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G. CAMPAGNARI F. TAGLIARO & F. ALBERTON

DETERMINAZIONE DELLE AMANITINE
MEDIANTE RP-HPLC
CON RIVELAZIONE ELETTROCHIMICA

Riassusito - G. Campacnary, F. Taciiaro & F. Arserton - Determinazione delle amanitine me-
diante RP-HPLC con rilevazione elettrochimica. o

+ Tmetodi analitici di cromatografia liquida per la misurszione delle amanititie riportati in let-
teratura impiegano, in generale, detector UV che risultano di scarsa sensibilitd. Abbiamo pertan-
to miesso & punto un metodo HPLC che impiega un sistema di rilevazione elettrochimico ed una
colonna butilica a pori grandi risultata di particolare efficienza, consentendo un limite di sensibi-
lita di circa 40-80 pg di alfa, beta, gamma-amanitina. Questo sistema cromatografico, accoppiato
con uia duplice estrazione dei campioni di siero su cartucce di silice’ derivatizzata con ODS e
non derivatizzata, ha permesso la misurazione di basse quantitd di alfa-amanitina {10-20 ng/ml).
Per le urine, invece, ¢ stata sperimentata un’estrazione con anticorpi in fase solida che ha permes-
so di misurare 1-3 ng/ml di tossina.

InTRODUZIONE

Viene da tempo ripetutamente proposta la determinazione delle amanitine
nei liquidi biologici di sospetti intossicati da funghi, data la difficolta di formula-
re precocemente una diagnosi certa sulla-base dei soli dati anamnestico-clinici.

Anche sullo stretto piano di applicazione medico-legale del resto, la certezza
della diagnosi si impone, specie se si considera che, sulla base di una recente sen-
tenza del Tribunale di Verona (19.05.86: Pres. Resta) (1), 'indurre al consumo
di funghi velenosi altre persone pud configurare reato di lesioni o di omicidio,
inquadrabile nell’ambito del delitto colposo (a titolo di imprudenza) o doloso.
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Tali evenienze pongono quindi problemi di diagnosi certa anche nell’ambito

medico- légade, dove i criteri di affidabilitd dell’indagine sono particolarmente

stringenti.
Su questa base sono stati sv1luppat1 numerosi metodi analitici per identifica-

re le amanitine in campioni biologici. Particolare attenzione ¢ stata rivolta all’o-
amanitina, data la sua tossicita (DL50 0,3 mg/kg nel topo) e 'elevata concentra- -

zione nella martrice fungina (circa 80 mg/kg) (2).

Radioimmunoassays (RIA) per le amanitine, con sensibilita nell’ordine dei
nanogrammi per millilitro, sono stati pubblicati gia alla meta degli anni *70 da
Faulstich (3) e Fiume (4). Pit recentemente ulteriorl miglioramenti della sensi-
bilitd sono stati ottenuti dallo stesso Faulstich utilizzando un RIA in fase solida
(5) e da Andres mediante un diverso antisierc e un tracciante 1odinato {6). I mi-
ghorx metodi RIA consentono oggi sensibilita nell'ordine del ng/mL. Tuttavia
& noto che i risultati dei metodi immunometrici possono risentire di interferen-
ze specifiche (cross-reazioni) e aspecifiche (pH, forza ionica ecc.). Questo ha in-
dotto la Sezione Tossicologica dell’Accademia Americana di Scienze Forensi a
raccomandare una conferma dei risultati di metodi analitici immunometrici me-
diante tecniche basate su principi diversi, ma di paragonabile sensibilita (7).

L’alternativa di gran lunga pit utilizzata & rappresentata, come & noto, dalla -

cromatografia. Tra 1 metodi cromatografici, tuttavia, la cromatografia su strato

sottile (TLC) si & rivelata utile esclusivamente per I’analisi del materiale fungino
(8). La sua scarsa sensibilitd infatti ne limita 'impiego alla determinazione di li-

velli nettamente superiori a quelli rinvenibili nei soggetti intossicati.”
L’uso della gas-cromatografia & invece ostacolato dalla natura termolabile e
dal notevole peso molecolare delle amanitine.

La cromatografla liquida ad elevata risoluzione (HHPLC) ¢ stata proposta da

numerosi Autori, per le sue caratteristiche di compatibilita con"analiti comples-
si, quali le molecole naturali, I'elevata sensibilita ed Paffidabilita.

