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Thermostability of Alpha Amanitin in Water and Methanol
ABSTRACT

Alpha amanitin mostly found toxin in Amanita phalloides mushroom is res-
ponsible for toxicity. In this study, the chemical stability of the alpha amanitin
in water and methanol at different temperatures was investigated. Alpha ama-
nitin was purified by the method mentioned earlier from Amanita phalloides
extract, and compared to the standard. Obtained toxin was dissolved in dis-
tilled water and methanol, and separated into 42 vials. Vials divided into 7
groups randomly. The stability of the toxin was measured at room temperature
(25 °C), in the freezer (-20 °C), refrigerated (4 °C) and boiling (only water) (98
°C) using analytical HPLC system. In this method, 4.6 x50mm reverse phase C18
column, UV detector at a wavelength of 303nm, 1 mL/min flow rate of mobile
phase (acetonitrile ammonium acetate + methanol + 80 +10 +10) were used.
The initial amount of toxin was taken as100%, and toxin ratio was calculated
according to the time, reduction in the amount of toxin. The remaining toxin
level was only 5% after 6 hours in boiled water. The remaining toxin level was
86%, and 96% after 6 mounts in water, and methanol respectively at room tem-
perature. The remaining toxin level was 91%, and 97% after 6 mounts in water,
and methanol respectively at 4 °C. The remaining toxin level was 76%, and 97%
after 6 mounts in water, and methanol respectively at -20 °C. Almost all of the
toxin with boiling 6 hours changed to another chemical structure, but this does
not imply toxicity completely disappeared. The most stability in the water was
measured at 4 °C. However, the most stability in the methanol was measured
at all temperatures. The chemical degradation does not mean loss of toxicity.

To clarify it needs further invesitagation.
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OZET

Amanita phalloides mantarinda en fazla bulunan ve toksisiteden esas sorumlu
olan toksin alfa amanitindir. Bu calismada, su ve metanol icindeki alfa amani-
tinin farkli sicakliklardaki kimyasal stabilitesinin arastirilmasi amaclanmistir.
Daha énce belirtilen yontemle alfa amanitin Amanita phalloides ekstresin-
den saflastirildi ve standartla karsilastirildi. Elde edilen toksin saf suda ve
metanolde coziilerek 42 ayri viyale alindi. Viyaller rastgele olarak 7 gruba
ayrildi. Oda sicakliginda (25 °C), dondurucuda (-20 °C), buzdolabinda (4 °C)
ve kaynatilarak (sadece suda) (98 °C) toksinin stabilitesi élciildii. Olciimler
analitik HPLC sisteminde yapildi. Bu yontemde 4,6x50mm ters faz C18 ko-
lon, 303nm dalga boyunda UV dedektor, 1 mL/dakika akis hizinda mobil faz
(amonyum asetat+metanol+asetonitril 80+10+10) kullanildi. Baslangictaki tok-
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sin miktar1 %100 olarak alinip zamana gére toksin miktarindaki
azalma oram hesaplandi. Su kaynatildiginda toplam 6 saat
icinde toksin diizeyi baslangictakinin sadece %5’i kadar kaldi.
Oda 1s1sinda bekletilen sollisyonlardaki toksin diizeyi 6 ay so-
nunda su icinde baslangictakinin %86’sina, metanol icinde
%96’sina indi. Buzdolabinda bekletilen su icindeki toksin
diizeyleri baslangictakinin %91’ine, metanolde ise %97’sine
indi. Dondurucuda saklanan soliisyonlardaki toksin yiizdesi su
icinde baslangictakinin %76’sina, metanol icinde ise %97’sine
indi. Kaynatma ile toksinin tamamina yakini 6. saatte baska bir
kimyasal yapiya donmiistiir, ancak bu durum toksisitenin tama-
men kayboldugu anlamini tasimamaktadir. 6 aylik izlemede
en iyi stabilite su icinde buzdolabinda saklama ile alinmistir.
Metanol icinde ise tiim yontemlerde birbirine yakin ve yik-
sek olarak bulunmustur. Tim i1silarda, kimyasal yapidaki bo-
zulma toksisitenin kayboldugu anlamina gelmez, bu baska bir
arastirma konusudur.

