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Wolne i zwigzane aminokwasy niektérych grzybéw jadalnych.
III. Okreslenie skladu wolnych i zwiazanych aminokwasow
w grzybach jadalnych Cantharellus cibarius Fr., Armillaria
mellea Vahl oraz Agaricus campestris Fr.

"BOOOAHBIE ¥ CBA3aHHbIE AMMHOKMCIIOTHI HEKOTODBIX CBHeJOOHBIX
rpudoer (III)

Free and Bound Amino Acids of some Edible Mushrooms (IIT)

W poprzednich naszych pracach (3, 4) przedstawiono sklad wolnych i zwigza-
nych aminokwaséw czterech jadalnych gatunkdéw grzybdéw: grzyb prawdziwy Bo-
letus edulis Bull, grzyb kozlarz Boletus scaber Bull, grzyb maslak Boletus
luteus (L) Fr. i Lactarius deliciosus (L) Fr. — mleczaj rydz. Badajgc sklad ami-
nokwasowy zwrdcono szczegbélng uwage na aminokwasy niezbedne dla czlowieka —
egzogenne, a to ze wzgledu na duza role spozywczg grzybéw i mozno§é dostarczania
ta droga dla organizmu wspomnianych wyzej substancji. Uzyskane wyniki pozwolily
stwierdzi¢ wystepowanie wielu egzogennych aminokwaséw, a szczegblnie w duzych
iloéciach lizyny, treoniny i waliny, a wiec aminokwaséw o lafcuchach rozgale-
zionych.

Obecne badania objely dalsze gatunki grzybéw jadalnych: I — pieprznik ja-
dalny (Cantharellus cibarius Fr.), II — opienka miodowa (Armillaria mellea Vahl)
oraz III — pieczarka (Agaricus campestris Fr.), ktére sg w Polsce bardzo
rozpowszechnione i czesto spozywane. Précz oznaczania skiadu wolnych i zwigza-
nych aminokwaséw zestawiono wyniki prac naszych z rezultatami uzyskanymi
przez Hughesa i wsp. (2) ze wzgledu na interesujacy nas (5) problem: czy sklad
aminokwasowy grzybéw, nalezacych do tego samego gatunku, jest identyczny nie-
zaleznie od $§rodowiska i miejsca wystepowania (1).

W poprzedniej naszej pracy okre$lono sktad zwigzanych aminokwas6w jedynie
na podstawie analizy hydrolizatéw kwasnych, jednak ze wzgledu na dostrzezone
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duze straty takich aminokwas6éw jak tryptofan i fenyloalanina uznano za wskazane
poddanie analizie réwniez hydrolizatéw zasadowych. Pozwoli to na dokladniejsze
ustalenie skiadu zwigzanych aminokwaséw, wystepujacych w biatkach grzybéw.

MATERIAL 1 METTCDY

Material biologiczny: Cantharellus cibarius Fr. Pieprznik jadalny (I), Armil-
lariac mellea Vahl Opienka miodowa (II) i Agaricus campestris Fr. Pieczarka
polna (I1II). Grzyby pierwszych dwdch gatunkéw zostaly zebrane w lecie i na jesieni
1964 roku w lasach wojewddztwa lubelskiego, natomiast owocniki pieczarki polnej
pochodzily z hodowli znajdujacych sie na terenie miasta Lublina. Skiad wolnych
aminokwaséw ustalano na drodze analizy chromatograficznej alkoholowych eluatéw
suszonych grzybéw (w porzednich pracach (3, 4) wykazano, ze sklad grzybéw Swie-
zych i suszonych jest identyczny). Grzyby suszono w temperaturze pokojowej,
a nastepnie jednogramowe ilosci startego materiatu zalewano 20 ml 70% alkoholu
etylowego. Analize przeprowadzano po 48 godz. elucji.

BADANIA WLASNE

Dla okreslenia zwigzanych aminokwasdéw zastosowano hydrolize,
kwasna, zasadowa, oraz enzymatyczng. Material biologiczny uzyty do
hydrolizy uzyskano po wyeluowaniu wolnych aminokwaséw 70% alkoho-
lem etylowym przez okres dwu tygodni.

