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OkreSlono poziom aktywnosci proteolitycznej w owocnikach boczniaka ostry-
gowatego. Badano grzyby mrozone, liofilizowane i suszone. Zastosowano me-
tode Kunitza w obecnosci kazeiny jako substratu i metode Ansona w obecnosci
hemoglobiny. Enzymy proteolityczne grzybow wykazywaly wieksze powinowa-
ctwo do hemoglobiny niz kazeiny. Proces liofilizacji i suszenia obnizal aktyw-
nos¢ o 30% zas mrozenie grzybow powodowato obnizenie aktywnosci o 70%.
Zidentyfikowano224 substancji lotnych.
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Grzyby podobnie jak inne zywe organizmy zawierajg uktady enzymatyczne. Do
enzymow grzybow wielkoowocnikowych zalicza si¢ m. in. laktaze, peroksydaze,
oksydaze ponadtlenkowa, ksylazy, arabinozy, pektynazy, proteazy, f-2,3 glukanazy
1, 2,3).

Zastgpowanie proceséw chemicznych enzymatycznymi polepsza jakos¢ produk-
tow spozywczych oraz przyspiesza procesy technologiczne. Do znanych preparatow
proteolitycznych produkowanych na skalg przemystowa nalezg preparaty enzyma-
tyczne pochodzenia (4, 5, 6):

— ros$linnego: papaina, bromelina, ficyna
zwierzecego: trypsyna, pepsyna, pankreatyna;

— ,,plesniowego”: z hodowli Rhizopus 1 Aspergillus;

— bakteryjnego: z hodowli Bacillus 1 Streptomyces.

Preparaty enzymow proteolitycznych maja szerokie zastosowanie w przemysle
piekarniczym, mleczarskim, migsnym, garbarskim, farmaceutycznym i medycynie.

W poszukiwaniu nowych zrédel enzymoéw zwrdcono uwage na ich wysoki po-
ziom w grzybach wielkoowocnikowych. £obanow i Etmanow (2) badali grzyb Pa-
nus rudis. Stwierdzili ze grzyb ten hydrolizuje kolagen oraz widkna migsa w takim
stopniu, jak aktywowana cysteing papaina.

Wedzisz 1 Chmielnicka (2) stwierdzity wysoka aktywnos$¢ proteolityczna w rydzu,
gasce zielonce i gasce nieksztattne;j.

*) Praca finansowana przez Uniwersytet Medyczny w Lodzi (statuty 503-3045-2).
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Jedna z gléwnych cech charakterystycznych dla grzyboéw wielkoowocnikowych
jest aromat. Bogactwo zapachowe powoduje, Ze grzyby sa cennym dodatkiem uroz-
maicajacym potrawy. Juz w starozytnosci przysmakiem godnym cesarskiego stotu
byl muchomor cesarski ,,pokarm bogow”. Grzybem majacym wysokie walory sma-
kowe zapachowe jest trufia.

Za aromaty grzybowe odpowiedzialne sa substancje zawarte w grzybach z kilku
grup chemicznych — gléwnie zwiazki organiczne zawierajace siarke, terpeny oraz
pochodne kwaséw thuszczowych (7, 8, 9).

Celem pracy bylto oznaczenie aktywnoS$ci proteolitycznej w grzybach uprawo-
wych boczniaku ostrygowatym, boczniaku mikotajkowymi pieczarce dwuzarod-
nikowej oraz identyfikacja substancji lotnych zawartych w owocnikach badanych
grzybow.

MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowily owocniki boczniaka ostrygowatego Pleurotus ostre-
atus, boczniaka mikotajkowego Pleurotus eryngii pochodzace z prywatnej wytworni
W. Rusieckiego z Woli Laskiej oraz pieczarki dwuzarodnikowej Agaricus bisporus
z Instytutu Sadownictwa w Skierniewicach Badano grzyby $wieze, liofilizowane,
suszone i mrozone.