Anahtar kelimeler: Amanita phalloides, alfa amanitin, ter-
mostabilite, HPLC

GiRIiS

Amanita phalloides isimli sapkali mantar turd, olumle
sonuclanan mantar zehirlenmelerinin en az %95’in-
den sorumlu tutulmaktadir (1). Zehirli baska mantarlar
olmasina ragmen, ozellikle yaygin olarak yetismesi ve
toksinlerinin gravimetrik etki gliciiniin yiksek olmasi
nedeniyle bu tire ait olimcil mantar zehirlenmesi
vakalan diger tiirlere nazaran sk gorilmektedir (2).
Mantar icinde amatoksinler ve fallotoksinler ismi verilen
2 grup toksin tamimlanmistir. Fallotoksinler 7 aminoasidin
dairesel olarak baglanmasiyla olusan bir yapiya sahiptir-
ler (3). Amatoksinler ise 8 aminoasidin dairesel olarak
baglanmasi sonucu olusan peptit yapisina sahiptirler (4).
Amatoksinler icinde ilk olarak tanimlanani alfa amanitin-
dir ve bu mantann toksisitesinden asil sorumlu tutulan
toksin olarak tanimlanmistir (5). Bu nedenle de Amanita
phalloides toksinlerinden en fazla arastinlant olmustur.
Daha sonralan beta amanitin, gama amanitin, epsilon
amanitin, amanullin, amanullik asit, amaninamid gibi
baz1 diger toksinler de tammlanmistir (6). Alfa amanitinin
toksik etki mekanizmasi detayli olarak aydinlatilmistir.
Hicrelerde protein sentezinin ilk basamagi transkripsiyon-
dur ve bu basamagi RNA polimeraz enzimi gerceklestirir.
Bu enzimin 3 tiirii tammlanmistir. Okaryotik hiicrelerde
RNA polimeraz 2 enzimi bu gorevi gerceklestirir. Alfa
amanitin bu enzimin spesifik inhibitortdur (7,8). Ancak
bakterilerde bu enzimin yerine gorev yapan RNA polim-
eraz 1’i inhibe etmediginden alfa amanitin antibakteriyel
etkinlik gostermez (9), sadece okaryot hiicrelerde pro-
tein sentezini durdurur (10). Protein sentezi hiicrelerde
bircok hayati fonksiyonun temelini olusturdugundan, alfa
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amanitin toksisitesi sonucu hiicreler bir sure sonra olur
(11). Hucre icinde daha onceden sentezlenmis bir mik-
tar protein oldugundan, hiicre hemen 6lmez, buna bagh
olarak zehirlenme durumunda 6lum hemen gerceklesmez
(12-14). Alfa amanitin toksik etkisini bircok oOkaryot
hiicresinde gostermesine ragmen (15,16) zehirlenme
durumunda toksinin bircogu karacigere gectiginden
(17,18) diger hiicrelerde pek toksik etkiye rastlanmaz,
asil toksisite hepatositlerde goriilir (19). Zehirlenme
vakalarinda sekel kalmaz, karaciger hiicrelerinin tamam
olmezse rejenerasyon sonucu tam iyilesme olur. Eger
karacigerde yaygin hasar gelisirse hepatik yetmezlik so-
nucu olum gorilur. Zehirlenen hastada hepatik yetmez-
lik gelismisse acil olarak karaciger transplantasyonu
gereklidir, ancak bu tedavi gerceklestirilemezse hasta
genelde kaybedilir (20). Kaltiir mantarlarinin Uretiminin
artmasi, medyada zehirlenme vakalarinin duyulmasi gibi
bazi nedenlerle glinimiizde mantar zehirlenmesi vakalan
azalmaktadir. Tedavi imkanlarimin artmas1 nedeniyle de
olim vakalan oldukca azalmistir (21). Gunumiizde pro-
tein sentezinin durdurulmasi gereken bircok arastirmada
alfa amanitin kullamlmaktadir (22,23). Baz1 hiicre kul-
tird calismalarinda da kullamldigi goriilmektedir. Bu
amaclarla ticari olarak >%90 saflikta 1 mg viyallerde
pazarlanmaktadir. Alfa amanitin ve beta amanitin icin
yiksek saflikta (>%99) elde etme yontemi tarafimizdan
tammlanmistir (24,25). Amanita phalloides toksinlerinin
mantarin pisirilmesiyle toksisitelerini kaybetmedigi bi
linmektedir. Zehirlenme vakalarinin neredeyse tamami
pisirilmis mantarlarin yenmesiyle olmaktadir (26). Ayrica
dondurulmus ve salamura yapilmis mantarlarin daha
sonra yenmesiyle de zehirlenme vakalan bildirilmistir
(27). Bu vakalar distintldiiglinde, mantar toksinlerinin
diisiik ve yiiksek sicakliklarda toksisitesini kaybetmedigi
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Sekil 1.Kaynayan su (98 +1 °C) icinde alfa amanitin stabili-
tesi.
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Su igindeki Alfa Amanitin Stabilitesi
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0 st 2st 18st 1gin 2gin 3gin 4gin 5gin 6gin 1hft 2hit 3hit 1ay 2ay 3ay 4ay Say 6Gay