Hydroliza kwasna

Do 200 mg suszonego materialu dodawano 5 ml 6 n HCl. Reakcja
przebiegata w zatopionych fiolkach umieszczonych w lazni wodnej (temp.
ok. 100°C). Hydroliza trwala 55 godz. i ten okres czasu nalezy przyjac¢
za wystarczajacy, poniewaz dluzsze prowadzenie reakcji nie zmienialo
koncowych wynikéw. Uzyskane w ten sposoéb hydrolizaty odparowywano
kilkakrotnie pod promiennikami, az do usuniecia nadmiaru kwasu sol-
nego. Mase pozostalg po odparowaniu rozpuszczano w 5 ml wody po-
dwodjnie destylowanej i badano na drodze analizy chromatograficznej.

Hydroliza zasadowa

Hydrolize te wykonywano podobnie jak Trojanowski J.iwsp. (9).
200 mg suszonych grzybéw zalewano 4 ml 6 n NaOH, po czym hydrolize
przeprowadzano w zatopionych fiolkach w atmosferze azotu. Azot uzyski-
wano w reakcji azotynu sodu z chlorkiem amonu, dodajac kroplami na-
sycony roztwdr NaNOQO,, do ogrzanego nasyconego roztworu NH,CIl. Za-
topione fiolki umieszczano w !azni wodnej (temp. ok. 100°C) i prowa-
dzono hydrolize przez 6 godzin (9). Otrzymane hydrolizaty zobojetniano
HCI i czeSciowo odparowano pod promiennikami. Cze$¢ powstatego NaCl
krystalizowala na Scianach parowniczki. Pozostalo§¢ przenoszono pipetg
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Williamsa i Kirby (10). Na arkusze bibuly Whatman nr 3 o wy-
miarach 28 X 46 cm nakraplano po 0,12 ml alkoholowych eluatéw oraz
po 0,028 ml hydrolizatow w postaci pasm o dlugosci 26 mm. Pasma od-
dalone byly od siebie o0 25 mm, a od brzegu arkusza o 30 mm. Dla la-
twiejszej identyfikacji aminokwaséw na kazdym arkuszu bibuly na-
kraplano rowniez dwie mieszaniny wzorcowych aminokwasow (,,mapki”).
Sklad ,,mapek” oraz pochodzenie aminokwaséw zostalo podane w naszej
pracy (4). Jako rozpuszczalnika uzyto faze Patridge’a: n-butanol — kwas
octowy lodowaty — woda, w stosunku obj. 4:1:1. Chromatogramy roz-
wijano dwukrotnie, a nastepnie wywolywano 0,15% roztworem acetono-
wym ninhydryny. Dla uwidocznienia f-alaniny chromatogramy ogrze-
wano przez 3 min. w temperaturze 85°C.

Analize krgzkowg wykonano wg Przybylskieji wsp. (7). Uzyto
krazki bibuly Whatman nr 3 o $rednicy 23 cm. Roztwory nakraplano
na linii startowej w odlegtosci 12 mm od s$rodka krazka w postaci okrg-
glych plam o $rednicy nie wiekszej niz 5 mm. Chromatogramy rozwijano
dwukrotnie przy uzyciu fazy Patridge’a i wywotywano 0,15% acetono-
wym roztworem ninhydryny. Metode krazkows stosowano glownie dla
ustalenia optymalnych stezen, wstepnej analizy oraz sprawdzenia iden-
tyfikacji aminokwaséw. Wykryte wolne aminokwasy sg przedstawione
w tab. 1, a zwigzane w tab. 2. Otrzymane wyniki ustalono na podstawie
kilkunastu chromatograméw wykonanych technikg wstepujaca i kragzkows.

OMOWIENIE WYNIKOW

Zauwazono do$¢ znaczne réznice w zawartosci wolnych aminokwa-
s6w w poszczegblnych gatunkach grzybow. Najwiecej aminokwasow za-
wiera pieczarka polna (Agaricus campestris Fr.). Ustalony przez nas
sklad aminokwasowy tego grzyba rézni sie od podanego przez Hughesa
i wsp. (2). W naszych badaniach nie wykryliSmy obecnosci hydroksy-
proliny i tryptofanu, ktére zidentyfikowali wyzej wymienieni badacze,
natomiast wykazaliSmy wystepowanie cysteiny, asparaginy, kwasu glu-
taminowego, kwasu a-aminomaslowego i kwasu v-aminomastowego, ktore
nie zostaly podane w pracy wyzej cytowanych autoréw.

