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Duzce Yoresinde Yetisen Amanita Phalloides Mantarindaki Alfa
Amanitin Diizeyinin Hplc Yontemiyle Olgimii

The Measurement Of Alpha Amanitin Levels Using Hplc Method
In Amanita Phalloides From Dlizce Province

OZET

Amag: Dizce ili sinirlarinda 2010 yilinda toplanan Amanita phalloides mantarindaki alfa
amanitin toksin diizeyinin HPLC ydntemiyle dlcimi amaglanmistir.

Yoéntem: Bir mantar bitlin olarak, dideri ise parcalara ayrilarak ekstraksiyon yapilmistir.
Olgiimler HPLC cihazinda 303 nm UV dalga boyu, 250x4,6 mm C18 5 um partikiil iceren kolon
kullanilarak gerceklestirilmistir. Mobil faz olarak amonyum asetat + metanol + asetonitril
(80+10+10, v/v/v) kullaniimis ve akis hizi 1 mL/dakikaya ayarlanmistir. Sonuglar 1 g kuru
mantardaki toksin miktari olarak verilmistir.

Bulgular: Butlin mantardaki alfa amanitin miktari 4,806 mg (+0,033), sapkada 3,522 mg
(£0,024), lamelde 5,318 mg (+0,056), halkada 0,903 mg (+£0,004), sapta 2,577 mg (+0,037),
kapcikta 0,698 mg (+0,008) olarak 6lguldu.

Sonug: Diizce yoresinde yetisen Amanita phalloides mantarlarindaki alfa amanitin dizeyleri,
baska bolgelerde yetisenlerden farklilik gdstermektedir. Buldugumuz sonuglardan daha yiiksek
ve daha disiik seviyede toksin diizeyi él¢iilmis arastirmalar literatiirde mevcuttur. Bu farklihgin
etkenleri arasinda iklim sartlari yaninda ekstraksiyon ve analiz yéntemlerindeki farkhliklar da
rol oynayabilir.

Anahtar Kelimeler: Amanita phalloides, Alfa amanitin, HPLC

ABSTRACT

Aim: The aim of this study is to measure the level of alpha amanitin toxin using HPLC method
from Amanita phalloides mushroom collected in the province of Diizce in 2010.

Method: One of the mushrooms as a whole body. The other one was extracted after seperated
into parts. The measurement was done by HPLC using 303 nm UV wavelength and 250x4,6
mm C18 5 um particle included column. Ammonium acetate+methanol+acetonitrile (80+10+10,
v/viv) was used as a mobile phase, and the flow rate was set 1 ml/min. The results were given
as a toxin quantity in 1 g dry mushroom.

Results: The amount of alpha amanitin was measured as 4,806 mg (+0,033) in the whole body,
3,522 mg (£0,024) in the cap, 5,318 mg (£0,056) in the lamellar, 0,903 mg (+0,004) in the ring,
2,577 mg (+0,037) in the stipe, 0,698 mg (+0,008) in the volva.

Conclusion: The level of alpha amanitin in Amanita phalloides from Duzce Province is differ
from different countries. Higher and lower levels of toxin than our data obtained investigations
are present in the literature. The reason of this differences might be several factors like extraction
methods, analysis methods and environmental conditions.

