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Streszczenie

Przedmiotem prowadzonych badan byta ocena aktywnosci antyoksydacyjnej oraz ogdlnej
zawartosci polifenoli (TPC) owocnikéw $wiezych i fermentowanych trzech gatunkéw bocz-
niakow: boczniaka ostrygowatego (Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm.), boczniaka krélew-
skiego (Pleurotus eryngii) oraz boczniaka cytrynowego (Pleurotus citrinopileatus (Singer)).
Badany material pochodzit z uprawy wtasnej, zlokalizowanej na terenie wojewddztwa pod-
karpackiego (49°36' N, 21°48' E). Zebrany i zabezpieczony w procesie liofilizacji material ba-
dawczy poddano ekstrakcji metanolowej wspomaganej ultradzwigkami, z r6znym udzialem
frakcji metanolowej (30%, 50% i 70%). Tak przygotowane ekstrakty poddano analizie ak-
tywnosci antyoksydacyjnej z wykorzystaniem testow ABTS, DPPH i FRAP oraz oznaczeniu
catkowitej zawartosci polifenoli metoda Folina-Ciocalteu. Najwyzsza aktywno$¢ antyoksy-
dacyjna stwierdzono wekstraktach z 70-procentowym metanolem. W wyniku przeprowadzo-
nych badan ustalono, ze proces kiszenia owocnikéw boczniaka mial wptyw na ksztaltowanie
sie aktywnosci antyoksydacyjnej. Aktywno$¢ ta byla uzalezniona od zastosowanej miesza-
niny ekstrakcyjnej oraz metody pomiaru. Owocniki §wieze wykazaly wyzszg aktywnos¢ an-
tyoksydacyjna oznaczong testem ABTS w poréwnaniu z owocnikami kiszonymi. Natomiast
aktywno$¢ wobec rodnika DPPH byla zréznicowana w zaleznosci od badanej matrycy.
W przypadku kiszonego boczniaka cytrynowego i ostrygowatego zmierzone wartosci byly

20



Mozliwosci wykorzystania ekstraktéw z boczniaka fermentowanego....

wyzsze niz w owocnikach $wiezych. Zdolnos$¢ redukeji jondw zelaza, oznaczona meto-
da FRAP, wykazala wyzsza aktywno$¢ jedynie w przypadku owocnikéw fermentowane-
go boczniaka cytrynowego. Catkowita zawartos$¢ polifenoli, okreslona na podstawie od-
barwiania odczynnika Folina-Ciocalteu, uzalezniona byla od gatunku i formy badanego
materialu. Najwyzsze zdolnoséci odbarwiania zaobserwowano w przypadku owocnikéw
fermentowanego boczniaka cytrynowego.

Summary

The subject of the study was the evaluation of antioxidant activity and total polyphenol
content (TPC) in fresh and pickled fruiting bodies of three oyster mushroom species:
oyster mushroom (Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm.), king oyster mushroom (Pleurotus
eryngii), and golden oyster mushroom (Pleurotus citrinopileatus (Singer)). The studied
material originated from a self-owned cultivation located in the Podkarpackie Voivodeship
(50°82"N, 23°54' E). The collected material was preserved by freeze-drying and subsequently
subjected to ultrasound-assisted methanolic extraction using different proportions of
methanol (30%, 50%, and 70%). The prepared extracts were analyzed for antioxidant activity
using ABTS, DPPH, and FRAP assays, and the total polyphenol content was determined
using the Folin-Ciocalteu method. The highest antioxidant activity was measured in the
70% methanolic extracts. The results demonstrated that the pickling process influenced
the antioxidant activity of the oyster mushroom fruiting bodies. Antioxidant activity
depended on both the extraction solvent composition and the analytical method applied.
Fresh mushrooms exhibited higher antioxidant activity as determined by the ABTS assay
compared to pickled fruiting bodies. In contrast, DPPH radical scavenging activity varied
depending on the tested matrix. In the case of pickled golden oyster and oyster mushrooms,
the measured values were higher than those of the fresh fruiting bodies. The ferric reducing
antioxidant power (FRAP) assay showed higher activity only in the case of pickled golden
oyster mushroom fruiting bodies. The total polyphenol content, determined by the
decolorization of the Folin-Ciocalteu reagent, depended on both the species and the form
of the tested material. The highest decolorization capacity was observed in pickled golden
oyster mushroom fruiting bodies.

Wstep

W ostatnich latach §wiadomos¢ konsumentéw na temat wpltywu diety na zdrowie
znacznie wzrosta. Przeklada si¢ to na bardziej Swiadome wybory zakupowe, w tym
wybor zywnosci fermentowanej, ktéra wykazuje okreslone korzysci zdrowotne
[1-3]. Do produkcji zywnosci fermentowanej wykorzystuje si¢ szeroka game surow-
cow pochodzenia zwierzecego i roslinnego. Ze wzgledu na rosngcg dostepnosc tego
typu produktéw, a tym samym zwiekszone zainteresowanie konsumentoéw, prowa-
dzone s3 intensywne badania nad tym asortymentem zywnosci [1, 4]. Wykazano, ze
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w fermentowanych produktach warzywnych, owocowych oraz mlecznych obecne
sg bakterie charakteryzujace si¢ wysoka przezywalnoscig w warunkach przewodu
pokarmowego, a ich spozywanie wywiera korzystny wplyw na zdrowie [5-7]. Pro-
dukty fermentowane wykazujg m.in. dzialanie przeciwnadci$nieniowe, przeciwno-
wotworowe, antyoksydacyjne oraz przeciwzapalne, a takze korzystnie wplywajg na
funkcjonowanie uktadu pokarmowego [1].