\ —e— Oda Sicakiigi (25 C) —=— Buzdolabi (4 C) —&— Dondurucu (-20 C) \

Metanol igindei Alfa Amanitin Stabilitesi

Odak 1st 2st 3st 12st 1gim 2gin 3gin 4gin 5gin 6gim 1hft 2hft 3hit 1ay 2ay 3ay 4ay Say 6ay

‘ —a—0da Sicakig (25 C) —=— Buzdolabi (4 C) —&— Dondurucu (-20 C) ‘

Sekil 2. Su icindeki alfa amanitinin oda 1sisinda (+25 +5 °C
mavi), buzdolabinda (+4 +2 °C pembe) ve dondurucudaki (-20
+2 °C yesil) stabilite grafidi.

anlasilmaktadir. Ancak farkli 1s1 ortamlarinda toksinlerin
yapisinin degisip degismedigi bilinmemektedir. Ayrica
ozellikle molekiiler calismalarda toksin miktarinin degisim
orani cok onemlidir. Literatir taramasi yapildiginda,
alfa amanitin icin detayli bir termostabilite calismas
yapilmadig1 goriilmektedir. Bu calismada su ve metanol
icinde ¢oziilmis alfa amanitinin farkli sicakliklardaki sta-
bilitesi alt1 ay sureyle test edilmistir.

GEREC ve YONTEM

Alfa amanitin, Amanita phalloides mantarindan daha
onceden tanimladigimiz metodla saflastirilarak >%99
saflikta kullamlmistir (24,25). Bu yontemde ozetle
mantarlar toplanmis, mikroskopik ve makroskopik 6zel-
liklerine gore sinflandirmasi yapilmis, %50 metanolde
ekstrakte edilmis ve evaporasyonla kuru ekstrakt elde
edilmistir. Elde edilen ekstrakt preparatif HPLC yon-
teminde 2 defa saflastinlarak alfa amanitin standardi
ile karsilastirma sonrasinda yiiksek saflikta alfa amani-
tin elde edilmistir. Elde edilen alfa amanitinin miktar
analizi analitik HPLC sisteminde yapilmistir. Alfa ama-
nitin standardi Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan elde
edilmistir. Tim solusyonlar analitik grade kullanilmistir.
Alfa amanitin, stok solusyonlari hazirlamak icin 100 mL
bidistile su ve 100 mL saf metanol icinde 10ug/ml kon-
santrasyonda ¢oziilmistir. Tim cozelti kaplarinin kapag:
kapali tutulmustur. Dondurucu (-20 £2 oC), sogutucu (4
+2 0oC), oda 15151 (25 £5 0C) olmak lizere hem su hem de
metanol icin gruplar yapilmis, her grupta n sayisi 6 olarak
belirlenmistir. Ayrica su icin kaynama (98 +1 oC) grubu
yapilmis, toplamda deneyde 7 grup olusturulmustur.
Toplam 6 aylik stabilite calismasi yapilmistir. Kaynama
grubunda 6 saat analiz yapilmistir. Metanol kaynatildig
durumda cok hizli buharlastigindan geri yogunlastirma
islemi yetersiz kalmistir ve bu nedenle metanol icinde

Sekil 3. Metanol icindeki alfa amanitinin oda isisinda (+25 5
°C mavi), buzdolabinda (+4 +2 °C pembe) ve dondurucudaki
(-20 2 °C yesil) stabilite grafidi.

kaynatilarak stabilite testi yapilamamistir. Degazer,
0,05 mL/dakika hassasiyetli pompa, bilgi islem unitesi,
C18 ODS 5 ym partikiil 250x4,6 mm analitik kolon ve UV
dedektor kullanilarak analitik HPLC sisteminde olciimler
gerceklestirilmistir. Mobil faz akis h1iz1 1 mL/dakika izo-
kratik olarak kullamlmistir. Mobil faz olarak amonyum
asetat (50 mM, pH 5,5 asetik asit), asetonitril, meta-
nol (80:10:10, v/v/v) kullamlmistir (28). Oncelikle alfa
amanitin standard1 100ug/mL bu sisteme uygulanmis ve
tutulma zamani kaydedilmistir. Analitik HPLC sisteminde
alfa amanitin standardi icin 6 noktali (her biri 3 defa
tekrarli) kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Kalibrasyon
egrisinin denklemine, analizlerde elde edilen pik
alanlar1 uygulanarak madde miktar1 ol¢imu yapilmistir.
Her grupta bulunan alt1 numunen olcumu sonucu elde
edilen pik alanlarinin ortalamasi hesaplanms, ilk elde
edilen sonu¢ %100 olarak belirlenmis, daha sonraki
ortalamalarn ilk ortalamaya oranlarina gore sonuclar %
orani olarak verilmistir. Ayrica istatistik metod kullan-
maya gerek duyulmamstir.

