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Przeprowadzono oznaczenie tryptofanu w alkalicenych hydro-
lizatach niektérych grzybdéw jadalnych za pomocq metody kolory-
metrycznej Spiessa i Chambersa oraz metody chromatograficznej.

Tryptofan, jako aminokwas egzogenny, musi by¢ dostarczany orga-
nizmowi w pozywieniu. Niedobér tryptofanu powoduje zaklocenia
w procesach metabolicznych i uniemozliwia odnowe substancji biatko-
wych. Okreslenie zawartosci tryptofanu ma duze znaczenie w ocenie
wartosci biologicznej badanego biatka.

Celem niniejszej pracy bylo oznaczenie tryptofanu w najczesciej spo-
tykanych gatunkach grzybow.

CZESC DOSWIADCZALNA

Oznaczenia tryptofanu wykonano metoda opracowang przez Spiessa i Cham-
bersa [1], stosowana przez innych autoréw’ dla produktéw biatkowych [2, 3].
Metoda ta polega na utlenieniu za pomocg azotynu sodowego produktu konden-
sacji tryptofanu z aldehydem p-dwumetyloaminobenzoesowym, a nastepnie na
pomiarze gestoSci optyeznej otrzymanego roztworu barwy niebieskofioletowej.
Do wykreslenia krzywej kalibracji postuzyly stezenia od 40 do 200 ng trypofanu
w prébie. Statystyczna ocena oznaczeh ekstynkcji dla tych stezen tryptofanu
wykazala nastepujacy blad precyzji obliczony wg wzoru:

.S+ 100
X
Przed przystapieniem do wlasciwych oznaczen wykonano badanie iloSciowych

zmian wolnego tryptofanu, jakie zachodza podczas hydrolizy alkalicznej, w atmo-
sferze powietrza, dwutlenku wegla i azotu. Réwnocze$nie przeprowadzono bada-
nia wplywu hydrolizy alkalicznej na tryptofan w obecnosci chlorku cynawego
majacego dzialaé stabilizujaco [2, 4, 5, 6]. Po 24-godzinnej hydrolizie alkalicznej
za pomocg 5n roztworu NaOH w temp. 100° oznaczona zawarto$é tryptofanu wy-
nosita:

Bp.= = 1,42%

w atmosferze powietrza 62,5%0 warto$ci poczatkowej
’ CO, ) 70,0—172,5%0 . .
’ N, 74,2% "

Natomiast w obecno$ci chlorku cynawego zawarto§é tryptofanu ksztaltowata sie
nastepujaco:
w atmosferze powietrza 43,2%
' CO, 56,0%
3 Nq_ 75,80/0
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W amputkach wypelnionych azotem stwierdzono najnizsze straty tryptofanu
zaréwno w obecno$ci chlorku cynawego jak i bez tego chlorku.

Ustalenie warunkéw hydrolizy grzybéw przeprowadzono na dwoch gatunkach
grzybdéw: pieczarce dwuzarodnikowej — Agaricus bisporus Lange i borowiku
szlachetnym — Boletus edulis Bull ex Fr.

Owocniki pieczarki dwuzarodnikowej oraz oddzielnie borowika, wysuszone na
powietrzu, rozdrobniono w miynku elekirycznym. Po dokladnym wymieszaniu
surowiec odttuszczono.

Do hydrolizy odwazano od ok. 0,1 do 1, g grzyba. Hydrolize alkaliczng wy-
konano w ampuikach za pomoca 5n HaOH w atmosferze powietrza, CO, N,
w temp. 100°, w réznych okresach (Y/z, 6, 12, 24 godz.) z dodatkiem chlorku cyna-
wego i czystego tryptofanu.