Jednym z takich surowcdéw, ktére mozna podda¢ procesom fermentacji, s3 grzy-

by, w tym boczniaki, stanowigce obecnie popularny i cenny surowiec spozywczy [7].
Charakteryzuja sie one pozadanymi walorami smakowymi oraz duzg odpornoscia na
zmiany warunkow przechowywania. Sg réwniez chetnie skupywane i przetwarzane [8].
Zdrowia z dnia 3 listopada 2022 r. podano klasyfikacje grzybéw dopuszczonych do
obrotu lub produkgji przetworédw grzybowych oraz innych srodkéw spozywczych [9].
Rozporzadzenie to zawiera wykaz grzybow, ktéry w zakresie dotyczagcym bocznia-
kéw wyrdznia: boczniaka cytrynowego — Pleurotus citrinopileatus (Singer), bocz-
niaka florydzkiego — Pleurotus florida (Singer), boczniaka lyzkowatego — Pleurotus
pulmonarius (Fr.) Quél., boczniaka krolewskiego — Pleurotus eryngii (DC.) Quél.,
pochodzacego wylacznie z uprawy lub spoza terytorium Rzeczypospolitej Polskiej,
boczniaka ostrygowatego — Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm., oraz boczniaka
rézowego — Pleurotus djamor (Rumph. ex Fr.) Boedijn. W warunkach $rodkowo-
europejskich gatunek ten spotykany jest na martwych pniach, klodach i karpach
drzew liSciastych. Moze by¢ uprawiany na réznych substratach wytworzonych z li-
gnocelulozowych odpadéw [8].
Owocniki boczniaka wystepuja czgsto w postaci grup sktadajacych sie z kilkunastu
wigkszych 1 mniejszych okazéw, wyrastajacych ze wspdlnej podstawy lub utozonych
dachowkowato, jeden nad drugim [10]. Owocniki tych grzybow sg zrédtem fatwo
przyswajalnego biatka, kwasu foliowego, aminokwaséw, witamin z grupy B oraz soli
mineralnych. Wedlug badan Villas-Boas i wsp. [11], Szczesniaka i wsp. [12] oraz Sin-
gha i wsp. [13], owocniki tego gatunku zawierajg lowastatyne, ktora obniza poziom
cholesterolu we krwi. Zawierajg réwniez pleuran - substancj¢ o dzialaniu immuno-
stymulujacym i przeciwnowotworowym [7, 10, 14-15]. Wedlug Singha i wsp. [13]
boczniak charakteryzuje sie cennym skltadem mineralnym ze wzgledu na zawarto$¢
licznych makroelementéw, np. magnezu, wapnia, potasu, sodu i fosforu. Obok nich
wystepujg rowniez mikroelementy, m.in.: zelazo (Fe), miedz (Cu), cynk (Zn) oraz
mangan (Mn). Substancje mineralne wystepuja w grzybach w réznych ilosciach
— wiecej ich stwierdzono w kapeluszu niz w trzonie, a ich zawarto$¢ zalezy rowniez
od $rednicy kapelusza, wieku grzyba, jego gatunku, a takze podloza [13]. Boczniaki
s3 tradycyjnie stosowane w medycynie ludowej krajéw stowianskich i azjatyckich,
zwlaszcza w tradycyjnej medycynie chinskie;.
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Wedtug wspdtczesnych badan naukowych zawierajg one liczne metabolity wtérne
o potencjale leczniczym [7, 16-20]. Zwiazki te byly izolowane zaréwno z owocnikéw
grzybow, jak i z grzybni. Wiele z tych substancji bioaktywnych wykazuje wlasciwosci
antybakteryjne, przeciwutleniajace i przeciwzapalne, a takze dzialanie przeciwnowo-
tworowe, przeciwcukrzycowe i przeciwmiazdzycowe [20-21]. Substancje pozyski-
wane z grzybow majg rowniez zdolno$¢ obnizania poziomu cholesterolu i triacylo-
gliceroli we krwi, normalizowania ci$nienia oraz dzialania ochronnego na watrobe.
Obecnie grzyby uznawane sg za zywno$¢ funkcjonalng. Pozytywny wplyw na zdrowie
uzyskuje sie poprzez bezposrednie spozywanie owocnikéw lub stosowanie suplemen-
tow diety w postaci preparatéw zawierajacych ekstrakty grzybowe [22].

Materiat i metody badan

Przedmiotem badan byty owocniki trzech gatunkéw grzybéw: boczniaka ostrygowa-
tego (Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm.), boczniaka krélewskiego (Pleurotus eryngii)
oraz boczniaka cytrynowego (Pleurotus citrinopileatus (Singer)), pochodzace z uprawy
wlasnej zlokalizowanej, na terenie wojewddztwa podkarpackiego (49°36" N, 21°48" E).

Przygotowanie eksperymentu badawczego

Gotowe podloza do uprawy boczniaka ostrygowatego, boczniaka krdlewskiego
oraz boczniaka cytrynowego zakupiono w wyspecjalizowanym sklepie detalicz-
nym. Przero$niete grzybnia baloty umieszczono w pomieszczeniu o temperaturze
16°C i wilgotnos$ci 85%. W poczatkowej fazie uprawy wzrost grzybni odbywat sie
w calkowitej ciemno$ci, nastepnie, po pojawieniu si¢ w otworach balotu pierwszych
zawigzkow grzybdw, zapewniono im dostep do $wiatla przez 12 h na dobe. Pierwsze
owocniki zebrano po 10 dniach od zakupu podloza.

Owocniki podzielono na dwie grupy, przy czym pierwsza grupa zostala przezna-
czona do suszenia liofilizacyjnego, a po procesie liofilizacji umieszczona w zamrazar-
ce w temperaturze —24°C. Druga grupa zostala poddana fermentacji mlekowej przy
uzyciu szczepow bakterii probiotycznych. Do procesu fermentacji zastosowano mie-
szanke kultur bakterii kwasu mlekowego, obejmujaca nastepujace szczepy: Streptococ-
cus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus
(NCFM?®), Lactobacillus paracasei (Lpc-37), Bifidobacterium lactis (Bi-07), Bifidobac-
terium lactis (Bl-04), Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium infantis, Lactobacillus
gasseri, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus pentosus oraz Lactobacillus plantarum.
Wymienione bakterie wykorzystano w formie gotowej zakwaski fermentacyjnej. Pro-
ces fermentacji prowadzono réwnolegle w trzech powtoérzeniach.