Key Words: Amanita Phalloides, Alpha amanitin, HPLC

GIRIS

Bilinen 100 dolaylarinda zehirli mantar tiri olmakla birlikte bunlardan
yaklasik 8-10 tiirle goriilen zehirlenmeler 6limcul sonuglar dogurabilmektedir.
Amanita mantarlari, bircok bdlgede yaygin olarak yetisen ve bir¢ok Uyesi
bulunan bir mantar cinsidir. Bu mantarlar icinde ¢ok lezzetli yenilen mantarlar
oldugu gibi ¢ok ciddi zehirlenmelere neden olan bazi tlrler de bulunmaktadir.
Bu tdrler arasinda Amanita phalloides, Amanita verna, Amanita bisporigera,
Amanita virosa, Amanita muscaria, Amanita panterina’nin 6limcul
zehirlenmelere yol actigi bilinmektedir (1). Oliimciil zehirlemenmelerin en sik
nedeni Amanita phalloides tirudir (2). Ulkemizde kdygociren, evcikyikan;
dinyada ise 6lim melegi, 6lum sapkasi (death cap) gibi isimlerle bilinen bu
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mantarlarda toksisiteden sorumlu 2 grup toksin
tanimlanmistir. Bunlar amatoksinler ve fallotoksinler
olarak adlandiriimistir (3). Fallotoksinler, asir toksik
olmalarina ragmen gastreintestinal  sistemden
yeterince emilmediginden toksisitesi  klinikte
gorilmez (4). Olumden sorumlu olan toksinler,
amatoksinlerdir ~ ve amanitinler olarak da
isimlerdirilirler. Bu grupta alfa, beta, gama ve epsilon
amanitin gibi toksinler bulunur. Emilim orani ¢ok
yuksek oldugundan diger toksinlere nazaran
toksisiteden sorumlu olan alfa amanitindir (5).
Alfa-amanitin emilimden sonra karaciger tarafindan
hizla alinir. Karacigere alinmasinda safra asidi
transport sisteminin rol oynadi§i ileri surtilmektedir
(6). Toksin hepatositlerde hiicre ¢ekirdegine girerek
RNA Polimeraz Il enzimine baglanir ve bu enzimin
aktivitesini  durdurur (7). Bu enzim protein
sentezindeki ilk basamak olan transkripsiyonu
katalize ettiginden zehirlenme durumunda hicredeki
tim protein sentezi durur. Daha 6nceden Uretilmis
olan proteinler hiicrenin bir siire daha canli kalmasini
saglar. Sonugta 3-7 gun icerisinde Kkaraciger
yetersizligine bagl olarak 6lim goralir (8). Eger
toksin dusuk diizeyde alinmigsa karaciger rejenere
olarak hasta sekelsiz olarak kurtulabilir. Alfa
amanitinin bilinen spesifik bir inhibitori yoktur, fakat
tedavide penisilin, silibilin tioktik asit ve aucubin gibi
bazi ajanlar kullanilabilmektedir ancak etkinlikleri
tartismalidir (9, 10). Yuksek diizeyde toksin alinmasi
durumunda ya 6lim goérulmekte ya da karaciger
transplantasyonu tek care olarak gorulmektedir (11).
Deney hayvanlarinda LD50 dozlari belirlenmis
olmasina ragmen insanlarda tehlikeli toksin diizeyi
kesin olarak bilinmemektedir (12).

Yapilan arastirmalarda farkh bdlgelerde yetisen
Amanita phalloides mantarlarindaki alfa amanitin
diizeylerinin farkli oldugu gérulmektedir. Ayni mantar
icindeki farkh kisimlarda da toksin dagiliminin farkli
oldugu bilinmektedir. En yliksek toksin orani sapka
ve lamel bolumlerinde oOlculmustir (13). Alfa
amanitin 6l¢imunde birkag yontem olmasina ragmen
altin standart yontem HPLC ile analiz olarak
gorilmektedir. Alfa amanintinin analizi icin HPLC’de
yerlesmis bazi yuksek duyarlikli yontemler
kullanilmaktadir (14).

Bu arastirmada Dizce yoresinde 2010 vyih
sonbaharinda  yetisen ~ Amanita  phalloides
mantarindaki alfa amanitin miktarinin  HPLC
yontemiyle analizi amaclanmistir.

MATERYAL-METOD

12.10.2010 tarihinde Diizce Gimisova Yesilyayla
koyu ormanlik alanindan iki adet Amanita phalloides
mantari  toplandi  (Sekil 1).  Taksonomik

Sekil 1: Analizi yapilan Amanita phalloides mantarlari

siniflandirmasi, mikroskobik ve makroskopik
Ozeliklerine gore yapildi (15). Mantarlar 8 saat 50 oC
hava akimi altinda sabit agirhga ulasana dek
kurutuldu, 6guticude 6gatildu. Mantarlardan birinin
sapka, lamel, halka (annulus), sap ve kapcik (volva)
boélimleri ayri ayri hazirlanip ekstrakte edildi. Diger
mantar ise bitun olarak ekstrakte edildi. Ekstraksiyon
islemi %50 metanolde 30 dakika kaynatilarak yapildi.
5 dakika 5000 rpm’de santriflij yapildiktan sonra
supernatant 0,25 pm filtreden suzilerek HPLC
cihazina 10 pl enjeksiyon yapildi. Her numuneden 3
ayri 6lcuim yapildi.