Gia nel 1982 Pastorello e coll. hanno impiegato un sistema HPLC in fase
inversa su ODS-silica con rivelazione UV a 302"nm. In tali condizioni la mini-
ma quantita determinabile di c-amanitipa era 10 ng {(9). Metodi cromatografici
simili sono statl propostl successivamente con hrr;,m di determinazione sempre
nell’ordine del ng (10-13). .

Il problema principale di questi metodi rimane tuttavia la scarsa sensibilita
consentita dalla rivelazione spettrofotometrica (assorbimento UV a 280-313 nm),
decisamente inferiore a quella consentita dal RIA. Anghe la selettivita del siste-
ma di rivelazione é piuttosto modesta. Considerata anche la scarsa efficienza nella
separazmne delle amanitine delle colonne cromatograflche utilizzate (ODS silica
a pori di 60-10C A), la sensibilith nella matrice biologica ¢, sotto cery aspetti,
la specificita r1sulta§b piuttosto limitate.

Sulla base di quésti dati, abbiamo recentemente sviluppato un metodo HPLC
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che impiega un sistema cromatografico in fase inversa con colonna impaccata
con silice a pori grandi (300 A), derivatizzata con gruppi butilici, in grado di
favorire le interazioni di molecole grandi con la fase stazionaria. E stato inoltre
sperimentato I'impiego di un rivelatore elettrochimico (ED), che, data la pre-
senza nella struttura delle amanitine di gruppi ossidabili, ha consentito di incre-
metare sia la sensibilitd che la specificitd analitica,

MATERIALL, METODI £ RISULTATI

Standard di a-, 8- & y-amanitina sono stati ottenuti dalla ditta Serva (Heidel-
berg, FRG).

Tutti i solventi utilizzati erano «HPLC grade»

Il stato impiegato un cromatografo isocratico Gilson (Villiers-le-Bel, Fran-
cia), equipaggiato con una colonna Hypersyl WP 300 Butyl 5 um (Shandos; Se-
wickley PA, USA) di 250 x 4.6 mm e con un detector amperometrico a singola
cella in «glassy carbon» (Bio-Rad, Richmond CA, USA). Nelle condizioni ope-
rative finali il potenziale di lavoro dell’elettrodo era +0.6 V contro un riferi-
mento in Ag/AgCl. In serie era inoltre collegato un detector UV (875 Jasco,
Tokyo) regolato sulla lunghezza d'onda di 303 nm.

La fase mobile era costituita da una miscela'di ammonio acetato 0.02 rnol/ L
in H2O portato a pH 5 con acido acetico ed acetonitrile nel rapportodi 921 8.

Nelie condizioni cromatografiche descritte le tre dmanitine sono eluite nel-
'ordine 3-, - e y- con tempi di ritenzione di circa 12, 16 e 34 min e risultano
ben separate, anche se la ritenzione della y-amanitina é decisamente elevata: Da-
ta tuttavia la scarsa importanza pratica della sua determinazione, non abbiamo
ritenuto opportuno sacrificare la separazione delle altre due pit importanti tos-
sine. Naturalmente un aumento di acetonitrile nell’eluente potrebbe ottimizza-
re la determinazione della y-amanitina, qualora fosse necessario.

L’efficienza della separazione é del tutto accettabile, risultando di circa 20.00C
piatti/metro, contro i circa 10.000 calcolabili dalle pubblicazioni degli Autori
che impiegano colonne tradizionali.

I voltammogrammi idrodinamici delle tre amanitine sono risultati molto si-
mili con un plateau 2 +0.6 V ed Ei/2 di circa 0.45 V (14). Sulle base di queste
osservazioni si € decise di impiegare un potenziale di 0.6 V in quanto esso per-
mette di lavorare in condizioni di plateau, con livelli ancora modesti di corrente
di fondo.

In queste condizioni la minima quantita determinabile & risultata circa 40
pg di o-amanitina, 80 di 8- e 70 di 4~ (con un rapporto segnale/ rumore = 5),
vale a dire circa 100 volte inferiore a quella misurabile con determinazione UV.