W celu przeprowadzenia procesu fermentacji zwazono po 500 g owocnikdw
z kazdego gatunku grzyba, a nastepnie uktadano je warstwami w szklanym stoju
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o pojemnosci 1 1. Kazdg warstwe owocnikow przesypywano mieszaning soli i sa-
charozy w iloéci odpowiednio 2% i 1% w stosunku do catkowitej masy grzybow.
Nastepnie dodano szczepionke bakterii kwasu mlekowego w ilosci 2 g i prowadzono
fermentacje w temperaturze 18-20°C przez 21 dni. Po tym czasie owocniki wyje-
to z zalewy, zamrozono i poddano procesowi liofilizacji w liofilizatorze (ZIRBUS
Technology GmbH, Niemcy). Po liofilizacji material przechowywano w zamrazarce
w temperaturze —24°C do czasu przeprowadzania badan.

Przygotowanie ekstraktow

Zabezpieczony material badawczy w postaci liofilizowanych owocnikéw, zaréwno
$wiezych, jak i fermentowanych, przygotowano do analiz poprzez zmielenie 20 g ma-
terialu w mtynku nozowym (Grindomix GM 200, Niemcy), a nast¢pnie odwazono po
1 g w trzech powtdrzeniach dla kazdej metody ekstrakcji. Zastosowano tgcznie czte-
ry sposoby ekstrakcji: w 30%, 50% i 70% roztworze metanolu oraz ekstrakcje wodna
w temperaturze 40°C. Odwazone liofilizowane owocniki boczniakéw zalewano od-
powiednimi mieszaninami ekstrakcyjnymi w stosunku (g/V) 1:10. Proces ekstrakcji
prowadzono z wykorzystaniem ultradzwigkéw w fazni ultradzwigkowej (POLSONIC,
SONIC-10) przez 30 minut. Nastepnie mieszaning¢ ekstrakcyjng poddano wirowaniu
w wiréwce Eppendorf 5430 przy predkosci 7000 obr./min przez 10 minut. Po wirowa-
niu zdekantowano frakcje rozpuszczong i przefiltrowano jg przez filtr strzykawkowy
o wielko$ci poréw 0,45. Tak przygotowany material przelano do fiolek o pojemnosci
2 ml, z ktérych pobierano prébki do analiz potencjatu antyoksydacyjnego.

Oznaczanie wtasciwosci antyoksydacyjnych metoda DPPH

Zdolno$¢ badanych probek do zmiatania stabilnego wolnego rodnika 1,1-difenylo-
-2-pikrylohydrazylowego DPPH, (DPPH, Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)
oznaczano wedlug metody Brand-Williams i wsp. [23]. Zasada metody opiera si¢ na
kolorymetrycznym oznaczeniu stopnia redukcji rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohy-
drazylowego DPPH.

Przygotowanie proby slepej: Do kuwet spektrofotometrycznych odmierzono 0,5 ml
metanolu oraz 2 ml roztworu DPPH o poczatkowej absorbancji 0,9 przy A = 517 nm., po
czym zawarto$¢ kuwet wymieszano i po 10 minutach wykonano pomiar na spektro-
fotometrze Thermo Evolution 300. Przygotowane prébki odpowiednio rozcienczo-
no, a nastepnie odmierzono po 0,5 ml do kuwet spektrofotometrycznych i dodano
2 ml roztworu DPPH. Zawarto$¢ kuwet wymieszano, a po uplywie 10 minut wyko-
nano pomiar stezenia DPPH przy dlugosci fali A = 517 nm, wobec 96% metanolu.
Krzywa wzorcowa wykreslono w zakresie od 0,1 do 100 ugml' roztworu troloxu
(Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, MO, USA) w etanolu. Wyniki wyrazono jako umol
trolox-g™' s.m.
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Aktywnos¢ zmiatania rodnika ABTS

Aktywno$¢ zmiatania rodnika ABTS oznaczono metoda Re i wsp. [24]. Ak-
tywnos$¢ obliczono z uzyciem troloxu (0-140 uM), a wyniki wyrazono jako uM
réwnowaznika troloxu na gram suchej masy (uM troloxu-g™' DW). Wykonanie
oznaczenia: Przygotowano roztwor ABTS. Po wytworzeniu rodnikéw roztwor roz-
cienczano woda do uzyskania absorbancji na poziomie 700 nm przy dlugosci fali
A = 734 nm. Pomiaru dokonano na spektrofotometrze Thermo Evolution 300. Na-
stepnie do kuwet spektrofotometrycznych odmierzono 3 ml roztworu ABTS i doda-
no 0,03 ml rozcienczonych prébek. Tak przygotowany roztwdér wymieszano i inku-
bowano w ciemnoséci przez 6 minut. Po tym czasie dokonano pomiaru absorbancji
przy dtugosci fali A = 734 nm wobec wody destylowane;.

Oznaczanie wtasciwosci antyoksydacyjnych metoda FRAP

Test FRAP przeprowadzono zgodnie z metodg opisang w pracy Benzie i Strain [25].
Zasada metody polega na redukgcji zwigzku TPTZ (kompleks zelazowo-2,4,6-tri-
(2-pirydylo)-s-triazyny) pod wplywem przeciwutleniacza do intensywnie niebie-
skiego produktu o maksimum absorbancji przy diugosci fali 595 nm.

Przygotowanie odczynnika FRAP: Odczynnik przygotowano poprzez zmieszanie
buforu octanowego (300 mM, pH 3,6), 10 mM TPTZ (M = 312,33) w 40 mM HCl
oraz 20 mM FeCl,-6H,O (M = 270,3) w stosunku 10:1:1 (v/v/v).

Wykonanie oznaczenia: Do prébek o objetosci 0,5 ml, dodano 3 ml roztworu od-
czynnika FRAP, dokladnie wymieszano i pozostawiono w ciemnosci w temperaturze
37°C przez 10 minut. Po tym czasie mierzono absorbancje roztworu przy dtugosci fali
A = 593 nm wobec wody destylowanej, z wykorzystaniem spektrofotometru
Thermo Evolution 300 przy dtugosci fali 700 nm. Wynik wyrazono jako pmol Trolox-g* s.m.

