ANNALES
UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-SKEODOWSKA

LUBLIN—POLONIA
VOL. XX, 26 SECTIO D 1965

Katedra i Zaklad Chemii Ogodlnej. Wydziat Lekarski.
Akademia Medyczna w Lublinie
Kierownik: doc. dr Irena Krzeczkowska

Irena KRZECZKOWSKA, Stanistaw BURZYNSKI
Zbigniew CZERNIAK

Badania nad mozliwos$cia okreS§lania gatunkow grzybéw na podstawie
skladu ich wolnych aminokwaséow

MCCJIeJI(OBaHMﬂ BO3MOIKHOCTH OIIpCacJICHMA BUIOB l'pMﬁOB HAa OCHOBAHUMH
cocTaBa MX 0306011HBIX AMHHOKHCJIOT

Investigation on the Possibility of the Determination of Mushroom
Species on the Basis of the Composition of Their Amino Acids

Do rodzaju Amanita nalezg jedne z najsilniej trujacych grzybéw na $wiecie.
Niektére z nich sg morfologicznie bardzo podobne do gatunkéw powszechnie spo-
zywanych, np. do pieczarek, co moze wprowadzi¢ w blad niedoswiadczonych zbie-
raczy. Pewne gatunki rodzaju Amanita réwniez bardzo malo réznig sie miedzy
soba. Identyfikacja ich opiera sie czesto na tak zawodnych kryteriach, jak subtelne
réznice w zabarwieniu owocnikéw, obecno$é¢ plamek, czy tez pierScienia na trzonie.
W zwigzku z tym niektérzy badacze prébowali ustali¢ przynalezno§é gatunkowa
tych grzybéw na podstawie zawarto$ci pewnych zwigzkéw chemicznych. Wykazano
znaczne réznice w zawarto$ci substancji trujacych, jednak ich oznaczenie okazalo sie
w praktyce stosunkowo skomplikowane (2). P. Catalfoma i V. E. Tyler (3)
wykryli réznice w skladzie wolnych aminokwaséw w siedmiu gatunkach grzyboéw
znalezionych w USA: Amanita muscaria, Amanita pantherina, Amanita gemmarta,
Amanita silvicola, Amanita porphyria, Amanita aspera i Amanita calyptroderma.
W jednej z naszych poprzednich prac (5) zauwazyliémy réwniez roéznice w za-
wartos$ci wolnych aminokwaséw w niektérych grzybach jadalnych.

Zadaniem naszej pracy bylo okre§lenie skladu wolnych aminokwaséw niekt6-
rych gatunkéw grzybéw z rodzaju Amanita oraz stwierdzenie, czy istnieje miedzy
gatunkiem grzyba i skladem jego wolnych aminokwaséw zalezno$§¢, ktéra databy
sie zastosowaé do identyfikacji grzybéw rosngeych w lasach Lubelszczyzny. Odréz-
nienie podobnych morfologicznie gatunkéw na podstawie réznic w skladzie wolnych
aminokwas6w mogloby stanowié bardzo duze udogodnienie w dokladnych bada-
niach naukowych, ze wzgledu na stosunkowo dobry rozdzial aminokwaséw przy
pomocy chromatografii bibulowej.



229 Irena Krzeczkowska, Stanistaw Burzynski, Zbigniew Czerniak

CZESC DOSWIADCZALNA
Materialy i metody

Material biologiczny:

Amanita muscaria (L) FR. — Muchomor czerwony.
Amanita pantherina D.C. — Muchomor plamisty.
Amanita citrina Schaef ex. S. F. Gray — Muchomor cytrynowy.

Grzyby pochodzily z laséw Lubelszczyzny i zostaly znalezione przy koncu lata
1964 r. Eluaty sporzadzano podobnie jak P. Catalfomo i V. E. Tyler (3),
aby moc lepiej poréwnaé wyniki podane przez wyzej wymienionych badaczy
z wynikami naszych badan. Badano zaréwno grzyby $wieze, jak i suszone. Do
rozdzialu aminokwaséw zawartych w eluatach zastosowano dwie techniki chro-
matograficzne: wstepujaca i krazkows. Dla wykazania obecno$Sci aminokwasow,
ktoérych identyfikacja przy pomocy odczynnika ninhydrynowego natrafiala na trud-
no$ci, uzywano reakcji specyficznych.

Do badan uzywano odczynnikéw cz. d. a. produkcji polskiej. Pochodzenie ami-
nokwaséw podano w naszej pracy przyjetej do druku (5).

