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L OPCl DIO — GENERAL

1. TJvod — Introduction

Neprekidno povecavanje svjetskog pucanstva zahtijeva intenzivnije
iskoriscivanje i onih ziveznih namirnica koje su se do sada slabo ili
nikako upotrebljavale u prehrani. Medu njima se nalaze i samonikle
jestive gljive koje rastu u velikim kolicinama u bjelogoricnim i cmo-
goricnim sumama i po travnjacima.

Gljive su zivezne namirnice bogate bjelancevinama s mnogo esen-
cijalnih aminskih kiselina, mineralnim tvarima, a sadrze 1 vitamine (oso-
bito A, C i B-kompleksa). Zbog tecnosti te osebujne i ugodne aromatic-:
nosti gljive su veoma cijenjene u kulinarstvii.

U drzavama niskoga zivotnog standarda, koje imaju dosta suma i
pogodno podneblje za rast gljiva, organizirano branje gljiva moze pomoci
prehrani puka.

U industrijski razvijenim drzavama visokoga zivotnog standarda,
evropskim i prekomorskim (Francuskoj, SR Njemackoj, Velikoj Britaniji,
Sjedinjenim Americkim Drzavama i Japanu), velike se kolicine gljiva
(uglavnom peciirke »Chamfngnon«) industrijski proizvode i preraduju.

U doba ratova, kada je normalna opskrba stanovnika ziveznim na-
mimicama poremecena, iskoriscivanje gljiva moze biti veoma korisno za
prehranu.

Stoga nije cudno da su kemijska istrazivanja gljiva zapoceta prije
gotovo sto sedamdeset godina i da su u novije doba sve opseznija. Ipak
jos uvijek nema dosta rezultata, pa kemijskl mehanizam u gljiva nije
tako dobro poznat kao onaj u voca i povrca.

Mali broj istrazivackih radova na domacim gljivama bio je, uz ostalo,
poticaj ovome radu.

Zadatak se rada sveo na kvantitativno odredivanje ukupnih, polar-
nih i nepolamih lipida i sastava masnih kiselina u jestivim i otrovnim
gljivama. Htjelo se, naime, utvrditi:

1. sadrze li jestive i otrovne gljive razlicite kolicine ukupnih lipida,

2. razlikuju li se jestive gljive od otrovnih po kolicinama polarnih
i nepolamih lipida,

3. postoje li u jestivim i otrovnim gljivama bitne kvalitativne i
kvantitativne razlike u sastavu masnih kiselina,

4. koje su istrazivane jestive gljive bogatije esencijalnim masnim
kiselinama, to jest koje su s obzirom na kolicinu i sastav lipida prehram-
beno najvrednije i

5. nalazi li se u nepolamim lipidima istrazivanih gljiva arahidonska
kiselina, jedna od esencijalnih masnih kiselina, ili je ona, analogno
zoolipidima, nazocna samo u polamim lipidima.
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2. Opcenito o gljivama — General considerations on mushrooms

Gljive tvore posebnu skupinu nizih biljaka, koje rastu uglavnom
na kopnu Sistema'tika ib svrstava u steljnjace — Thallophyta. Od dru-
gm se thallophyta ra^likuju po tome sto ne sadrze zelenoga bilinoe
pigmenta-klorofila. Gljive su heterotrofni organizmi, tj. same ne izgra-
auju organsku tvar potrebnu za svoj zivot i razvoj, nego je vec gotovu
uzimaju od drugih bHjaka 1 zivotinja, odnosno od njihovih'ostataka.

gljive koje iskoriscuju organsku tvar mrtvih organizama, naz-
vane su saprofiti, a one koje zive na racun organske tvari zivih organi-
zama, paraziti. Osim tih postoje 1 poluparazitl koji iskoriscuju organsku
tvar 1 zivih i mrtvih organizama.