Oznaczanie zawartosci polifenoli ogotem metoda Folina-Ciocalteau
Oznaczanie catkowitej zawartos$ci zwigzkdw polifenolowych przeprowadzono me-
todg z wykorzystaniem odczynnika Folina-Ciocalteau zgodnie z procedurg opisang
przez Singleton i Rossi [26] (z modyfikacja wlasna). Zasada metody opiera si¢ na
kolorymetrycznym oznaczeniu niebieskoszarego kompleksu powstajacego w wy-
niku reakcji zwigzkow fenolowych z odczynnikiem Folina-Ciocalteau. Zawarto$¢
zwigzkow polifenolowych okreslano na podstawie krzywej wzorcowej sporzadzonej
dla troloxu. Wykonanie oznaczenia: do kuwet spektrofotometrycznych pobierano
0,1 ml prébki, nastepnie dodawano 2,0 ml wody destylowanej, 0,2 ml odczynni-
ka Folina-Ciocalteau oraz 1,0 ml 20% (w/v) roztworu weglanu sodu. Zawartos¢
dokladnie mieszano, po czym prébki inkubowano w ciemnosci przez 60 minut.
Absorbancj¢ mierzono przy dlugosci fali A = 765 nm z uzyciem spektrofotometru
Thermo Evolution 300.
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Analiza statystyczna

Wyniki przedstawiono jako $rednig z trzech niezaleznych pomiaréw. Wszystkie
analizy wykonano w programie Statistica v. 13.3 (StatSoft, Krakéw, Polska). Istot-
no$¢ $rednich zbadano za pomoca testu post hoc Duncana, stanowigcego element
jednokierunkowej analizy wariancji (ANOVA). Roznice p < 0,05 uznano za staty-
stycznie istotne.

Wyniki badan i dyskusja

Ekstrakty metanolowe owocnikéw $wiezych i fermentowanych boczniaka ostrygowate-
go, cytrynowego oraz krolewskiego przebadano pod katem aktywnosci antyoksydacyjnej
z wykorzystaniem czterech testow: FRAP, ABTS, DPPH oraz Folina-Ciocalteau (TPC).

Otrzymane wyniki przedstawiono w tabelach 1-4. Catkowita zawartos$¢ zwigz-
kéw redukujacych i przeciwutleniajacych w analizowanych probkach wskazata na
istotne roznice pomi¢dzy badanymi prébkami. W ekstraktach ze §wiezych owoc-
nikow boczniakéw najwyzsze wartosci w testach antyoksydacyjnych odnotowano
dla boczniaka cytrynowego, natomiast najnizsze dla boczniaka krélewskiego. War-
tosci badanej cechy w ekstraktach ze $wiezych boczniakéow w tescie ABTS ksztalto-
waly si¢ nastepujaco: boczniak cytrynowy > boczniak krélewski > boczniak ostry-
gowaty. Nieco inaczej wyniki badan ksztaltowaly si¢ w tescie DPPH, w ktérym
najwyzszymi wlasciwosciami antyoksydacyjnymi charakteryzowaly sie ekstrakty
z boczniaka ostrygowatego (tab. 1-2).

Tabela 1. Wlasciwosci antyoksydacyjne ekstraktéw owocnikéw boczniakéw swiezych i fermen-
towanych wyrazone testem ABTS (mg TE/100 g s.m.)

Rodzaj ABTS 50 ABTS 30 ABTS 70 ABTS W
BC 41,00 £ 0,09° 34,85 + 0,80¢ 49,20 +0,11° 31,57 £ 0,07¢
BCF 22,42 +0,09° 18,83 = 0,08° 29,59 +0,12° 17,04 + 0,07¢
BK 39,69 £ 0,09° 33,34 +£0,70° 50,01 +£0,11° 29,77 £0,07¢
BKF 5,85 + 0,06° 4,80 + 0,05¢¢ 8,07 + 0,08* 4,27 + 0,04d"
BO 34,50 £ 0,12° 29,67 = 0,10¢ 40,02 = 0,14* 27,95 £ 0,104
BOK 8,05 + 0,03 7,09 + 0,03¢ 9,75 £ 0,04 6,44 £ 0,024

BC - boczniak cytrynowy, BCF - boczniak cytrynowy fermentowany, BK - boczniak krélewski, BKF - boczniak
krélewski fermentowany, BO - boczniak ostrygowaty, BOK - boczniak ostrygowaty fermentowany. DPPH 50 -
50% roztwér metanolu, DPPH 30 - 30% roztwér metanolu, DPPH 70 - 70% roztwdr metanolu, DPPH W - woda
destylowana.

Literki przy wartosciach oznaczajg statystycznie istotne réznice miedzy $rednimi, testowane analiza ANOVA
z testem post hoc Scheffego.

Zrédlo: badania wlasne.
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Tabela 2. Wlasciwosci antyoksydacyjne ekstraktow owocnikéw boczniakéw $wiezych i fermen-
towanych wyrazone testem DPPH (mg TE/100 g s.m.)

Rodzaj DPPH 50 DPPH 30 DPPH 70 DPPH W
BC 0,489 +0,02° 0,450 £0,01° 0,435+0,01° 0,413 £ 0,03¢
BCF 1,881 +£0,12° 1,677 = 0,09* 1,602 £ 0,04 1,575 + 0,044
BK 0,933 £0,08° 0,821 +0,07° 0,784 + 0,03 0,758 + 0,014
BKF 0,250 £ 0,03* 0,215 + 0,030 0,208 + 0,01 0,185+ 0,034
BO 1,543 +0,02° 1,358 +£0,02° 1,296 + 0,03¢ 1,218 £ 0,04¢
BOK 2,255 +0,02° 2,052 +0,02° 1,939 + 0,02¢ 1,866 + 0,114

BC - boczniak cytrynowy, BCF - boczniak cytrynowy fermentowany, BK - boczniak krélewski, BKF - boczniak
krélewski fermentowany, BO - boczniak ostrygowaty, BOK - boczniak ostrygowaty fermentowany. DPPH 50
- 50% roztwor metanolu, DPPH 30 - 30% roztwor metanolu, DPPH 70 - 70% roztwor metanolu, DPPH W - woda
destylowana.