Aminokwasy identyfikowano przy pomocy wzorcé6w o nastepujgcym skladzie:

1 11
cysteina cystyna
asparagina lizyna
histydyna arginina
kwas asparaginowy glicyna
seryna hydroksyprolina
kwas glutaminowy treonina
a-alanina prolina
kwas a~aminomastowy f-alanina
metionina kwas y-aminomastowy
walina tyrozyna
fenyloalanina tryptofan
izoleucyna norwalina

leucyna

BADANIA WLASNE

Grzyby suszono w temperaturze pokojowej. Probki o wadze 1 g grzy-
boéw suszonych i 10 g grzybéw swiezych kazdego gatunku zalewano 20 ml
70% alkoholu etylowego. Po 48 godz. eluaty nadawaly sie do analizy
chromatograficznej i wykazywatly taki sam sklad aminokwasowy, jak po
dluzszej elucji. W badaniach stosowano technike chromatografii wstepu-
jacej i krgzkowej. W technice wstepujacej wg Williamsa i Kir-
by (10) uzywano arkuszy bibuly Whatman nr 3 o wymiarach 2846 cm.
Nakraplano po 0,12 ml eluatéw na linii startowej w postaci prazkéow
o dlugosci 25 mm. Poszczegolne prazki byly oddalone od siebie o 25 mm,
a od brzegéw arkusza o 30 mm. Oprdcz eluatéw nakraplano na kazdym
arkuszu wzorce (,,mapki’’) aminokwasowe.



Badania nad mozliwo$cig okre§lania gatunkéw grzybdéw... 2923

Do rozwijania chromatograméw stosowano faze Patrid ge’a: n-bu-
tanol — kwas octowy lodowaty — woda W stosunku objetoSciowym
4:1:1. Po dwukrotnym rozwinieciu chromatogramy wywolywano przez
zanurzenie w 0,15% acetonowym roztworze ninhydryny. Po pojawieniu
sie prgzké6w aminokwas6w chromatogramy ogrzewano przez 3 min.
w temperaturze 85° w celu wykrycia f-alaniny.

W technice krgzkowej wedlug Przybylskiej, Kociatkow-
skiego i Wiewiorowskiego (6) stosowano krazki bibuly What-
man nr 3 o promieniu 11,5 cm. Eluaty nakraplano w postaci okraglych
plam o $rednicy mniejszej niz 5 mm na linii startowej, odlegtej od srodka
krazka o 12 mm. W $rodku kazdego krazka wybijano otwoér, w ktory
wkladano bagietke z knotem o wymiarach 3 X 1,5 cm. Chromatogramy
rozwijano dwukrotnie przy uzyciu fazy Patridge’a. Technika kragz-
kowa stuzyla do ustalenia optymalnych stezen nakraplanych eluatéw
i do wykonania reakecji specyficznych dla tych aminokwaséw, ktérych
zidentyfikowanie jedynie przy pomocy odczynnika ninhydrynowego na-
potykalo na trudnosci.

Reakcje specyficzne wykonano dla wykazania obecnosci argininy, cy-
styny, proliny i hydroksyproliny. Arginine wykryto przy pomocy reakeji
podanej przez Achera i wsp. (1). W tym celu sporzagdzono dwa roz-
twory:

Roztwor I: 0,01% roztwér a-naftolu i 5% mocznika w etanolu. Przed
wykonaniem reakeji dodano 5% KOH.

Roztwér II: 0,7 ml Br; w 100 ml 5% KOH.

Chromatogram spryskano roztworem I, podsuszono przez kilka minut
w temperaturze pokojowej, a nastepnie lekko spryskano roztworem IIL
Arginina wystgpila w postaci czerwonej plamy.

W celu wykrycia cystyny wykonano reakcje z nitroprusydkiem
sodu (9). W zwigzku z tym przygotowano dwa roztwory:

Roztwor I: 1,5 g nitroprusydku sodu rozpuszczano w 5 ml 2 N H,SO,,
dodano 95 ml metanolu i 10ml 28% amoniaku. Roztwor przesgczano
i przechowywano w lodéwece.

Roztwéy II: 2 g KCN rozpuszczano w 5 ml wody i uzupelniano do
100 ml metanolem.

Chromatogram zanurzano w roztworze I, a nastepnie po podsuszeniu
w roztworze II. W wypadku obecnosci cystyny wystepowala pomaran-
czowa plama.

Dla potwierdzenia obecnosci proliny i hydroksyproliny przeprowa-
dzono reakcje z izatyng. Chromatogram zanurzano w 0,2% roztworze
izatyny w acetonie z dodatkiem kwasu octowego (7), a nastepnie ogrze-
wano przez 10 minut w temperaturze 85°. Prolina i hydroksyprolina
wystapily w postaci intensywnych niebieskich plam.
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WYNIKI I WNIOSKI

Skiad wolnych aminokwaséw ustalony na drodze badan eluatéw spo-
rzgdzonych tak ze swiezych, jak i suszonych grzybow okazal sie iden-
tyczny, co potwierdza wyniki uzyskane przez Catalfomo P. (3), oraz
Krzeczkowska I i wsp. (5).