Alfa amanitin standard (Sigma) kalibrasyon egrisi 0,2
-04-0,6-1-2pugolmak tGzere 5 noktali olarak
hazirlandi. Korelasyon (R2) 0.9993, egri denklemi (y
= 352476x + 17338) olarak bulundu. HPLC
(Thermo), 303 nm UV dalga boyunda, C18 250x4,6
mm kolon (5 pm partikil) 1ml/dk akis hizi ile
kullanildi. Mobil faz olarak amonyumasetat (50 mM)
+ metanol + asetonitril kullanildi (14). Sonuglar 1
gram kuru mantar icerisindeki toksin miktar
ortalamasi (x standart hata) olarak verildi. Alfa
amanitin standardinin tutulma zamani 7,132 dakika,
ekstre kromatograminda alfa amanitin tutulma zamani
ise 6,948 dakikadir (Sekil 2).

BULGULAR

Mantarin boltmlerindeki toksin miktarlari ayri ayri
analiz edilip sonuglar Tablo 1°de verilmistir. Mantarin
1 gram kuru kisimlarindaki alfa amanitin seviyeleri
su sekildedir: Sapkasinda 3,522; lamelinde 5,318;
halkasinda 0,903; sapinda 2,577; kap¢iginda 0,698;
bitlin mantarda 4,806 mg/g toksin ¢lculmustir.

TARTISMA ve SONUC

Amatoksinler termostabil oktapeptidlerdir. RNA
Polimeraz 11 enzimini inhibe ederek protein sentezini
durdururlar. Oral zehirlenmelerde en toksik tiirii alfa
amanitindir  (16). LD50 dozu intraperitonel
uygulamada farelerde 0,1 - 0,6 mg/kg’dir (1).
Istanbuldaki yetisen mantarlarda yapilan calismada;
bltin mantardaki toksin miktari bizim buldugumuz
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Sekil 2: Amanita phalloides ekstresi HPLC kromatogrami

miktardan daha azdir. Bu makaledeki ekstraksiyon
yontemi, bizim ¢alismamizdakinden farklidir; daha az
¢ozicu kullantlmistir (17). Bu calisma disinda
tlkemizde yetisen mantarlarda alfa amanitin anlizine
rastlanmamistir. Cinde yetisen mantarlarda ise 1 gram
yas mantardaki toksin miktari 30,3 mg olarak
Olculmustur (18). Yine Kolombiya da yapilan bir
calismada Amanita bisparigera tirinde ki alfa
amanitin miktari yaklasik olarak 5700 ppm olarak
bulunmustur (19).

Yaptigimiz arastirmada mantarin bolimlerinde farkli
miktarlada alfa amanitinin bulundugu gdsterilmistir.
Elde ettigimiz verilere gore alfa amanitin miktari en
fazla mantarin lamel kisminda, en az ise kapcik
kisminda bulunmaktadir. Fransa da yapilan bir
calismada Amanita phalloides mantarinin sapka,
lamel, halka ve sap bdlimlerinde alfa amanitin
miktarinin benzer bulundugunu fakat bulb ve kapgik
(volva) bolumlerine goére daha fazla oldugu
belirtilmistir (20). Yine Amerika da yapilan bir
arastirmaya gore Amanita bisporigera mantarinin sap
ve bas bolumlerinde ayni miktarda alfa amanitin
bulundugu gosterilmistir (13).

Yapilan calismalarda elde edilen toksin miktarlari
bizim calismamizla karsilastirildiginda hem daha az
hem de daha c¢ok toksin o&lgtlen calismalar
bulunmaktadir. Farkh bolgelerde yetisen mantar
bolimlerindeki alfa amanitin miktarlarinin oldukca
farkhilik gosterdigi anlasiimaktadir. Bunun nedenleri
arasinda ekstraksiyon yontemi, analiz yéntemi ve
mantarin yetistigi bolgedeki cevresel ve iklimsel
kosullardaki degisiklikler olabilir.
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