Zakres badan analitycznych obejmowat oznaczenie:

— wilgoci za pomoca metody stosowanej w analizie zywnosci (10);

— aktywnosci proteolitycznej wyciagow z grzyboéw metoda Kunitza w obecno-
$ci kazeiny jako substratu (2, 11, 12). Do probéwek wprowadzono 1 cm® wyciagu
grzybowego, 1 cm® roztworu kazeiny podgrzanego do temp. 37°C, 1 ¢cm?® buforo-
wego roztworu fosforanowego. Z badan Wedzisz i Chmielnickiej (2) wynika, ze
w przypadku kazeiny optymalny czas trawienia enzymami proteolitycznymi wynosi
2 godz. Po okresie inkubacji dodawano 3 cm® roztworu kwasu trichlorooctowego
i inkubowano 30 min a nastgpnie wirowano. Do probéwek odmierzano po 1 cm?®su-
pernatantu, 1 cm?roztworu siarczanu miedziowego, 8 cm?® wodorotlenku sodowego
3 cm’® odczynnika Folina. Absorbancje¢ mierzono po 10 min za pomoca spektrofoto-
metru VIS 6000 firmy Kriiss przy di. fali 750 nm.

— aktywnosci proteolitycznej metoda Ansona w obecnosci substratu hemoglobi-
ny (2). Do oznaczen wprowadzono takie same ilosci odczynnikdéw jak w metodzie
Kunitza. W przypadku hemoglobiny optymalny czas trawienia wynosi 30 min (2).
Do badan przygotowano wyciagi wodne grzyboéw $wiezych, mrozonych suszonych
i liofilizowanych.

Badanie sktadu chemicznego frakcji lotnych badanych grzybow wykonano za po-
moca metody SPME (Solid Phase MicroExtraction).

Rozdrobnione grzyby umieszczano w fiolkach do SPME. Probki stabilizowano
przez 40 min. na tazni wodnej o temp. 60°C.

Do mikroekstrakcji uzywano szare, 2 cm wtokno trdjfazowe DVB/Carboxen/
PDMS (divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane) o grubosci 30/50 pm. Czas
mikroekstrakcji wynosit 30 min. Zaabsorbowane na wtdknie lotne sktadniki desor-
bowano w dozowniku SSL chromatografu gazowego. Czas desorpcji wynosit 5 min
w temp. 250°C.
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Warunki analizy za pomoca chromatografii gazowe;j:

— chromatograf gazowy — firmy Fisons Instruments produkcji wioskiej typ GC
8000 z dozownikiem SSL i detektorem masowym MD 800;

— kolumna chromatograficzna — 30 mm kolumna kapilarna firmy Restek o sred-
nicy zewnetrznej 0,32 mm wypetniona faza stacjonarng Stabilwax — DA o grubosci
filmu 0,25 pm;

— programowanie temp — 40°C + 245°C (30 min izotermy po programie);
wzrost temperatury — 4°C/min;

— przeptyw gazu nosnego helu — 0,8 cm?®/min;
temperatura zrodia jonow — 200°C;
sposob jonizacji — EI7;

— energia jonizacji — 70 eV.

Substancje lotne analizowano za pomoca chromatografu gazowego, aparat Carlo-
Erba Instruments typu mega HRGC 5300 z detektorem plomieniowo-jonizacyjnym
FID i dozownikiem SSL.

Identyfikacj¢ sktadnikéw lotnych wykonano przez poréwnanie:

— indeksow retencji analizowanych sktadnikéw z literaturowymi indeksami re-
tencji oraz indeksami zamieszczonymi w bazie danych Instytutu Podstaw Chemii
Zywnosci PL (RI);

— widm masowych analizowanych sktadnikéw z widmami masowymi substan-
cji wzorcowych znajdujacych si¢ w komputerowej bibliotece NIST oraz zawartymi
w bazie danych Instytutu Podstaw Chemii Zywnosci PL (MS).