Po obliku su i velicini gljive veoma razlicite, no njihova je ana-
^mska grada jednolicna, po cemu se razlikuju od drugoga nizeg bilja.
Gljive su izgradene od cjeyastih, manje ili vise razgranatih stanica hifa,
ko]e nisu medi^obno srasle, nego su same isprepletene. Katkada raz-

^^®tem hifa tvori citavo tijelo gljiva-micelij koji se razvija na
razhcitim supstratima. Gljive se razmnozavaju sporama mikroskopskih
veiicina i njihov je oblik uvijek isti za odredenu vrstu.

U prirodi gljive imaju znacajnu ulogu. One kao heterotrofni orga
nizmi pospjesuju razgradnju organske tvari i na taj nacin sudjeluju
u ciklusu oslobadanja i vracanja anorganskih spojeva tlu.

Broj je gljlva u pi^odi veoma velik, 50.000 do 60.000 vrsta. One
su na osnovi morfoloskih 1 fizioloskih znacajka svrstane u pet velikih
razreda koji se dijele na redove, podredove, porodice, rodove i vrste (140):

1. razred: Myxomycetes — sluznjace
II. razred: Archymycetes — pragljive
III. razred: Phycomycetes — algasice
IV. razred: Ascomycetes — mjesinarke
V. razred: Basidiomycetes — stapcare

U V. razredu Basuiiomycetes — stapcare — nalaze se sve vise gljive
a osnovna im je znacajka ta, da im se spore razvijaju na stapicastom'
ograi^u imcelija — bazidiji. Taj je razred podijeljen na dva pod-
razreda (104):

1. Phragmahasidiomycetes
Bazidija .je visestanicna: rde i snijeti;

2. Holobasidiomycetes
Bazidija je jednostanicna: prave gljive.

^ U podredu Holobasidiomycetes nalazi se velik broj gljiva, koje se
opcenito nazivaju »gljive«. Ono sto se u svakodnevnom zivotu naziva
gljiyom samo je plcdnjak, tj. rasplodni gljivin organ, koji se u vecini
slucajeva sastoji od dva dijela: strucka (stapke) i klobuka (glave) Pravo
vegetativno gljivino tijelo, micelij, zivi u supstratu (pod zemljom) ili
u drvetu) i uglavnom je nevidljivo promatracu.

Prema srodnosti gljiva podrazred Holobasidiomycetes podijeljen je na
dva reda, tri podreda i vise porodica i rodova.

94



I, red: Hymenomycetales — Plodnicarke (klohucarke)

Bazidije tvore plodnicu ili himenij, koja pokriva citavu gljivu ili
samo neke njezine dijelove (listice, cjevcice).

Podred: Agaricales — Listicarke

Plodnica (himenij) pokriva s donje strane klobuka radijalno pore-
dane listi6e. U torn se podredu nalazi najveci broj jestivih vrsta i velik
broj otrovnih. gljiva.

Podred: Aphyllophorales — Nelisticarke

Bazidije u plodnici nisu na listicastim lamelama. U taj su podred
svrstane porodice lisicice (Cantharellaceae), jezevice (Hydnaceae), grive
(Clavariaceae) i rupicavke (Poli/poraceae).

Podred: Boletales — Vrganjevke (cjevarke)

Plodnica redovito pokriva s donje strane klobuka okomito stojece
cjevcice, koje su medusobno tijesno zbijene i slabo se drze mesa klobuka,
pa se mogu od njega lako odvojiti. U tom se podredu nalaze sve vrste
iz roda Boletus (vrganja).

II. red: Gasteromycetales — Trbusaste gljive

Plodnica (himenij) nastaje u unutrasnjosti gljive, a spore ispadnu
kada se dozrela gljiva rastvori na vrhu. Tu je svrstano nekoliko rodova
puhara (Scleroderma) i strsak (Phallus impudictis), koje prakticki nisu
jestive gljive.