BULGULAR

Su icinde cozilerek kaynatilan gruptaki toksin dizey-
lerini gosteren grafik Sekil 1’de verilmistir. Bu grupta
ozellikle 30 dakikadan sonra hizli bir disis yasanmis
ve 6 saat sonunda kalan madde miktar1 %5 olmustur. Su
icinde diger sicakliklarda toksin stabilitesi grafikleri Sekil
2’de verilmistir. Oda sicakliginda ozellikle 2. saatte kes-
kin dusus gorilmekte olup, 6 ay sonunda madde miktar
baslangictakinin %86’s1 olarak kalmistir. Buzdolabinda su
icinde bekletilen alfa amanitin miktar alt1 ay sonunda
baslangictakinin %91’i olarak kalmistir. Dondurucuda
su icinde saklanan alfa amanitin miktarlan ozellikle
2. saatten sonra keskin diismeye baslamakla birlikte,
alt1 ay sonunda %76 oraninda toksin kaldig1 goriilmek-

Eur J Basic Med Sci 2012;2(4):106-111
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tedir. Metanol icinde c¢ozulerek takip edilen alfa ama-
nitin oranlan Sekil 3’te verilmistir. Buzdolabinda ve
dondurucuda metanoldeki toksin oranlar1 6 ay sonun-
da baslangictakinin %97’si, oda sicakliginda ise %96’si
oraninda kalmistir.

TARTISMA ve SONUG

Bu arastirmada, Amanita phalloides mantarinin tok-
sini olan alfa amanitinin, farkli sicakliklarda su ve
metanol icindeki kimyasal stabilitesi alti ay boyunca
belli araliklarla izlenerek olculmustur. Calismamizda
kaynatilan su icinde bulunan alfa amanitin miktan
6 saat icinde baslangictakinin %5’ine inmistir. HPLC
kromatograminda alfa amanitin piki azalirken yeni bir
pik belirmistir ve zamanla yeni pik yiikselmistir ve alani
artmisti. Bu durum alfa amanitinin yeni bir yapiya
donistiigiinli gostermektedir. Su icinde kaynatilarak
yapilan calismalarda bu durumda dikkat edilmelidir.
Ozellikle molekiiler calismalarda bu durum cok énem-
lidir. Clnkii alfa amanitinin 1si1da bozulmadigi kabul
edildiginden arastirmacilar calismalarinda 1s1 kullan-
maktan cekinmemektedirler. Arastirmamiz  molekul
yapisinda degisiklik oldugunu dogrulasa da, toksisite
hakkinda bir fikir vermemektedir. insanlarda gériilen
Amanita phalloides mantar zehirlenmelerinin neredeyse
tamaminda mantar pisirilerek yenmektedir (29).
Elimizde tam veri olmamakla birlikte, neredeyse yenilen
tlim mantarlarin 30-60 dakika arasinda pisirildigi bilin-
mektedir. Mantarlar yas olarak toplanip pisirildiginden,
aslinda su icinde pisirilmis olmaktadir. Calismamizda
30-60 dakika arasinda alfa amanitin miktan %30-40
arasindadir. Mantar icerigindeki toksin miktar1 ve bu
toksinin gravimetrik etki potansiyeli dusiiniildiigiinde,
kaynatma sonrasi kalan %30-40 toksin miktarimn da
zehirlenmeye neden olabilecegi diisuniilebilir. Aslinda
belki de uzun siire (en az 3 saat) su icinde haslanma
durumunda mantardaki alfa amanitin dizeyinin %10’un
altina inmesi mimkun gorunmektedir. Ancak yeni olusan
molekuliin toksisitesi hakkinda calisma yapilmasi ge-
rekmektedir. Su icinde molekillerin kaynatilmasi du-
rumunda hidroksillenme reaksiyonunun gerceklestigi
bilinmektedir. Alfa amanitin molekiil yapisinda hi-
droksillenmeye misait atomlar bulunmaktadir. Su
icinde kaynatma durumunda alfa amanitin molekulunin
hidroksillendigi ve baska bir molekiil yapisina donustiigi
varsayimi arastirmarmzin ¢ikarimi olarak onemlidir.
Mantarin pisirilmesi sirasinda suyunu kaybetmesi ve
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yag 1sis1 ile 100 C den daha yiiksek sicakliklara ¢ikilmasi
mumkindur. Bu durumda toksin stabilitesi hakkinda
bilgi bulunmamaktadir. Bazi hayvanlarin mantari dogada
yiyerek zehirlenmesi (30), insanlarin ise pisirerek yeme
sonrasi zehirlenmesi, pisirme sirasinda uygulanan 1s1
nedeniyle olusan molekiil degisikliklerinin toksisiteyi
engellemedigini cagristirmaktadir.