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Poziom aktywnosci proteolitycznej w badanych grzybach oznaczony za pomoca
metody Kunitza w obecnosci kazeiny jako substratu i Ansona w obecnosci hemo-
globiny zamieszczono w tab. 1 i II. Z danych obrazujacych poziom tych enzymow
we wszystkich badanych grzybach w zaleznos$ci od uzytych substratow wynika,
ze enzymy w nich zawarte wykazuja wigksze powinowactwo do hemoglobiny niz
kazeiny.

Najwyzszy poziom stwierdzono w grzybach §wiezych. Suszenie grzybéw w temp.
20°C oraz liofilizacja obnizata aktywnos$¢ o 30% w stosunku do grzybow swiezych,
mrozenie zas§ o 70%.

Tabela I. Aktywno$c¢ proteolityczna badanych grzybdw metoda Kunitza
Table |. Proteolytic activity of examined mushrooms determined by the Kunitz

Aktywnos$¢ wyrazona (mmol) uwolnionej tyrozyny
w czasie 1 min/g s.m.

Badany gatunek
Swieze grzyby susz liofilizat grzyb mrozony
Boczniak mikotajkowy 5,51+0,17 3,36 +0,19 3,70%=0,18 1,46 +0,29
Boczniak ostrygowaty 5,80+0,22 3,48 0,28 3,84+0,23 1,78+0,26
Pieczarka dwuzarodnikowa 5,35+0,37 3,24 +0,37 3,564 +0,21 1,38+0,17
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Tabela Il. Aktywnos¢ proteolityczna badanych grzybéw metodg Ansona
Table Il. Proteolityc activity of examined mushroom determined by Anson
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Aktywnos¢ wyrazona (mmol) uwolnionej tyrozyny
Badany gatunek w czasie 1 min/g s.m.
Swieze grzyby susz liofilizat grzyb mrozony
Boczniak mikotajkowy 18,43 +0,26 12,34+0,19 12,54+0,18 5,06+0,29
Boczniak ostrygowaty 19,46+0,17 12,56 +0,28 12,76 +0,18 5,16 +0,26
Pieczarka dwuzarodnikowa 18,32 +0,23 12,25 +0,37 12,28 £0,22 495+0,17

Za pomoca chromatografii gazowej w badanych owocnikach zidentyfikowano
224 zwiazki chemiczne (tab. III). W wigkszych ilosciach wystepowaty nastepujace
substancje lotne:

palmitynian, linolean, oleinian etylu;

anetol i aldehyd anyzkowy;

maslan benzylu i amylu ester ktory jest sktadnikiem zapachu jasminu;
karwon;

linalol nienasyconego trzeciorzgdowego alkoholu terpenowego;
krezol,;

octan metylu o zapachu owocow;

octan bornylu;

limonen — weglowodor o zapachu pomaranczys;

fenchon;

benzoesanu etylu;

oktanon-3 i 3-oktanol, ktére stwierdzono w boczniaku ostrygowatym;
1-oktenu-3-ol o zapachu grzybowym;

— saflor;
— alkohol benzylowy.
Tabela lll. Sktad chemiczny frakgji lotnych badanych grzybow
Table lll. Chemical contents of volatile components in examined mushroom
o [ o ooe [ | e
1 acetaldehyde 612 0,76 0,52 0,20 MS,RI
2 heptane 698 0,09 0,16 0,14 MS,RI
3 octane 795 0,04 0,09 0,19 MS,RI
4 4-methyloctan 820 0,24 0,51 - MS
6 ethyl acetate 925 - - 1,18 MS,RI
7 ethanol 950 1,55 2,49 0,52 MS,RI
11 a-thujene 1078 0,23 0,46 0,24 MS,RI
15 |canphene 1130 0,07 0,16 - MS,RI
16 | hexanal 1139 - 0,27 - MS,RI
17 | B-pinene 1168 0,13 0,23 0,15 MS,RI
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Tabela lll. Sktad chemiczny frakcji lotnych badanych grzybow (cd.)