Uz domaci i latinski naziv gljive uobicajilo se napisati i kraticu
prezimena autora, koji je prvi opisao doticnu gljivu ili joj je dao ime.
U knjizi K. Blagaica »Gljive nasih krajeva« (13) nalazi se popis tih
autora. Evo kraceg izvatka iz te knjige:

Pierre Bulliard (Bull.), francuski prirodoslovac (1740—7193.)
Elias Magnus Fries (Fr.), svedski botanlcar (1794—1878.)
Harald Othmar Lenz (Lenz), njemacki ucitelj (1799—1870.)
Lucian QuelH (Quel.), freincuski mikolog (—1899.)
Jacob Christian iSchd//er (Schaff.), njemaCki evangelisticki propovjednik (1718—

—1790.)
J". A. Scopoli (Scop.), talijanski profesor (1723—1788.)
Carlo Vittadini (Vitt.), talijanski mikolog (1622—1703.).

U strucnoj se literaturi osim domadega i latinskog naziva gljive i kratice
prezimena autora veoma Sesto nalazi latinski naziv roda (plemena) i porodice gljive.
Na primjer:

kostanjevcica
Tricholoma conglobatum Vitt
Tricholoma (rod)
Agaricaceae (porodica)

Ako promatramo gljive kao ziveme namirnice, onda ih mozemo
podijeHti na jestive i otrovne. Vidljivih i sigumih znakova, po kojima bi
se odmah moglo sa sigurnoscu zakljuciti je li neka gljiva otrovna ili
nije, do danas nema. Cesto se puta misli, da su otrovne one gljive, koje
na prijelomu mijenjaju boju ili pustaju mlijec. To nije pou^an dokaz.
Isto tako dobar tek gljive ne znaci da je ona neotrovna.
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Najvise gljiva raste u §umama i na livadama u jesen, osobito ako
je jesen -topla i -vlazna, no ima dosta velik broj gljiva koje rastu
vec od ranog Ijeta tTab. 1 i 2). ■

Obicno se razlicite vrste jestivih gljiva u vecim kolicinama pojavljuju
svakih nekoliko godma na istom podrucju. Neke vrste gljiva rastu same
na odredenim tipovima tala. U bjelogoricnim se -sumama nalaze druk-
cipe vrste nego u crnogoricnima. Neke vrste'gljiva nisu ni toliko izbir-
Ijive, pa se mogu naci u razlicitim tipovima suma ili izvm njih.

y®likom je broju gljiva potrebno veoma kratko vremensko raz--
doblje za razvoj plodnjaka (nadzemnog dijela gljive) pa je i trajnost
plodnjaka kratka, no ima gljiva, kojima je za razvoj plodnjaka potrebno
i nekoliko godina.

Prehramhena vrijednost gljiva

Jestive se gljive zbog relativno velike kolicine bjelaiicevina po
prehrambenoj vrijednosti nalaze izmedu mlijeka i jaja. Iz analitickih
rezultata, koje iznose Bogojevski i suradnici (16) vidljivo je, da domace
jestive gljive pecurka (Agaricus bisporus), vrganj (Boletus edulis), durde-
vaca (Tricholoma georgii) i suncanica (Macrolepiota procera) sadrze mnogo
esencijalnih amino-kiselina" (osobito leucina i izoleucina, lizina i treo-
nina) pa su s biolosko-prehrambenog gledista najvrednije. Osim toga
gljive se odlikuju odlicriom aromom, pa su u kulinarstvu vise cijenjene
i trazene nego i najbolje povrce.

Prosjecni kemijski sastav (osnovni sastojci) od 34 analizirane do
mace jestive gljive prema Bogojevskom i suradnicima (16) izgleda ovako:

voda 90.80 Vo (81,80—95,70 Vo)
bjelancevine 2,89 Vo ( 0,92— 7,30 Vo) '
^ast 0.59 Vo ( 0,25— 1,40 Vo)
ugljikohidrati 4,02 Vo ( 1,01— 9,22 Vo)
celuloza 0.71 Vo. ( 0,22— 2,10 Vo)
Papeo 0.83 Vo ( 0,39— 2,00 Vo)
kalorije 30 cal (14.0 —60,0 cal u

100 g svjeze gljive)

Po fizioloskom ucinku stetnih biljnih tvari na ljudski organizam
gljive su podijeljene u tri skupine.