Najwyzsza zawarto§é tryptofanu w pieczarce i1 borowiku stwierdzono po
24-godzinnej hydrolizie w obecnoéci chlorku cynawego w atmosferze azotu.
Odzysk dodanego czystego tryptofanu do badanego grzyba przedstawia sie na-
stepujaco:

w atmosferze powietrza w obecnos$ci pieczarki 71,1%
w atmosferze powietrza w obecno$ci borowika 59,5%0
» ” » » + SnCl, 61,0%

CO. T " " — 62,0%

co, Ty " " -+ SnCl, 62,6%0

N, » " » + SnCl, 66,6%0

Oznaczenie tryptofanu w proszku jaja kurzego. W celu
sprawdzenia metody oraz warunkéw hydrolizy przeprowadzono w sposéb opisany
hydrolize alkaliczna proszku jaja kurzego i oznaczenie tryptofanu. Uzyskane wy-
niki — $rednio 1,53%/a w przeliczeniu na bialko, sa zgodne z danymi piSmien-
nictwa [8].

Oznaczenie tryptofanu w niektdrych grzybach. Wykonano
oznaczenie tryptofanu w 8 gatunkach grzybéw jadalnych:
borowik szlachetny — Boletus edulis Bull ex Fr.
pieczarka dwuzarodnikowa — Agaricus bisporus Lange
pieprznik jadalny — Cantharellus cibarius Fr.
piestrzenica kasztanowata — Gyromitra esculenta *
krowiak podwiniety — Paxillus involutus Batsch. Fr.*
kozlarz-babka — Leccinum scabrum Nat. Gr -~
podgrzybek — Xerocomus badius Fr. Kuhn
maslak — Suillus luteus L ex Fr.

Po oznaczeniu zawarto$ci wilgoci w wysuszonych owocnikach, odtluszczono je
w aparacie Soxhleta. Do hydrolizy odwazano ok. 1 g grzyba. Hydrolize alkaliczng
przeprowadzono w atmosferze azotu w temp. 100° w ciggu 24 godz. w obecnos$ci
SnCl, i bez SnCl,. Hydrolizat przenoszono iloSciowo do kolb miarowych, nastep-
nie zobojetniano go stezonym kwasem siarkowym, uzupelniano wodg destylowang
do odpowiedniej objetosci i sgczono. ' )

W proébach, gdzie dodano chlorku cynawego jako stabilizatora, po zakohiczonej
hydrolizie, wytracano go za pomocg siarczanu srebrowego [2].

Przebieg oznaczenia: Do kolby miarowej o poj. 25 ml wprowadzono 1 ml
3%-owego roztworu aldehydu p-dwumetyloaminobenzoesowego, 10 ml stezonego

* Grzyb warunkowo jadalny.
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kwasu siarkowego i 10 ml wody destylowanej. Po 3 min. dodano 1 ml roztworu
tryptofanu' ciggle mieszajgc i chlodzac (aby utrzymywala sie temperatura topnie-
jgcego lodu) w ciggu pieciu min, liczae od chwili wprowadzenia do kolbki roz-
tworu aldehydu. Kolbe z mieszaning umieszezono w cieplarce w temp. 25° na
okres 4 godz. Jak podajg Krauze i wspoipr. [2] jest to czas optymalny dla tej re-
akcji. Nastepnie dodano 0,1 ml 0,04%-owego roztworu azotynu sodowego i wsta-
wiono do cieplarki o temp. 25° na po6l godziny, po czym uzupelniono wodg do
kreski. Gestos¢ optyeczng barwnego roztworu oznaczono na spekirometrze Co-
lemana przy dlugo$ci fali 620 mu. Roztwér poréwnawczy przygotowano z tych
samych hydrolizatow tylko bez dodatku aldehydu p-dwumetyloaminobenzoeso-
wego i azotynu sodowego. Procentows zawarto$§¢ tryptofanu w przeliczeniu na
suchg substancje, bialko oraz zwiazki azotowe rozpatrywane jako ,bialko”*
przedstawiono w tab. 1

Oznaczenie tryptofanu w hydrolizatach grzybowych me-
toda chromatografii bibutowej. Na paski bibuly Whatman 1 na-
niesiono alkaliczne hydrolizaty badanych grzybdw. Rozdzial aminokwasdéw prze-
prowadzono w temperaturze pokojowej metodg wstepujgca [7] stosujac rozpusz-