Table lll. Chemical contents of volatile components in examined mushroom (cont.)

ik Sidachk A | Gren | aea | aren | eyt

20 |isoamyl acetate 1179 0,04 0,10 0,06 MS,RI
22 |2-carene 1183 - - 0,21 MS,RI
24 | 3-carene 1195 0,18 0,32 0,12 MS,RI
25 | p-myrcene 1199 0,21 0,45 0,13 MS,RI
28 |a-terpinene 1230 0,09 0,08 0,07 MS,RI
31 limonene 1256 1,12 5,04 1,64 MS,RI
32 | 2-heptanone 1258 0,65 - 1,33 MS,RI
33 |n-amyl acetate 1260 0,4 - 019 MS,RI
34 | B-phellandrene 1261 - 0,15 MS,RI
35 |1,8-cineole 1262 0,37 0,73 0,52 MS,RI
36 n-butyl n-butyrate 1263 0,11 0,18 0,16 MS,RI
39 | 2-n-pentylfuran 1268 - 0,10 - MS,RI
40 | ethyl hexanoate 1270 0,03 0,51 MS,RI
41 | B-(E)-ocimene 1279 - 0,11 056 MS,RI
43 |3-octanone 1305 - 0,52 - MS,RI
45 | p-cymene 1316 1,60 5,00 2,86 MS,RI
46 |isoamyl n-butyrate 1323 0,80 - 0,96 MS,RI
47 |terpinolene 1328 0,12 0,21 0,18 MS,RI
48 |isoamyl isovalerate 1332 0,24 0,42 0,34 MS,RI
51 n-amyl butyrate 1357 1,23 1,94 1,78 MS,RI
52 | 2-heptanol 1360 - 0,20 - MS,RI
54 |5-nonanone 1365 0,11 0,25 0,35 MS,RI
55 | ethyl heptanoate 1371 0,34 0,27 0,25 MS,RI
56 |6-methyl 5-hepten-2-one 1374 0,41 0,84 0,62 MS,RI
57 | n-amyl isovalerate 1381 0,42 0,64 0,56 MS,RI
58 |cis-rose oxide 1408 0,15 0,24 0,22 MS,RI
60 |trans-rose xide 1416 0,13 0,04 0,04 MS,RI
63 | allyl-hexanoate 1425 0,25 0,42 0,35 MS,RI
64 | methyl octanoate 1428 0,30 0,40 - MS,RI
65 |fenchone 1430 0,32 0,39 0,70 MS,RI
66 | 3-octanol 1434 0,03 0,62 0,07 MS
68 | hexyl butyrate 1446 | 0,24 0,26 0,07 MS,RI
69 |a-thujone 1479 0,04 0,13 - MS,RI
72 | ethyl octanoate 1497 0,49 0,36 0,49 MS,RI
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Tabela lll. Sktad chemiczny frakgji lotnych badanych grzyboéw (cd.)

Table lll. Chemical contents of volatile components in examined mushroom (cont.)