Literki przy warto$ciach oznaczajg statystycznie istotne réznice migdzy $rednimi, testowane analiza ANOVA z
testem post hoc Scheftego.

7Zrédlo: badania wlasne.

Podobne rezultaty uzyskali Arbaayah i wsp. [16], u ktorych najwigkszg zdol-
no$¢ do redukcji wolnego rodnika stwierdzono réwniez w probkach z ekstraktow
z P. ostreatus. Odmiennie ksztaltowaly si¢ natomiast wlasciwosci antyoksydacyjne
w ekstraktach z kiszonych grzybéw. W badaniach wtasnych réznice w uzyskanych
wynikach zalezaly rowniez od zastosowanego testu. W tescie ABTS wartosci wlasci-
wosci antyoksydacyjnych kiszonek byly znacznie nizsze niz w prébkach z grzybéw
suszonych. Rezultaty badan uzyskane przez Aguirre-Garcia i wsp. [27] wskazywa-
ly na podobng tendencje, w ktorej fermentowanie grzybow wplynelo na obnizenie
wlasciwosci antyoksydacyjnych badanych probek.

W badaniach wlasnych w tescie ABTS (tab. 1) zmierzone wartosci fermento-
wanych grzybdw ksztaltowaly sie nastepujgco: cytrynowy > ostrygowaty > kro-
lewski. Natomiast w tescie DPPH najwyzsza aktywnos¢ antyoksydacyjng oznaczo-
no w ekstrakcie z boczniaka ostrygowatego (2,225 mg TE/100 g s.m.), a najnizsza
w probkach boczniaka krolewskiego (0,185 mg TE/100 g s.m.) (tab. 2). Z kolei ba-
dania Kumla i wsp. [3] wykazaly niewielkie réznice we wlasciwosciach antyoksy-
dacyjnych pomigdzy probkami $wiezych grzybdw a préobkami grzybéw kiszonych.
Réznice w aktywnosci antyoksydacyjnej owocnikdw $wiezych i fermentowanych
moga wynika¢ z odmiennie prowadzonych proceséw kiszenia.

W literaturze przedmiotu stosunkowo niewiele jest informacji na temat wiasci-
wosci antyoksydacyjnych grzybéw kiszonych [3]. Wedlug badan Gupty i wsp. [19]
boczniaki stajg si¢ atrakcyjng zywnoscig funkcjonalng na calym $wiecie ze wzgledu
na swoje wlasciwosci odzywecze i lecznicze.
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Tabela 3. Wlasciwosci antyoksydacyjne ekstraktow owocnikéw boczniakow $wiezych i fermen-
towanych wyrazone testem FRAP (mg TE/100 g s.m.)

Rodzaj FRAP 50 FRAP 30 FRAP 70 FRAP W
BC 2,409 £ 0,02° 2,216 £ 0,12¢ 2,771 £ 0,04 2,120 £ 0,114
BCF 9,863 + 0,02° 8,877 + 0,20 11,441 + 0,26 8,482 + 0,02¢
BK 2,186 £ 0,01° 1,989 + 0,09¢ 2,580 = 0,12° 1,968 + 0,094

BKF 2,224 £0,02° 1,980 + 0,02¢ 2,603 + 0,24° 1,891 + 0,01¢
BO 3,384 + 0,04 3,045 + 0,06 3,959 +0,08* 2,944 + 0,03%
BOK 2,180 £ 0,06° 2,006 + 0,06¢ 2,529 +0,07° 1,918 + 0,06

BC - boczniak cytrynowy, BCF - boczniak cytrynowy fermentowany, BK - boczniak krolewski, BKF - bocz-
niak krélewski fermentowany, BO - boczniak ostrygowaty, BOK - boczniak ostrygowaty fermentowany. DPPH 50
- 50% roztwor metanolu, DPPH 30 - 30% roztw6r metanolu, DPPH 70 - 70% roztwér metanolu, DPPH W - woda
destylowana.

Literki przy warto$ciach oznaczaja statystycznie istotne réznice mi¢dzy $rednimi, testowane analiza ANOVA z
testem post hoc Scheffego.

Zrédto: badania wiasne.

Tabela 4. Wiasciwosci antyoksydacyjne ekstraktow owocnikéw boczniakdw $wiezych i kiszo-
nych wyrazone testem Folina-Ciocalteau (mg TE/100 g s.m.)

Rodzaj FOLIN 50 FOLIN 30 FOLIN 70 FOLIN W
Boczniak cytrynowy 42523456 3,9923:456 4,8423456 3,8223:456
Boczniak cytrynowy 9,151:3:456 8,421:3:456 11,07134>¢ 8,051:3:456

kiszony
Boczniak krolewski 3,7112456 3,3412:456 4,3512456 3,1912456
Boczniak krolewski 2,71:2356 2,591:23:56 3,291:2356 2,3712356

kiszony
Boczniak ostrygowaty 3,931:2:3:46 3,621:2346 4,4112346 3,421:23:46
Boczniak ostrygowaty 4,9612345 4,6612345 5,7512345 4,4]112345
kiszony

FOLIN 50 - 50% roztwor metanolu, FOLIN 30 - 30% roztwor metanolu, FOLIN 70 - 70% roztwdr metanolu,
FOLIN W - woda destylowana.

Cyfry przy warto$ciach oznaczaja statystycznie istotne réznice miedzy $rednimi, testowane analiza ANOVA
z testem post hoc Scheffego.

Zrédlo: badania wlasne.

