirkenden Cyclopeptide der Gift-
wulstlinge neutralisieren konnte, kein Heilmittel, kein Serum oder dhnliches gegen Ama-
toxinvergiftungen. Dies im Zusammenhang mit der langen Latenzzeit macht die aufer-
ordentliche Gefdhrlichkeit der Knollenblétterpilze aus.

Es ist wiinschenswert, eine einfache, auch von Mykologen und Pilzfreunden durchfiihrbare
Nachweismethode fiir a-Amanitin und die iibrigen Amatoxine zu kennen, die den Nach-
weis dieser Gifte direkt in Pilzfruchtkorpern oder Fragmenten davon erlaubt. Bislang
bekannte Amanitin-Nachweisreaktionen, wie die Folin-Denis-Reaktion, die Reduktion
von ammoniakalischer Silbernitratldsung und die zu Blauviolettfarbung fithrende Reaktion
mit Zimtaldehyd, die in einer Atmosphire aus HCl-Gas durchgefiihrt werden muf,
erfillen diese Voraussetzungen nicht. Fiir eine derart einfache Nachweismethode von
Amatoxinen geeignet erscheint eine von W. D il g e r (1949) aufgefundene, unter Mitwir-
kung von Lignin ablaufende Reaktion, iiber die T. Wieland (1949, 1978) berichtet.
Diese auch auf stark holzschliffhaltigem Papier durchfiihrbare ,,Fichtenspanreaktion** 1t
sich fir den Gebrauch von Pilzfreunden und Mykologen leicht in der nachstehend
beschriebenen Form durchfiihren:

Man gewinnt einen Tropfen des Zellsaftes vom zu untersuchenden Pilz. Das kann leicht
durch Auspressen eines Stiickchens vom Fruchtkérper in einer Knoblauchpresse gesche-
hen. Diesen Tropfen 1alt man auf den Rand eines Stiicks holzschliffhaltigen Zeitungs-
papiers tropfen. Alle unsere Tageszeitungen sind holzschliffhaltig, und es ist wichtig,
holzschliffhaltiges Papier zu verwenden, da dessen Ligninanteil Reaktionspartner ist. Im
iibrigen ist es im allgemeinen nicht nur leichter, ein derartiges Stiick Papier zu beschaffen,
als einen geeigneten Fichtenspan, sondern das weile Papier gibt auch einen besseren
Farbkontrast zur auftretenden Reaktionsfirbung, macht also den Test empfindlicher.
Beschichtetes Illustriertenpapier ist nach Gesagtem fiir diesen Test also ungeeignet.

Den so erhaltenen feuchten Fleck auf dem Papier liit man nun ohne Anwendung
iiberméafliger Hitze, also zum Beispiel auf einem Pilztrockengerit ,,Dorrex‘ eintrocknen.
Um die Auftropfstelle auf dem Papier spiter wiederzufinden, ist es zweck-
miBig, sie, solange sie noch feucht ist, mit einer Bleistiftmarkierung zu umrahmen. Nach
dem Trocknen wird das Papier an der betropften Stelle mit einem Tropfen konzentrierter
Salzsiure befeuchtet. Im Falle der Anwesenheit von Amatoxinen im Pilzprefsaft firbt
sich die so betupfte Papierstelle fast tintenblau. Falls nur Spuren von Amatoxinen in der
Probe anwesend waren, konnen bis zum Auftreten der Blaufirbung zehn und mehr
Minuten vergehen. Man darf also das Papier im Falle einer zunéchst negativen Reaktion
nicht sofort wegwerfen. Die Blaufirbung ist der eindeutige Nachweis von Amatoxinen.
Bei Phalloidinen verlduft die Reaktion negativ und bei a-Oxitryptophan orangerot.