ik Sidachk A | Gren | aa | amen | eyt

77 1-octen-3-ol 1503 0,86 0,93 0,88 MS
78 n-heptanol 1510 0,29 0,20 - MS,RI
79 | p-menthan-3-one=menton 1515 0,29 0,93 0,33 MS
81 fenchyl acetate 1523 0,25 0,26 0,04 MS,RI
83 |3-furaldehyde 1529 0,21 0,48 0,37 MS,RI
84 | p-menthan-3-one=isomenton 1531 0,40 0,57 0,55 MS
85 | methyl n-nonanoate 1532 0,17 MS,RI
86 | 2-ethylhexanol 1532 034 0,35 065 MS
87 |decanal 1551 - 0,13 - MS,RI
88 |weglowodor seskwiterpenowy 1559 0,37 - 0,24 MS
89 | camphor 1567 0,31 0,82 0,75 MS,RI
90 |nonylol 1571 0,11 - 0,05 MS
91 2-acetylfuran 1575 0,03 0,13 0,20 MS
92 |benzaldehyde 1577 226 4,83 2,68 MS,RI
93 | methyl acetate (isomer) 1581 - 1,00 MS,RI
94 |6-undecanone 1584 0,08 - 0,67 MS
95 | 4-undecanone 1588 0,08 0,13 0,19 MS
96 isobutyl octanoate 1590 0,37 0,35 0,64 MS,RI
98 | p-menthan-2-one 1597 0,28 0,28 0,33 MS
99 |linalool 1600 2,78 4,01 3,00 MS,RI
100 | methyl acetate (isomer) 1602 1,85 1,42 0,54 MS,RI
102 | methyl acetate (isomer) 1613 - - 1,89 MS,RI
103 |[3-undecanone 1617 0,03 0,05 0,23 MS
104 |isopulegol 1618 1,12 0,69 0,46 MS,RI
105 |isobornyl acetate 1620 112 0,66 0,80 MS,RI
106 |bornyl acetate 1621 0,33 0,05 MS,RI
107 | n-nonyl acetate 1627 0,44 - 0,62 MS,RI
111 | menthol (isomer) 1639 - 0,15 0,10 MS,RI
112 | methyl decanoate 1641 0,36 0,15 0,43 MS,RI
113 |2-undecanone 1643 0,33 0,67 0,84 MS,RI
114 |terpinen-4-ol 1644 0,18 - - MS,RI
115 | p-menth-8-en-2-one 1645 0,06 0,10 0,04 MS
117 | methyl benzoate 1649 3,29 3,58 2,77 MS,RI
122 |2,4-decadienal 1664 0,18 - 0,34 MS
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Tabela lll. Sktad chemiczny frakcji lotnych badanych grzybow (cd.)

Table lll. Chemical contents of volatile components in examined mushroom (cont.)

ik Sidachk A | Gren | aea | aren | eyt
123 | 4-thujen-2a-yl acetate 1667 0,07 0,10 0,09 MS
125 |acetophenone 1670 1,04 1,76 1,92 MS,RI
126 |1-undecanol lub 10-undecen-1-al. | 1681 0,21 0,14 0,25 MS
127 | ethyl benzoate 1693 2,11 2,77 2,04 MS,RI
128 |estragole 1709 0,42 0,28 0,51 MS,RI
129 | 3-furanmethanol 1712 - - 0,20 MS,RI
131 | phenylacetaldehyde diethyl acetal | 1720 0,86 1,10 0,80 MS
132 | benzyl formate 1723 0,68 - 0,40 MS,RI
133 | a-terpinyl acetate 1738 - - 0,17 MS,RI
135 | o-terpineol 1750 0,11 0,16 0,06 MS,RI
142 |carvone 1765 1,17 1,47 1,55 MS,RI
144 | bromostyrene 1771 0,33 0,29 0,39 MS
148 | (2)-anethole 1785 0,24 0,27 0,03 MS,RI
152 | methyl salicylate 1799 0,84 0,92 0,78 MS,RI
153 | bromostyrene (isomer) 1811 4,20 MS
5,72 5,13