Pieprznik jadalny (Cantharellus cibarius Fr.) zawiera 16 wolnych
aminokwasow, tzn. o cztery mniej niz pieczarka polna. Rézni sie on od
niej brakiem asparaginy, kwasu a-aminomastowego, metioniny i fenylo-
alaniny. Najmniej, bo tylko 13 wolnych aminokwaséw wystepuje
w opienice miodowej (Armillaria mellea Vahl). W gatunku tym oprocz
wyzej wymienionych aminokwaséw nie ma réwniez lizyny, seryny
i kwasu y-aminomastowego.

Poréwnujgc wyniki obecnej pracy z wynikami jednej z naszych po-
przednich prac, dotyczacej wolnych aminokwasdéw grzyba prawdziwego,
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kozlarza, maslaka i mleczaja rydza (3), zauwazono bardzo znaczne po-
dobienstwo w skladzie aminokwasowym mleczaja rydza i pieczarki polnej
oraz grzyba kozlarza i pieprznika jadalnego. Pieczarka polna roézni sie
od mleczaja rydza obecnoscig jedynie trzech aminokwaséow: cystyny,
kwasu oa-aminomastowego i y-aminomastowego, a pieprznik jadalny od
kozlarza wystepowaniem cystyny, histydyny, proliny i kwasu vy-amino-
mastowego oraz brakiem asparaginy.

Wszystkie poprzednio badane grzyby zawieraly asparagine, gdy tym-
czasem w obecnej pracy asparagine wykryto tylko w jednym (III. Aga-
ricus campestris Fr.). Natomiast prolina wystepujgca obecnie we wszyst-
kich gatunkach, byla przedtem =zidentyfikowana jedynie w mleczaju
rydzu.

Tab. 2. Zwigzane aminokwasy grzybéw jadalnych — The bound amino acids
. of edible mushrooms:
I — Cantharellus cibarius Fr, II — Armillaria mellea Vahl, III — Agaricus
campestris Fr

. Aminokwasy wy-
Hydroliza kwasna Hydroliza stepujgce w obu
zasadowa hydrolizatach
I I | ur| 1 | m| 1| m|m
Cysteina + — + — —_ + — +
Cystyna + + + — — — =+ + +
Lizyna +l+ |+ |+ + |+ ]+ |+ ]|+
Histydyna -+ + + - — — + + +
Asparagina + — + — —_ — + — +
Arginina + — + — — + + - +
Kwas asparaginowy + + + + + + + + +
Glicyna + 4+ |+ ]+ |+ |+ ]+ F
Seryna + + + — — _ + + +
Kwas glutaminowy 4+ + - + + + + + +
Treonina -+ + + — — — + + +
a-alanina -+ + + + + + + + +
Prolina +4- -+ + 4 + + + + +
Tyrozyna + —+ + — -+ + + + +
Tryptofan —_ — — — + -+ — + +
Kw. a-aminomaslowy -+ + + + + + + + -
Kw. y-aminomastowy | — -+ + — — — — + +
Metionina —_ ~+ + — — — — -+ +
Walina ol B i B R S B o
Fenyloalanina — — — - -+ - + =+ +
Leucyna -+ + + -+ + + + + +
+ oznacza wystepowanie aminokwasu, — oznacza brak aminokwasu, * wy-

stepowatl tylko w jednym hydrolizacie.
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Réznice w zawartosci zwigzanych aminokwaséw miedzy trzema prze-
badanymi gatunkami nie sa tak znaczne, jak w skladzie wolnych amino-
kwaséw. W tym wypadku nalezy jednak rozwazyé¢ zar6wno hydrolizaty
kwasne, jak i zasadowe. Roznice w skladzie aminokwaséw hydrolizatéw
kwasnych, otrzymanych z badanych grzybéw, nie sg zbyt duze. Najwiece]j
aminokwaséw wystepuje w pieczarce polnej. Od pieprznika jadalnego
rozni sie ona zawartosciag kwasu y-aminomaslowego i metioniny, a od
opienki miodowej — cysteiny, argininy i asparaginy. Réznice te sg wi-
doczne na ryc. 1, bedgcej fotografia, jednego z chromatograméw. Szcze-
gblnie dobrze wida¢ brak cysteiny i argininy w opience miodowej (nu-
mery 1 i 4 na ryc.). Na zdjeciu nie wszystkie aminokwasy sg widoczne,
przyczyng tego sg zbyt mate stezenia niektorych aminokwaséw. Skiad
aminokwasowy hydrolizatéw kwasnych matlo rézni sie od zawartosci
aminokwaséow w hydrolizatach kwasnych grzybéw, badanych przez nas
poprzednio (4): mleczaja rydza, grzyba prawdziwego, kozlarza i maslaka.
Do zasadniczych réznic nalezy brak w ty-h ostatnich: cystyny, kwasu
a-aminomastowego i y-aminomastowego.