Hat man nur kleinste Pilzfragmente zur Untersuchung zur Verfiigung, die zum Auspressen
eines Tropfen Zellsaftes nicht ausreichen, geniigt es, diese Fragmente mit einer Rasier-
klinge zu zerschneiden. Danach driickt man die erhaltene Schnittfliche auf das Zeitungs-
papier, so dafl durch Kapillarkrifte allmahlich geniigend Zellsaft fiir den Test aus der
Schnittfliche in das Papier hineingesaugt wird. Selbstverstindlich kann man auch mit
ganzen Fruchtkorpern nach der Rasierklingenmethode arbeiten.
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Der besondere Wert dieses einfachen Amatoxin-Nachweisverfahrens liegt darin, dal es im
Gegensatz zu komplizierteren Verfahren von jedermann ohne Benutzung teurer Apparatu-
ren, sogar ohne Mikroskop, auch ohne jede Vorbildung und Erfahrung und ohne daf ein
Laboratorium vorhanden sein miifite, schnell und einfach an fast jedem Ort durchgefiihrt
werden kann. Amanita phalloides tritt ja bekanntlich nicht nur mit griinlicher, sondern
auch mit griingelber, griinbrauner, gelber, brauner und als Albino sogar mit weifler
Huthaut auf. In diesen Erscheinungsformen kann der Giftpilz mit ungiftigen Pilzen, wie
zum Beispiel gelben Amaniten, verwechselt werden. In solch einem Zweifelsfall ist
beschriebener Amatoxintest von unschitzbarem Wert. Sein weiterer besonderer Wert liegt
darin, daf man die Amatoxine auch dann erkennen kann, wenn vom zu untersuchenden
Pilz nur Fragmente vorhanden sind, oder aber wichtige Bestimmungsmerkmale fehlen.
Das kann z. B. der Fall sein, wenn Pilzvergiftete ins Krankenhaus eingeliefert werden, und
man zunichst aus ihren beim Pilzeputzen entstandenen Pilzabfillen zu Hause die betei-
ligte Giftpilzart bestimmen muf. Kleine Pilzputzfragmente kénnen zur schnellen Klidrung
der Frage, ob Amatoxine im Spiel sind, beitragen. Die Erkennung der verursachenden
Giftpilzart ist vor Einleitung jeder effektiven Therapie zunichst notwendig.

Ein weiterer besonderer Wert dieses einfachen Amatoxintestes liegt in der leichten
Durchfithrbarkeit entsprechender - Untersuchungen wenig bekannter oder bisher noch
nicht genau untersuchter Pilzarten. So lassen sich die Amatoxine mit diesem Test nicht
nur in Amanita phalloides, sondern im ebenso giftigen Weilen Friihlingsknollenblitter-
pilz, Amanita verna (Bull. ex Fr.) Roques, und im Weiflen Spitzhiitigen Knollenblitter-
pilz, Amanita virosa (Fr.) Bertillon, zu denen sich in Nordamerika A4. bisporigera Atk. und 4.
ocreata Peck gesellen, und auch in all jhren Varianten nachweisen. Weiter gibt es a- und
B-amanitinhaltige Haublinge (Galerina), Schirmlinge (Lepiota) und Glockenschiipp-
linge (Pholiotina), so einen manchmal mit Kuehneromyces mutabilis (Schff. ex Fr.) Sing.
et Smith, dem Stockschwdammchen, verwechselten Gifthaubling, Galerina marginata (Fr.)
Kiihn., den Nadelholzhdubling, sowie Galerina autumnalis (Peck) Smith et Sing. und in
Nordamerika Galerina venenata A. H. Smith, dazu hier die Giftschirmlinge Lepiota brun-
neo-incarnata Chod. et Mart., Fleischbraunlicher Schirmling, und Lepiota helveola Bres.,
Fleischrosa Schirmling, sowie den giftigen Glockenschiippling, Pholiotina filaris (Fr.) Sing.
Sie alle rufen dem Griinen Knollenblatterpilz dhnliche todliche Vergiftungen hervor, wenn
man sie geniefdt.

Sicher wird man durch konsequente Anwendung der beschriebenen Reaktionen bei noch
wenig erforschten Pilzen weitere amatoxinhaltige Pilzarten finden.

Mit diesen Ausfiihrungen sollte auch gezeigt werden, dafl das Forschungsgebiet Farbreak-
tionen dem Mykologen wie dem Pilzfreund neue Erkenntnisse erschliefen kann. Farb-
reaktionen vermogen oft bei schwierigen Bestimmungen und Nachweisen weiterzuhelfen
(Meixner1975-1979), wo andere Methoden ihrem Wesen nach versagen miissen.
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Anmerkung: Das Standartwerk (M elx ner 1975) ist beim Verlag und im Buchhandel
vergriffen; es kann aber noch beim Verfasser bezogen werden. Ebenso sind Trockengerite
,,Dorrex*“ beim Verfasser erhiltlich.
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