Sino ad ora, non abbiamo ottimizzato la preparazione del campione. Per-

225




tanto nell’analisi di campioni biologici ¢i siamo limitati ad adostare con piccole
modifiche una procedura cousigliata recentemente-da Fenoil e-coll: (13}
In sintesi 2 mL di siero sono caricati su una cartuccia Sep-Pak C18 (Millipo-

re, Milford, MS, . USA); previamente. attivata con 2 mlL di acetonitrile e 2 mL-

di acqua. Dopo un lavaggio con 5 mL di acqua, le amanitine sono-eluite con

2 mL di una miscela di metanolo/acqua (40/60). L’eluato & quindi riestratto con-

4 mL di una miscela di metanolo/ cloroformio (50/50), che & poi portata a sec-
co. Il residuo & ripreso in 400 pL di cloroformio/metanolo/acido acetico
(80/50/4.5) e caricato su una Sep-Pak Silica. Dopo un lavaggio con diclorometa-
no/ metanolo (70/30), le amanitine sono eluite con 1.2 x 2 ml di diclorometa-
no/ metanolo (50/50). Finalmente Peluato & portato a secco, ridisciolto in fase
mobile ed iniettato.

Si ¢ osservato che, mentre i picchi dell’a- e y-amanitina sono ben separati,
la B-amanitina & parzialmente sovrapposta ad un picco della matrice. Questo li-
mita la sensibilitd, ma riteniamo che il problema potrebbe essere facilmente ri-
solto con piccole modifiche della fase mobile, qualora fosse necessario.

1l recupero e la riproducibilitd del metodo appaiono del tutto soddisfacenti
limitatamente all’c-amanitina (14). 8- e y-amanitina sono estratte con bassa effi-
clenza, richiedendo pertanto. condizioni di estrazione da ottimizzare.

La descritta procedura di estrazione non si & invece rivelata idonea alla pre-
parazione di campioni di urina, che presentavano numerose interferenze. .

In via del tutto preliminare & stato tentato 'impiego di un’immuncadsor-
bente, costituito dall’antisiero- in fase solida, legato su net di nylon (C.56 cm?),
distribuito dal Max Planck Institute di Heidelberg, nei kit di reagenti per RIA.

In sintesi, un net con antisiero immobilizzato & stato incubato per 16 h in
1 mL di urina di un soggetto intossicato da Amanita Phalloides, portato a pH
7,5 con aggiunta di 1 mL di tampone fosfato 0,1 mol/L. Dopo iin lavaggio con
2 x 3 mL di soluzione salina fisiologica, le amanitine sono state eluite con 200
L di tampone fosfato 0,05 mol/L (pH 5) contenente il 30% di metanolo e quin-
di iniettate nel cromatografo. -

La bassa capacitd legante dei nets, cor conseguente loro rapida saturazione,
tuttavia, limita nettamente la linearita dell’éstrazigne. Risultati preliminari su
urine di soggetti intossicati sono stati particolarmente incoraggianti.

DiscussioNE w

It metodo descritto rappresenta un notevole miglioramento rispetto a quan-
to presentato in letteratura per quanto riguarda I'efficienga del sistema ggomato-
grafico e soprattutt%ﬁa sensibilita.

I miglioramenti dal punto di vista della cromatografia sono riconducibili
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all'impiego di una colonna a pori grandi che permettonc un migliore trasferi-
mento di massa nel caso di molecole con un massa notevole. In pratica questo
si traduce nella possibilita di impiegare tempi di ritenzione maggiori, con mi-
gliore risoluzione da composti interferenti, senza eccessivi allargamenti di picco.

La presenza di un residuo di 6-idrossi triptofano nella struttura delle amani-
tine, <i ha indotto a tentare impiego della determinazione elettrochimica. Le
nostre osservazioni ci portano a ritenere che il processo elettrochimico di ossi-
dazione che abbiamo verificato avvenga a carico dell’ossidrile fenolico.

La determinazione elettrochimica ha consentito di abbassare nettamente la
minima quantita determinabile.

La possibilita di selezionare le specie chimiche rilevabili mediante la varia-
zione del potenziale di ossidazione, incrementa notevolmente anche la selettivi-
ta. In pratica questo dovrebbe consentire di semplificare drasticamente la prepa-
razione del campione, anche in analogia con quanto ottenuto nell’analisi di altri
composti fenolici, ma questa parte del lavoro & ancora in fase di messa a punto.
~ Un'ultima osservazione riguarda i risuleati ancora preliminari, ma certamente
Incoraggtanti, ottenuti con 'immuno-estrazione dei campioni, Questa tecnica
sembra poter rappresentare un mezzo semplice ed estremamente specifico; di
applicabilitd pil generale, per il trattamento di matrici complesse, in cui sideb-
bano determinare analiti a bassissima concentrazione. ey
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