Dosé znaczne réznice zauwazono przy poréwnaniu wynikéw hydrolizy
kwasnej i zasadowej. We wszystkich hydrolizatach zasadowych stwier-
dzono brak cysteiny, cystyny, histydyny, asparaginy, seryny, treoniny,
kwasu y-aminomastowego i metioniny, ktére prawdopodobnie rozlozyly
sie podczas diugotrwalego ogrzewania w srodowisku zasadowym. Oproécz
tego zauwazono brak argininy i tyrozyny w pieprzniku jadalnym, mimo
Zze te aminokwasy wystepowaly w hydrolizatach kwasnych., Moze to
wskazywaé na malg zawarto$¢ tych dwu aminokwaséw w biatkach
i peptydach wyzej wymienionego grzyba i na silniejszy ich rozklad
w $rodowisku zasadowym niz w kwasnym. W hydrolizatach zasadowych
wykryto ponadto tryptofan (z wyjatkiem pieprznika jadalnego) oraz
fenyloalanine, ktére rozlozyty sie podezas hydrolizy kwasnej.

Poréwnujgc wyniki $rednie z hydrolizy kwasnej i zasadowej stwier-
dzono, ze najwiecej, tzn. 21 zwigzanych aminokwaséw wystepuje w pie-
czarce polnej. W dwu pozostatych grzybach znajduje sie po 18 zwigza-
nych aminokwaséw, przy czym w poréwnaniu z pieczarkg polna charak-
terystyczny jest brak tryptofanu, kwasu y-aminomastowego i metioniny
w pieprzniku jadalnym oraz cysteiny, asparaginy i argininy w opience
miodowej.

W poréwnaniu z aminokwasami wolnymi, badane grzyby zawieraja
wiecej aminokwaséw zwigzanych. Stosunkowo najmniejsze réznice wy-
stepujg w skladzie aminokwasowym pieczarki polnej, ktorej zasadowe
hydrolizaty zawieraja nie wystepujacy w stanie wolnym tryptofan.
Wiegksze rozbiezno$ci stwierdzono w wypadku pieprznika jadalnego,
w ktérym liczba aminokwaséw zwigzanych jest wieksza o dwa od wol-
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nych, a jeszcze wieksza w opience miodowej, ktéra posiada 18 zwigza-
nych, a tylko 13 wolnych aminokwasow.

Szczegdlnie wazne sg roznice w zawartosci aminokwaséw egzogen-
nych. Wsréd aminokwasow zwigzanych pieczarki i opienki miodowej
znajduje sie az 7 egzogennych: lizyna, treonina, tryptofan, metionina,
walina, fenyloalanina, leucyna. Pieprznik jadalny posiada ich juz tylko 5:
lizyne, treonine, waline, fenyloalanine i leucyne. Jeszcze ubozsze w amino-
kwasy egzogenne sg eluaty. W zadnym z nich nie ma tryptofanu, a je-
dynie w pieczarce polnej jest metionina i fenyloalanina. W opience
miodowej stwierdzono ponadto brak lizyny.

Dane te potwierdzaja wysoky wartos¢ spozywczg pieczarki polnej,
zawierajgcej prawie wszystkie aminockwasy egzogenne, szczeg6lnie wazne
dla ustroju. Biorgc pod uwage, ze organizm spozywa przede wszystkim
aminokwasy zwigzane, dwa pozostale grzyby tez posiadajg pewne zna-
czenie jako Zrodla aminokwaséw egzogennych. Pelniejsza ocena ich
przydatnosci do tego celu bedzie mogla by¢ jednak zrobiona dopiero po
dalszych badaniach, a przede wszystkim po analizie iloSciowej amino-
kwasow egzogennych.