Przeprowadzona analiza korelacji pomi¢dzy wynikami testéw ABTS, DPPH,
oznaczeniem polifenoli ogétem oraz FRAP wykazala nastepujace zaleznosci. Po-
miedzy testami ABTS i DPPH stwierdzono stabg ujemng korelacje (r = -0,217),
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co wskazuje na niewielkie, odwrotne powigzanie pomi¢dzy tymi dwoma pomia-
rami aktywnosci antyoksydacyjnej. Wyniki testu ABTS wykazaly bardzo stabg do
umiarkowanej korelacje z testem polifenoli ogétem (r = -0,048) oraz testem FRAP
(r = -0,033), co sugeruje minimalny lub brak zwigzku pomiedzy analizowanymi
parametrami. Miedzy testem DPPH a zawarto$cig polifenoli ogétem stwierdzo-
no silng dodatnig korelacje (r = 0,608), wskazujacg na istotne powigzanie pomie-
dzy aktywnoscig antyoksydacyjng oznaczong metodg DPPH a poziomem zwigz-
kéw redukujacych w analizowanych prébkach. Bardzo silng dodatniag korelacje
(r = 0,939) odnotowano pomiedzy oznaczeniem polifenoli ogétem a testem FRAP,
co sugeruje, zZe obie metody oceniaja zblizone wlasciwos$ci antyoksydacyjne pro-
bek (tab. 5).

Tabela 5. Wspolczynniki korelacji pomiedzy testami ABTS, DPPH, zawartoscig polifenoli ogé-
tem oraz FRAP

Zmienna ABTS DPPH FOLIN FRAP
ABTS 1 -0,217 -0,048 -0,032
DPPH -0,21 1 0,608 0,430
POLIFENOLE OGOLEM -0,048 0,608 1 0,938
FRAP -0,032 0,430 0,938 1

Zrédlo: badania wlasne.

Redukcja rodnika ABTS dla ekstraktéw z owocnikéw badanych boczniakow
zalezala od zastosowanej mieszaniny ekstrakcyjnej, a takze od gatunku i formy
owocnikow ($wiezych lub fermentowanych).

Najwyzsze poziomy redukcji rodnika ABTS zaobserwowano w przypadku eks-
trakcji 70% roztworem metanolu (tab. 1). Ekstrakty te — zaréwno z materialu swie-
zego, jak i fermentowanego — wykazywaly najwiekszg zdolnos¢ do redukeji rodnika
ABTS wobec troloxu (TE). Dla oceny efektywnosci reakgeji jako poziom odniesie-
nia przyjeto ekstrakty 50%. W przypadku ekstraktu z boczniaka cytrynowego po-
ziom redukgcji rodnika ABTS w ekstrakcie 70% byt o0 20% wyzszy niz w ekstrakcie
50%, natomiast w ekstraktach 30% oraz wodnym - odpowiednio nizszy o 15%
i 23%. Podobng zalezno$¢ odnotowano dla boczniaka cytrynowego fermentowa-
nego, jednak w tym przypadku wyjsciowy poziom redukcji rodnika ABTS wynosit
22,42 mg/100 g s.m. (TE), wobec 41 mg/100 g s.m. (TE) dla $wiezych owocnikow
boczniaka cytrynowego.

W przypadku $wiezego boczniaka krélewskiego najwyzszg aktywnos¢ wykazal
ekstrakt 70% roztworu metanolu (50,01 mg/100 g s.m.) (TE), co stanowi wzrost
o okoto 26% wzgledem ekstraktu 50% (39,69 mg/100 g s.m.) (TE). Ekstrakt wodny
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osiggnal wartos¢ 29,77 mg/100 g s.m. (TE), co oznacza spadek o okoto 40% w po-
réwnaniu z ekstraktem 70%. Dla formy fermentowanej tego samego gatunku ak-
tywnos$¢ ogolna byla niz- sza, przy czym ekstrakt 70% (8,07 mg/100 g s.m.) (TE)
pozostawal najskuteczniejszy. Ekstrakt 50% osiagnal 5,85 mg/100 g s.m. (TE), a eks-
trakt wodny jedynie 4,27 mg/100 g s.m. (TE). Mimo zachowania tej samej tendencji co
w formie $wiezej, skala aktywnosci byla znaczaco nizsza (tab. 1).

Dla $wiezego boczniaka ostrygowatego najwyzsza aktywnos$¢ wykazal ekstrakt
70% (40,02 mg/100 g s.m.) (TE), co oznacza wzrost o okoto 16% wzgledem ekstrak-
tu 50% (34,50 mg/100 g s.m.). Ekstrakt wodny osiggnat 27,95 mg/100 g s.m. (TE),
co stanowi spadek o okoto 30%. W formie fermentowanej zaobserwowano podobng
tendencje: najwyzszy wynik uzyskal ekstrakt 70% (9,75 mg/100 g s.m.) (TE), nato-
miast najnizszg aktywnos¢ wykazal ekstrakt wodny (6,44 mg/100 g s.m.) (TE).

W przypadku ekstraktéw 50% roztworem metanolu wykazano, ze §wiezy bocz-
niak cytrynowy charakteryzowat si¢ najwieksza zdolnoscia redukcji rodnika ABTS
w porédwnaniu z boczniakiem krolewskim oraz boczniakiem ostrygowatym w tej
samej formie. Sposrod owocnikéw fermentowanych najwyzsza aktywnos¢ wykazy-
wal boczniak cytrynowy, natomiast najnizszg — boczniak krélewski.