Tab. 1. Wolne aminokwasy trzech gatunkéw grzyb6éw z rodzaju Amanita: Amanita
citrina Schaeff ex S. F. Gray, Amanita muscaria (L) FR, Amanita panthe-
rina DC
The composition of free amino acids of the three mushroom species from the .
Amanita genus: Amanita citrina Schaeff ex S. F. Gray, Amanita muscaria
(L) FR, and Amanita pantherina DC

Amanita Amanita Amanita
Aminokwasy citrina muscaria pantherina

I II III
Cystyna (2) + - +
Lizyna @ + + +
Asparagina (5) + - _
Arginina (6) - + +
Histydyna ™M + =+ +
Kw. asparaginowy (8) -+ =+ +
Glicyna (9 + + -
Seryna (10) — + +
Hydroksyprolina — — + +
Kw. glutaminowy (11) + + +
Treonina (12) + + +
a-alanina 14 + + +
Prolina —_ - + -
Tyrozyna (15) + - -
Kw. y-aminomast, (16) — — -+
Walina (1n + + +
Fenyloalanina (18) -+ + +
Leucyna 19) + + +

Legenda: -+ aminokwas obecny, — brak aminokwasu

W tab. 1 zestawiono na podstawie testu ninhydrynowego, testu izaty-
nowego przeprowadzonego glownie dla sprawdzenia obecnosci proliny
i hydroksyproliny, oraz reakecji specyficznych na arginine i cystyne.
Liczby umieszczone w nawiasach przy poszczegélnych aminokwasach od-
powiadajg ich numeracji na chromatogramie przedstawionym na ryc. 1.
Na wyzej podanym chromatogramie widzimy wolne aminokwasy 3 ga-
tunkéw grzybow z rodzaju Amanita: Amanita citrine (na ryc. ozna-
czone I), Amanita muscaria (II), Amanita pantherinag (I1I). Chromatogram
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dotyczace fenyloalaniny i kwasu y-aminomastowego pokrywajg sie, na-
tomiast istnieja réznice, gdy chodzi o proline. W badaniach naszych
obecnos¢ tego aminokwasu wykryto zaréwno testem ninhydrynowym,
jak i izatynowym i w obu wypadkach uzyskano identyczne wyniki.

Tab. 2. Zestawienie wyniké6w badan wtasnych z wynikami Catalfomo P.

i Tyler V. E. odnoénie obecnos$ci proliny, fenyloalaniny i kwasu y-aminomastowego

The authors’ results compared with those obtained by Catalfomo P. and

Tyler V. E. with regard to the presence of proline, phenylalanine and butyric
y-amino acid

Amanita Amanita Amanita Amanita
citryna muscaria pantherina porphyria
a | b a b a b a b
. nie nie
rolina — — — + _
P badano + - badano
fenylo- nie nie .
alanina + badano + + + + badano
kw. - . .
amino- — b r:i]e — — + + b l;le —
maslowy adano adano

Legenda: a -— wg badan wlasnych, b — wg badan Catalfomo P. i Ty-
lera V. E, + aminokwas obecny, — aminokwas nieobecny i % aminokwas
wystepowal nie na wszystkich chromatogramach-

Otrzymane przez nas wyniki nie upowazniajg do przyjecia kryteriow
podanych przez Catalfomo P. i wsp.,, do wyznaczania w systematyce
miejsca grzyba na podstawie obecnosci lub nieobecnosci trzech wolnych
aminokwas6w: proliny, fenyloalaniny i kwasu y-aminomaslowego. Nie-
moznos$¢ zastosowania w naszych warunkach podanych przez Catal-
fomo P. i wsp. zasad dla okreslenia gatunku grzyba nie wyklucza
jednak znaczenia skladu aminokwasowego przy ustalaniu gatunku. Na-
lezy przypuszczaé, ze nie wszystkie aminokwasy odgrywaja tu jednakowg
role i tylko niektére z nich mozna uwaza¢ za charakterystyczne, obecnosé
innych prawdopodobnie zalezy od s$rodowiska i tym podobnych czynni-
koéw. Podany przez nas sklad aminokwasowy dotyczy tylko grzybow
z terendéw wojewddztwa lubelskiego. Czy jest on charakterystyczny dla
grzybow z innych terenéw Polski muszg wykazaé dalsze badania.