Alfa amanitinin su icinde buzdolabindaki stabilitesi 6
ay sonunda oldukca iyi gorinmektedir. 1 haftaya kadar
%95 dolaylarinda devam edip, 6 ay sonunda %90 uzeri-
nde kalmaktadir. Toksinin eksilen kismi icin belirgin bir
pik belirmemistir, bu durum toksinin eksilen kisminin
bozuldugunu cagristirmaktadir. Bu durum, eger alfa am-
anitinin su icinde saklanmasi gerekiyorsa buzdolabinda
saklanmasinin uygun oldugunu géstermektedir. Ayni za-
manda, mantar topladiktan sonra buzdolabinda saklam-
akla toksisitenin cok az eksildigi anlamini tasimaktadir.
Buzdolabinda saklanan Amanita phalloides mantarlarinin
yenmesiyle de ciddi zehirlenmeler olabilecegi bilinme-
lidir. Oda 1sisinda su icinde alfa amanitin stabilitesi 1
giine kadar %95, 1 haftaya kadar %90, 6 ay sonunda
%85 dolaylarinda goriinmektedir. Arastirmalar sirasinda
alfa amanitin ¢ozeltisi oda 1sisinda kalmaktadir. Bu du-
rumda ozellikle 1 giine kadar oda 1sisinda saklamanin
uygun olabilecegi anlasilmaktadir. Ayrica mantarin
toplandiktan sonra oda 1sisinda bekletildiginde de tok-
sisitesini kaybetmedigi anlasilmaktadir. Dondurucuda
bircok molekiil yapisinda degisiklik olmaksizin sakla-
nabilmektedir. Alfa amanitinin su icinde dondurularak
saklanmasi durumunda 1. giinde %80, 1 hafta sonunda
ise %75 diizeyine inmekte ve kromatogramda baska bir
pik belirmektedir. Bu durum, donduruldugunda alfa
amanitinin molekiil yapisinda degisiklik oldugunu gos-
termektedir. Ancak yeni olusan molekiliin toksisitesi
hakkinda bilgi bulunamamaktadir. Daha once bildirilmis
olan bir zehirlenme vakasinda, dondurularak 6 ay ka-
dar bekletilmis olan Amanita phalloides mantar yiyen
bir yasti hasta olmustir (31). Bu duruma kalan tok-
sin miktarinin neden olabilecegi diisiiniilebilir. Ancak
yeni molekilin de toksisiteye katkisinin olabilecegi
dusunulebilir. Dondurup ¢ozme isleminin de molekil-
tin bozulmasina neden oldugu ongoriilebilir. Ozellikle
arastirmalarda kullamm sirasinda eger alfa amani-
tinin su icinde c¢oziinerek bekletilmesi gerekiyorsa,
3 gune kadar hem oda 1sisinda, hem de buzdolabinda
saklanmasinin uygun oldugu anlasilmaktadir. Daha uzun
stire bekletmek gerektiginde buzdolabinda 6 aya kadar
saklanma durumunda stabilitenin oldukca iyi oldugu
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anlasilmaktadir. Dondurucuda ise saklanmasinin uy-
gun olmadig1 anlasilmaktadir. Metanol oldukca iyi bir
organik coziclidir ve bircok molekill cozdiigiinden
arastirmalarda siklikla kullamlmaktadir. Alfa amanitin
metanolde cozinmektedir ve bircok arastirmada metanol
icinde coziinerek kullanilmaktadir. Metanol icinde alfa
amanitinin 2 guin sonunda tum 1silarda %98 dolaylarinda
stabilite gosterdigi gorilmektedir. 6 ay sonunda tim
1silarda %96 Uzerinde stabilite gostermesi, alfa amanitin
icin metanoliin cok iyi bir bekletme ¢oziicisi oldugunu
gostermektedir. Arastirmalarda mimkunse alfa amanitin
metanol icinde coziilerek bekletilmelidir.
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