Zdolnos¢ ekstraktéw z owocnikéw boczniakéw do neutralizacji rodnika DPPH
istotnie zalezala od skladu mieszaniny ekstrakcyjnej, a takze od rodzaju i formy ba-
danego materiatu — $wiezego lub fermentowanego. W wigkszosci przypadkow naj-
wyzszy poziom redukcji rodnika DPPH obserwowano dla ekstraktéw uzyskanych
przy uzyciu 50% roztworu metanolu, cho¢ zakres zmian pomiedzy poszczegolny-
mi ekstraktami byl bardziej zréznicowany niz w przypadku testu ABTS. W 50%
ekstrakcie $wiezego boczniaka cytrynowego oznaczono stosunkowo niska aktyw-
no$¢ DPPH wynoszaca 0,489 mg/100 g s.m. (TE). Uzyskany wynik w poréwnaniu
z ekstraktem o tym samym stezeniu metanolu stanowit 32% aktywnosci antyoksy-
dacyjnej boczniaka ostrygowatego (1,544 mg/100 g s.m. TE) oraz 60% aktywnosci
antyoksydacyjnej boczniaka krolewskiego (0,93 mg/100 g s.m. TE). W przypadku
ekstraktéow z owocnikéw boczniaka fermentowanego aktywnos¢ antyoksydacyjna
byla zdecydowanie wyzsza niz w ekstraktach z owocnikéw boczniaka liofilizowa-
nego. W tym przypadku najwyzszg aktywnoscig antyoksydacyjng wykazaty sie fer-
mentowane owocniki boczniaka ostrygowatego, gdzie zmierzona aktywno$¢ anty-
oksydacyjna wobec rodnika DPPH wyniosta 2,26 mg/100 g s.m. TE, co stanowilo
146% wyniku owocnikow §wiezych.

Zastosowanie innych stezen mieszanin ekstrakcyjnych wigzato si¢ ze zmienno-
$cig uzyskanych wynikéw. Wykorzystanie mieszanin 30%, 70% oraz wody skutkowa-
to znacznie nizszym poziomem neutralizacji rodnika DPPH, zaréwno w przypadku
owocnikéw swiezych, jak i fermentowanych. Zakres zmian miescil si¢ w granicach
83-92% wartosci uzyskanej dla 50% mieszaniny ekstrakcyjnej (tab. 2).
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Aktywno$¢ przeciwutleniajgca oznaczona metoda FRAP dla ekstraktéw z owoc-
nikéw badanych boczniakéw zalezala od zastosowanej mieszaniny ekstrakcyjnej
oraz od gatunku i formy owocnikéw ($wiezych lub fermentowanych). Najwyzszy
poziom aktywnos$ci FRAP zaobserwowano w przypadku ekstrakcji 70% roztworem
metanolu. Ekstrakty te — zaréwno z materialu §wiezego, jak i fermentowanego — wy-
kazywaly najwyzsza zdolno$¢ do redukcji jondw zelaza.

Dla oceny efektywnosci reakcji jako poziom odniesienia przyjeto ekstrakty 50%.
W przypadku ekstraktu z boczniaka cytrynowego poziom FRAP w ekstrakcie 70% byt
0 15% wyzszy niz w ekstrakcie 50%, natomiast w ekstraktach 30% oraz wodnym - odpo-
wiednio nizszy 0 8% i 12%. Podobng zalezno$¢ odnotowano dla boczniaka cytrynowego
fermentowanego, cho¢ wtym przypadku wyjsciowy poziom FRAP wynosit9,86 mg/100 g
(TE), wobec 2,41 jednostek dla $wiezych owocnikéw boczniaka cytrynowego. W przy-
padku $wiezego boczniaka krolewskiego najwyzsza aktywnos¢ wykazat ekstrakt 70%
roztworem metanolu (2,60 mg/100 g s.m. TE), co stanowi wzrost o okoto 17% wzgle-
dem ekstraktu 50% (2,22 mg/100 g s.m. TE) (tab. 3). Ekstrakt wodny osiagnal warto$¢
1,89 mg/100 g s.m. (TE), co oznacza spadek o okoto 27% wzgledem ekstraktu 70%. Dla
formy fermentowanej tego samego gatunku aktywnos¢ ogdlna byla nizsza, przy czym
ekstrakt 70% (2,58 mg/100 g s.m. TE) pozostawal najskuteczniejszy. Ekstrakt 50% dat
wynik 2,19 mg/100 g s.m. TE, a ekstrakt wodny - 1,97 mg/100 g s.m. TE (tab. 3). Mimo
zachowania tej samej tendencji co w formie $wiezej, skala aktywnosci byla nieco nizsza.

Dla $wiezego boczniaka ostrygowatego najwyzsza aktywnos$¢ wykazal ekstrakt
70% (3,96), co oznacza wzrost o okoto 17% wzgledem ekstraktu 50% (3,38). Ekstrakt
wodny osiagnal wartos$¢ 2,94, co stanowi spadek o okoto 26%. W przypadku formy
fermentowanej zaobserwowano podobng tendencj¢: najwyzszy wynik uzyskatl eks-
trakt 70% (2,53), natomiast najnizszg aktywnos¢ wykazal ekstrakt wodny (1,92).
W przypadku ekstraktéw 50% roztworem metanolu wykazano, ze §wiezy boczniak
ostrygowaty mial najwieksza zdolnos¢ redukcji jonow zelaza wzgledem boczniaka
cytrynowego oraz boczniaka krolewskiego w tej samej formie. Natomiast sposrod
fermentowanych owocnikéw boczniak cytrynowy wykazywal najwyzszg aktywnos¢,
a boczniak krélewski — najnizsza zdolno$¢ do redukgji jonéw zelaza. W przypadku
swiezych owocnikdw boczniaka cytrynowego, ekstrakt 70% wykazal o 14% wyzsza
zawartos$¢ zwigzkéw fenolowych w poréwnaniu z ekstraktem 50% (4,84 vs. 4,25).
Ekstrakt 30% dal wynik nizszy o 6%, natomiast ekstrakt wodny — o 10%. Z kolei fer-
mentowana forma tego samego gatunku cechowala sie znacznie wyzszg zawartoscia
fenoli, przy czym ekstrakt 70% osiagnat wartos¢ 11,07, co stanowilo wzrost o 21%
wzgledem ekstraktu referencyjnego (9,15). Ekstrakt wodny dat wynik 8,05, czyli
0 12% nizszy. Dla $wiezego boczniaka krolewskiego zawarto$c¢ fenoli ogétem w eks-
trakcie 70% wynosila 4,35, co oznaczalo wzrost o 17% wzgledem ekstraktu 50%
(3,72) (tab. 4). Ekstrakty 30% oraz wodny byly odpowiednio stabsze o 10% i 14%.
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Fermentowana forma tego samego gatunku réwniez wykazywata najwiekszg sku-
teczno$¢ w przypadku ekstraktu 70% (3,30), co stanowito wzrost o 18% wzgledem
ekstraktu 50% (2,79).