154 | benzyl butyrate 1817 3,40 MS
155 | benzeneacetic acid ethyl ester 1821 0,55 0,50 0,78 MS,RI
157 | ethyl salicylate 1842 0.42 0,28 0,49 MS,RI
158 | 2,4-decadienal (isomer) 1843 0,38 - MS,RI
159 | 2-phenylethyl acetate 1845 0,19 0,21 0,19 MS,RI
160 | (E)-anethole 1847 1,39 0,91 2,19 MS,RI
162 | y-ionone 1857 - - MS,RI
163 | a-isomethylionone 1861 0,80 0,39 MS,RI
164 |o-ionone 61| O 0,03 0,08 MS,RI
167 |cis-geranylacetone 1869 - - 0,39 MS,RI
169 |saflor 1878 7,55 6,00 7,30 MS,RI
170 | benzyl alcohol 1889 0,33 4,22 MS,RI
171 | 2-phenylethylbutyrate 1893 0,45 28 0,06 MS,RI
172 |isobutylphenylacetate 1903 0,41 0,38 0,51 MS,RI
173 |isoamyl benzoate 1940 0,47 0,46 0,87 MS,RI
174 | phenylethyl alcohol 1948 0,17 0,24 0,15 MS,RI
178 | hexamethylbenzene 1999 0,06 0,28 0,05 MS
183 |cresol (isomer) 2051 0,20 0,31 0,10 MS,RI
185 | p-anisaldehyde 2056 0,74 1,12 0,84 MS,RI
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Tabela lll. Sktad chemiczny frakgji lotnych badanych grzyboéw (cd.)
Table lll. Chemical contents of volatile components in examined mushroom (cont.)

i Sidachi A | Gres | aren | aea | eyt
186 |isosafrol 2070 0,25 - 0,44 MS,RI
188 | miristic acid ethyl ester 2079 0,21 0,27 - MS,RI
190 |octanoic acid 2015 - 0,27 - MS
192 |cresol 2036 0,19 0,23 - MS,RI
193 |cinnamaldehyde 2043 - - 0,22 MS,RI
194 | ethyl 9-oxo-nonanoate 2046 - 0,13 - MS
197 | ethyl pentadecanoate 2163 0,28 0,59 0,05 MS
199 | bromonapthalene 2179 0,16 0,13 0,18 MS
202 | ethyl palmitate 2289 3,14 3,55 0,66 MS,RI
210 |y-lactone 2393 0,16 - 0,08 MS
213 | ethyl stearate 2468 0,34 - 0,04 MS
215 | ethyl octadecanoate 2515 - 0,22 - MS
216 |ethyl oleate 2542 19,83 1,65 0,47 MS
217 |drimenol 2569 - - 0,69 MS
218 | ethyl linoleate 2598 412 1,45 9,22 MS
220 |ester etylowy kwasu C18 2= 2685 0,18 - 0,08 MS
224 | hexadecanoic acid 3081 - - 3,48 MS

niezidentyfikowane 12,28 15,76 11,62

BM - boczniak mikotajkowy; BO — boczniak ostrygowaty; PD — pieczarka dwuzarodnikowa.

WNIOSKI

1. Enzymy proteolityczne grzybow wykazuja wigksze powinowactwo do hemo-
globiny niz kazeiny.

2. Proces liofilizacji 1 suszenia obniza aktywnos¢ o 30%.

3. Mrozenie grzybdéw powoduje obnizenie aktywnosci o 70%.

4. W badanych grzybach rozdzielono 224 piki i zidentyfikowano 224 zwigzki
chemiczne.

A. Karmanska, A. Wedzisz, M. Bielicka

ACTIVITY OF PROTEOLYTIC ENZYMES AND VOLATILE SUBSTANCES
IN CULTIVATED MUSHROOMS

Summary
Enzymes have been extensively used in various sectors of food industry. In the search for new enzyme

sources, large-fruitbody mushrooms have proved to be of particular interest. The aim of the work was to
determine the proteolytic activity of Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii, Agaricus bisporus. The level
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of the activity was determined according to Kunitz with casein substrate and according to Anson with
haemoglobin substrate. Fresh, lyophilised, dried and frozen mushrooms were tested. The tests showed the
highest proteolytic activity in the fresh mushrooms. The process of lyophilisation and drying resulted in
a 30% reduction of the proteolytic activity, while freezing reduced the activity by 70% compared to fresh
mushrooms. Proteolytic enzymes found in mushrooms show higher affinity to haemoglobin than to casein.
There was identified 224 volatile substancies.
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