Jak bardzo podobny jest sktad wolnych aminokwasdéw grzybow nale-
zgcych do innych rodzajow wykazuje tab. 3.

Z tab. 3 widzimy, ze zachodzg rdznice w obecnosci tylko niektérych
aminokwasow. Nalezaloby ustali¢ w dalszych badaniach, ktére roéznice
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Tab. 3. Zestawienie wolnych aminokwaséw trzech gatunkéw grzybéw: Amanita
muscaria, Lactarius deliciosus, Agaricus campestris
Survey of free amino acids in Amanita muscaria, Lactarius deliciosus, Agaricus

campestris
Amanita muscaria|Lactarius deliciosus|Agaricus campestris
Aminokwasy w/g badan w;g Krzeczko-! w/g Hughesa
wtasnych wskiej i wsp. i wsp.
Cystyna — -+ +
Lizyna 4 + +
Asparagina — — =+
Arginina -+ -— -+
Histydyna + + -+
Kw. asparaginowy —+ -+ -+
Glicyna -+ -+ -+
Seryna —+ -+ +
Hydroksyprolina + — —
Kw. glutaminowy + -+ +
Treonina + + +
a-alanina - + +
Prolina -+ + +
Tyrozyna — -+ —+
Metionina + — —+
Tryptofan + — +
Walina -+ -+ —+
Fenyloalanina -+ -+ -+
Leucyna + + +
Legenda: + aminokwas obecny, — aminokwas nieobecny i * aminokwas wy-

stepowal nie na wszystkich chromatogramach.

sg charakterystyczne. Przypuszczalnie zwrocenie uwagi réwniez na roz-
nice ilosciowe moze sie okaza¢ duzg pomoca w okreslaniu niektérych
gatunkéw grzyboéw.
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PE3IOME

Onpenenmen cocTaB cBOOOAHBIX aMMHOKMCJIOT B Ipubax wuz poza
Amanita: 1) Amanita citrina Schaeff ex S. F. Gray, 2) Amanita
muscaria (L) FR, 3) Amanita pantherina DC u3 JecoB Jo6aMHCKOro
BOEBOJICTBA.

PesysabTatsl HacToAlleil paboThkl He YIOJHOMOYMBAIOT K OmOpejese-
HKMIO BUAOB IpuGoe u3 poxa Amanita Ha OCHOBaHMM NPUCYTCTBUS WK
OTCYTCTBUA CBODOZHBIX aAMMHOKMUCJIOT: IIPOJIMHA, (PeHMJIaJaHMHA M Y-
aMMHOMACJAHOM KMCJOTHI, Kak yTBepxganyu Catalfomo P. u Ty-
ler V. E.

B Amanita muscaria BbIABJEHO NPUCYTCTBME TAMIMHA M OKCHUIIPO-
JuHa, a B Amanita panthering IMCTMHA M OKCUIIPOJMHA. DTUX aMUHO-

knucygorT He obmapyxkmuimum Catalfomo P. u Tyler V. E.

Puc. 1. XpomarorpamMma cocraBa CBOOOAHBIX AMMHOKMCJAOT B rpubax m3 popa
Amanita: Amanita citrina Schaeff ex S. F. Gray (I), Amanita muscaria (L)
FR. (II), Amanita pantherina DC (III).

Taba. 1. Cocrae cBOGOZHBIX aMMHCKMCJIOT B 1pmbax wu3 popa Amanita:
1) Amanita citrina Schaef{f ex S. F. Gray, 2) Amanita muscaria (L) FR,
3) Amanita pantherina DC.

TabJs. 2. ComnocrabjleHMe pe3yJbTaTOB Hauleil paGoTel ¢ pesyiabraramyu paboT
Catalfomo P. mu Tyler V. E.

Tab6a. 3. CocraB ¢BOBOOHLIX aMMHOKMCJIOT TpeX DpoOxoe rpuboB: Amanita
muscaria, Lac. deliciosus, Ag. campestris.

SUMMARY

The composition of free amino acids in the following mushrooms of
the Amanita genus were determined: 1. Amanita citrina Schaeff ex
S. F. Gray, 2. Amanita muscaria (L) Fr, 3. Amanita pantherina Dc.
All the mushrooms came from the woods of the Lublin district. Contrary
to the reports of Catalfomo P. and Tyler V. E. the authors of this
paper are of the opinion that presence or absence of such free amino
acids as: proline, phenylalanine and gamma amino butyric acid is not
sufficient to determine the species of the mushrooms from the Amanita
genus. Glycine and hydroxyproline was found in the Amanita muscaria,
and cystine as well as hydroxyproline in Amanita pantherina. Their
presence has not been reported by Catalfomo P. and Tyler V. E.
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