WNIOSKI

Na podstawie wynikéw naszych badan mozna przyijgé, ze:

1. Eluaty zawierajg mniej aminokwaséw niz hydrolizaty.

2. Hydrolizaty zasadowe roznig sie od kwasnych wystepowaniem
tryptofanu i fenyloalaniny oraz brakiem cysteiny, cystyny, histydyny,
asparaginy, seryny, treoniny, kwasu y-aminomaslowego i metioniny.

3. Najwiegcej aminokwaséw zaréwno wolnych, jak i zwigzanych za-
wiera pieczarka polna.

4. Sklad wolnych aminokwasow pieczarki polnej roézni sie od po-
danego przez Hughesa i wsp. (2), co potwierdza nasze dawniejsze
badania (5) na temat niemoznosci okreslenia gatunku grzyba na podstawie
zawartos$ci jego wolnych aminokwaséw.

5. Wszystkie grzyby zawierajg do$¢ duzo aminokwaséw egzogennych,
szczegb6lnie zwigzanych, co bez watpienia wplywa na ich duzg wartosé
SPOZyWCzZg.
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Prace otrzymano 25 II 1965.

PE3IOME
OnpeneneH cocTaB CBOOOAHBIX ¥ CBA3AHHBIX AMMHOKMCJIOT Chegob-
ubIX TpuboB: I — Cantharellus cibarius Fr., II — Armillaria meilea
Vahl, III — Agaricus campestris Fr.

CBA3aHHBIE AMMHOKMCJIOTBEI OOHApPYXKEHBI B KMCJIOTHBIX ¥ OCHOB-
HBIX ruapanm3aTax. B KMCIOTHEBIX ruppanmusaTax He obOHapysKeH TpuM-
TodbaH ¥ PEeHMJIAJIAHMH, B OCHOBHBIX: LMCTMH, I[MCTMOMH, AacCIaparuH,
TPEOHMH, TaMMa-aMWHOMAaCJHSHHAA KMCJIOTa M METUIAHMH. DOoJblile BCEro
aMMHOKMCJIOT CBODOJHBLIX M CBSI3aHHBIX uMeeT Agaricus campestris Fr.,
HanmeHee Armiilaria mellea Vahl

Bo Bcex nccremoBanuBIX rpmbax BhICTyNaeT MHOI'O aMMHOKMUCJIOT, He-
00XOAMMBIX JJd 4eJIoBeKa (OCODeHHO CBA3aHHBIX), YTO OKa3bLIBAET BJIIMUA-

HMe Ha [OBBIIIeHWe MX IPOAOBOJILCTBEHHOM HEHHOCTH.

Puc. 1. XpomarorpaMMa KUCJIOTHBIX TI'MIAPAJN3ATOB CBSI3aHHBIX AaMMUHOKMCJIOT
cbeNOOHBIX rpubos: I — Cantharellus cibarius Fr., II — Armillaria mellea Vahl,
111 — Agaricus campestris Fr. (1 — umerud, 2 — Jan3MH, 3 — TUCTUAUH, 4 —
aprMHMH, 5 — acrnaparuHoBas KicaoTta, 6 — rouiud, 7 -~ cepuH, 8§ — rJyTaMu-
HoBad Kucjora, 9 — TpeonHmuH, 10 — ce-ayanms, 11 — BaXuH, 12 — JeilMH).

Taba. 1. CBoOOAHBIE aMMHOKMCIOTHI ChefobOHBIX Trputos: I — Cantharellus
cibarius Fr., II -~ Armillaria mellea Vahl, III — Agaricus campestris Fr.

Tabn. 2. CsBa3aHHbIE AMMHOKUCIOTBI CBhemOOHBIX rpubos: I — Cantharellus
ciberius Fr., Il — Armillaria mellea Vahl, III — Agaricus campestris Fr.

SUMMARY
The composition of free and bound amino acids of the following edible

mushrooms was determined: I — Cantharellus cibarius Fr., II — Armil-
laria mellea Vahl, III — Agaricus campestris Fr. Bound amino acids
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were detected in acidic and basic hydrolizates. Tryptophan and phenyl-
alanine were not found in acidic hydrolizates; cysteine, cystine, histidine,
asparagine, serine, threonine, y-aminobutyric acid, and methionine were
not detected in basic hydrolizates. Most of the free and bound amino
acids were found to occur in Agaricus campestris Fr.; the least amounts
of them were recorded in Armillaria mellee Vahl All mushraooms
contained large amounts of amino acids essential for man (especially
those of bound amino acids) which heighten their ralatability.
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