Tabela I

Procentowa zawarto$é tryptofanu | FProcentowe odchylenie

w przeliczeniu na: zawartoéei  tryptofanu

obliczone w stosunku do

Gatunek grzyba zwiazki zawartosci w biatku jaja

i azotowe kurzego
sucha . bialko | rozpatrywa-
substancje ne ako
] biatko ,.biatkoe”
ssbiatko”

Borowik 0,246 0,871 0,672 —42,0 —55,2
Borowik +SnCl, 0,255 0,902 0,697 —39,9 —53,6
Pieczarka 0,325 1,29 0,743 —14,0 —50,5
Pieczarka+SnCl, 0,325 1,29 0,743 —14,0 —50,5
Pieprznik jadalny 0,031 0,206 0,173 —86,3 —88,5
Pieprznik jadalny+SnCl, 0,044 0,292 0,246 —80,5 —83,6
Krowiak podwiniety 0,159 0,975 0,833 —35,0 —44.5
Krowiak podw.+SnCl, -0,159 0,975 0,833 —35,0 —44,5
Piestrzenica kasztanowata 0,180 0,810 0,671 —46,0 —55,3
Piestrzenica kaszt.+SnCl, 0,193 0,873 0,720 —41,8 —52,0
Ko#larz-babka 0,208 | 0,823 0,655 —45,0 —56,4
Kozlarz{-SnCl, 0,216 0,854 0,680 —43,0 —54,7
Podgrzybek 17 70,245 0,891 0,684 —40,5 —54,4
Podgrzybek 4 SnCl, 0,289 1,050 0,805 -—30,0 —46,4
Masélak 0,104 0,427 0,357 —171,6 —176,2
Maslak +SnCl, 0,115 0,469 0,396 —68,8 —173,6

* W tym przypadku za azot bialkowy uwaza sie réwniez substancje azotowe,

ktére moga bra¢ udzial w syntezie bialek (wolne aminokwasy oraz niektére ami-
ny jako prekursory). N-bialkowy = N-ogdélny — N-chitynowy.
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czalnik: n-butanol + kwas octowy + woda w stosunku 4:1:1. Po 24 godz. chro-
matogramy wyjeto, wysuszono w ciggu 2 godz. na powietrzu i powtérnie umiesz-
czono w komorze, powtarzajac te czynnos¢ dwukrotnie. Wysuszone paski wywa-
lywano, przeciggajac je przez roztwér ninhydryny, nastepnie po wywotaniu ich —
utrwalono, przeciagajac przez roztwoér azotanu miedziowego. Wysuszone chroma-
togramy z rézowoczerwonymi plamami kompleksu miedziowego uzyto do oznaczen
ilosciowych. Barwne plamy tryptofanu eluowano alkoholem metylowym w ciagu
1 godz. Ekstynkeje barwnych eluatéw oznaczano na fotokolorymetrze Pulfricha
stosujac filtr zielony S 53 i uzywajgc kuwety o dlugosci 5 cm. Jako $lepg probe
uzyto eluat z bibuly bez aminokwasu.

Krzywg kalibracji wykre$§lono biorac Srednie wartosci ekstynkeji réoznych ste-
zen eluatow czystego tryptofanu. Uzyskane wyniki ilustruje tab. II.