Z kolei ekstrakt wodny osiggnat wartos¢ 2,38, co oznaczalo spadek o 15%. Bocz-
niak ostrygowaty w formie $wiezej wykazywal najwyzsza zawarto$¢ zwigzkow fe-
nolowych w ekstrakcie 70% (4,41), co przekladalo si¢ na wzrost o 12% wzgledem
ekstraktu 50% (3,94) (tab. 4).

Najnizszg aktywnos¢ odnotowano dla ekstraktu wodnego — wynik 3,43, czyli o 13%
mniej. W przypadku fermentowanego boczniaka ostrygowatego ekstrakt 70% uzyskal
wartos¢ 5,76, co oznaczato wzrost o 16% w poréwnaniu z ekstraktem 50% (4,96). Eks-
trakt wodny dat wynik 4,42, czyli o 11% nizszy. W analizie poréwnawczej ekstrak-
tow 50% najwyzszy poziom zwigzkéw fenolowych stwierdzono w fermentowanym
boczniaku cytrynowym (9,15), natomiast najnizszy - w fermentowanym boczniaku
krélewskim (2,79) (tab. 4). Wérdd form swiezych najwyzsza zawartos¢ fenoli ogétem
wykazywal boczniak cytrynowy, natomiast najnizsza — boczniak krélewski. Najwyz-
sza aktywno$¢ przeciwrodnikowa w tescie ABTS wykazaly ekstrakty 70% roztworem
metanolu dla wszystkich swiezych form boczniakéw. Przyktadowo, w przypadku swie-
zego boczniaka krolewskiego odnotowano wartos¢ 50,01 mg TE/100 g s.m., natomiast
dla boczniaka cytrynowego - 49,20 mg TE/100 g s.m. Ekstrakty wodne cechowaly si¢
najnizsza aktywnoscia, np. 29,77 mg s.m. TE/100 g s.m. dla boczniaka krélewskiego.

Wyniki te s3 zgodne z doniesieniami Yim i in., ktérzy wskazali, ze rozpuszczal-
niki o wyzszej zawartosci alkoholu, zwlaszcza 70% metanol, skuteczniej ekstrahu-
ja zwigzki fenolowe odpowiedzialne za aktywno$¢ antyoksydacyjng [28]. W tescie
DPPH zaobserwowano wyraznie odmienny profil aktywnosci. Najwiekszg aktywnos¢
wykazaly fermentowane formy boczniaka ostrygowatego i cytrynowego — np. 50%
ekstrakt metanolowy z boczniaka ostrygowatego fermentowanego osiaggnal wartos¢
2,255 mg TE/100 g s.m., co jest warto$cig wyzsza niz w przypadku form §wiezych. Jest
to zgodne z doniesieniami literaturowymi wskazujacymi, Ze fermentacja moze zwigk-
sza¢ rozpuszczalno$¢ lub biodostepnos¢ niektdrych zwigzkow fenolowych [29]. W te-
$cie FRAP formy kiszone wykazywaly wyraznie wyzszg aktywnos¢ antyoksydacyjna
niz $wieze. Przykltadowo, w przypadku fermentowanego boczniaka cytrynowego -
ekstrakt 70%: 11,442 mg TE/100 g s.m., wobec 2,771 mg TE/100 g s.m. dla tej samej
formy $wiezej. Podobne réznice zaobserwowano u innych gatunkéw grzybow [30].
W oznaczeniu metodg Folina-Ciocalteu, podobnie jak w tescie FRAP, formy fermen-
towanego charakteryzowaly sie wyzsza zawartoscig zwigzkow fenolowych. W przy-
padku fermentowanego boczniaka cytrynowego zawarto$¢ ta wyniosta: 11,074 mg
TE/100 g s.m. (ekstrakt 70%), natomiast dla formy $wiezej: 4,845 mg TE/100 g s.m.
Wskazuje to, ze fermentacja moze sprzyja¢ uwalnianiu lub syntezie zwigzkow fenolo-
wych, co potwierdzajg réwniez inne badania [31].
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Whnioski

Przeprowadzone badania oraz uzyskane wyniki pozwolity na sformulowanie naste-

pujacych wnioskow:

1.

1]

Proces fermentacji owocnikéw, w poréwnaniu z owocnikami $§wiezymi, wpty-
wal na ksztaltowanie si¢ aktywnosci antyoksydacyjnej boczniaka cytrynowego,
ostrygowatego i krolewskiego.

Aktywnos¢ antyoksydacyjna owocnikéw badanych boczniakéw byla uzaleznio-
na od zastosowanej mieszaniny ekstrakcyjnej oraz metody pomiaru.
Aktywnos$¢ antyoksydacyjna oznaczona testem ABTS byta wyzsza w przypadku
materialu $wiezego.

Aktywnos¢ wobec rodnika DPPH byta zréznicowana w zaleznosci od badanej
matrycy. W przypadku fermentowanych owocnikéw boczniaka cytrynowego
i ostrygowatego uzyskane wartosci byly wyzsze niz w owocnikach $wiezych.
Zdolnos¢redukcjijonéwzelaza,oznaczonametoda FRAP, wykazatawyzszg aktyw-
no$¢ jedynie w przypadku fermentowanych owocnikéw boczniaka cytrynowego.
Calkowita zawarto$¢ polifenoli, oznaczona metodg Folina-Ciocalteu, byla uza-
lezniona od gatunku oraz formy badanego materialu. Najwyzsze zdolnosci od-
barwiania odczynnika zaobserwowano w przypadku fermentowanych owocni-
kéw boczniaka cytrynowego.

Najwyzsze aktywnosci antyoksydacyjne odnotowano w ekstraktach 70% roztwo-
rem metanolu.
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