Tabela II

Procentowa zawartodé tryptofanu| IYrocentowe odchylenie

w przeliczeniu na: - zawartoéci tryptofanu

obliczone w stosunku do

Gatunek grzyba zwiazki zawartoéci w bialku jaja

azotowe kurzego
suchg . bialko | rozpatrywa- —
substancje ne iako
A bialko ,-bialtko”
,,biatko”’

Borowik 0,245 0,867 0,670 —42,2 —55,4
Borowik 4 SnCl, 0,273 0,966 0,749 —35,6 —50,1
Pieczarka 0,317 1,26 0,725 -—16,0 —51,7
Pieczarka---SnCl, 0,333 1,33 0,763 —11.4 49,2
Pieprznik jadalny 0,087 0,579 0,486 | —61,9 —67,6
Pieprznik jadalny--SnCl, 0,131 0,869 0,732 —42,1 —51,2
Krowiak podwinigty 0,160 0,981 | 0,837 —34,6 | —44,2
Krowiak podw.+SnCl, 0,192 1,11 1,0 —26,0 —33,4
Piestrzenica kasztanowata 0,225 | 1,01 0,839 —32,7 —41,1
Piestrzenica kaszt.-}-SnCl, 0,249 1,12 0,921 —-25.4 —38,6
Kozlarz-babka 0,297 1,17 0,933 22,0 37,8
Kozlarz--SnCl, 0,314 1,24 0,987 —17.4 - 34,2
Podgrzybek 0,322 1,17 0,896 —22,0 —40,3
Podgrzybek 4-SnCl, 0,363 1,32 1,01 —12,0 32,7
Maslak 0,133 0,541 0,457 —64,0 | —69,6
Maslak +SnCl, 0,159 0,647 0,547 —56,9 —63,6

OMOWIENIE WYNIKOW

Przeprowadzone badania wstepne wykazaly, ze tryptofan ulega naj-
mniejszej destrukeji w atmosferze azotu. Wynik ten jest zbiezny z da-
nymi piSmiennictwa [2].

Ustalono, ze najwyzszg zawartosé trypofanu w grzybach uzyskuje
sie po 24 godzinnej hydrolizie alkalicznej w obecnosci chlorku cynowego
w atmosferze azotu.
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Na podstawie wykonanych oznaczen tryptofanu w 8 gatunkach grzy-
béw, stwierdzono najwyzszg zawarto$¢ tego aminokwasu w pieczarce
dwuzarodnikowej, borowiku, podgrzybku i kozlarzu. Roéwnolegle prze-
prowadzona analiza chromatograficzna potwierdza oznaczenia wykona-
ne za pomocg metody kolorymetrycznej Speissa i Chambersa [1]. Me-
toda ta moze by¢ stosowana do oznaczania tryptofanu w grzybach,
a wiec do materialu roslinnego, nie bedgcego typowym produktem bial-
kowym.

Wykonane przez nas oznaczenia tryptofanu w proszku jaja kurzego
sg zgodne z danymi piSmiennictwa [8].

Poréwnujgc zawartosé¢ tryptofanu w badanych grzybach z zawartos-
cig tego aminokwasu w biatku jaja kurzego stwierdza sie niedobory
wahajace sie w granicach od —14 do —86,3%.

X. Manogeuxwu, B. Jlacora, 3. Bnogapiunk
COIEPXXAHUE TPUIITOPAHA B HEKOTOPLIX CBHELOBHBIX TPUBAX
CogepxaHue

Onpenenedo npunTodaH B WIENTOYHBIX TIMAPOAM3aTaxX HEKOTOPBIX CheAoDHBIX
rpu6oB (8 BMIOB) IPK MOMOILM KOJOPMMETPAdecKoro Meroaa 1o Spiss’'y m Chambers’y
a Takxke [0 MeToxy OyMaxkHOI xpomarorpadpui. Camoe cofepxRaHue TpUNTOodaHa
KOHCTaTMPOBaHO B Agnicus bisporus, xerocamus badius um Laecimum scabrum.

H. Mtodecki, W. Lasota, Z. Wilodarczyk
TRYPTOFAN CONTENT OF SOME EDIBLE MUSHROOMS
Summary

Tryptophan was assayed in alkaline hydrolysates of eight species of mus- |
hrooms, the colorimetric method of Spiess and Chambers, and chromatographic
procedures being employed. The highest tryptophan contents have been ascertain-
ed in Agaricus bisporus, Xerocomus bachius and Leclinum scabrum.
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