U prvoj se skupini nalaze gljive, koje prouzrokuju u ljudskom or-
ganizmu bolove u zelucu i crijevima. mucno znojenje, povracanje i pro-
Ijev, koji prate napadi nesvjestice. Prvi se znakovi trovanja pokazu
pola sata do tri sata nakon jela, Predstavnici te skupine jesu: ludara
(Boletus satanas), olovasta rudoliska (Rhodophyllus sinuatus), tigrasta
bjelosporka (Trichoioma pardinum), kovara ("Boletus luridus), bljuvara
(Russula emetica), brezovka (Lacfarius torminosiLs), grahasta pecurka
(Agaricus meleagris) i karbolna pecurka (Agaricus xanthodermus) .

Sve nabrojene gljive prve skupine osim tigraste bjelosporke sadrze
manje ili vece kolicine alkaloida muskarina.
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Vegetacijski period nekih domacih jestivih gljiva ■
(13, 51, 104, 143)

Tab. 1

Naziv gljive Mj esec

III IV y . VI •yii ■yiii / DC X XI XII

Smrcak
Morchella esculenta + + +

Cunjasti smr6ak
Morchella conica + +

-

Pecurka
Agaricus campestris- + + + +

Vrganj
Boletus edulis + + + . ,+ + ■

PanjevCica
Pholiota mutabilis

- + + + + + + +

Lisicica
Cantharellus cibarius ■ + + + + + +

Turcin
Leccinum aurantium + + + + +

Blagva
Amanita caesarea

- - + + -H + +

GrmaCica
Clitocybe tabescens + + + + +

Velika suncanica
Macrolepiota procera

- + + + + +

Zlatnozuta griva
Clavaria aurea + + ■ + +

Rujnica
Lactarius deliciosus + + + + +

Zlataca
Xerocomus chrysentheron + + + + + +

Kostanjev2ica
Tricholoma conglobatum + + + +

Vitezovka
Tricholoma flavovirens + +

listopadna vitezovka
Tricholoma portentosum + + + ■

7 Glasnik 2a Sumske pokuse XVH
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Vegetacijski period najcescih domacih otrovnih gljiva

(13, 51, 104, 143)

Tab. 2

Naziv gljive
Mi esec - . .

Ill ,iv V VI vn VIII rx X XI XII

Rani hrcak

Gyromitra esculenta + + +

Crvenkasta cjepaCa
Inocybe patouillardi + + +

Bijela pupavka
Amanita verna ; + + + + +

Otrovna puhara
Scleroderma aurantium + + - + +

Panterovka

Amanita pantherina + + + + +

Ludara

Boletus satanas + + +
■

Cunjasta pupavka
Amanita virosa + + + +

2iu6kasta pupavka
Amanita citrina + + + +

Bljuvara
Russula emetiea + + + +

. Tigrasta bjelosporka
Tricholoma pardinum + ■ + . + +

Brezovka

Lactarius torminosus + + +

Muhara

Amanita muscaria + + + ■ + + '

Zelena pupavka
Amanita phalloides + + + + +

Olovasta rudoliska
Rhodophyll-us sinuatus + + + + +  ■

Gljive druge skupine ostecuju zivcani sustav, a takoder sadrze
alkaloid muskariri. To su muhara (Amanita mtiscaria), panterovka (i4mo-
nita pantherina), zuckasta pupavka (Arnanita citHna), crvenkasta cjepaca
(Inocyhe patouillardi) i neke vrste iz roda uleknjaca (Clitocyhe).
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U trecoj su skupini smrtno otrovne gljive: z^ena pupavka (Amanita
phalloides), bijela pupavka (Amanita verna) i konicna pupavka (Amanita
virosa). Te gljive sadrze otrovne tvari faloidin i amanitin, koji raz-
graduju standee jetre, bubrega, srcanog misicja i zivcanog sustava. Prvi
se znakovi otrovanja pojave deset do dvadeset sati nakon jela, pa
lijecnicka pomoc rijetko kada stigne na vrijeme (104).

Rasprostranjenost gljiva u zagrehackom podrucju

U zagrebackom podrucju ima oko 200 vrsta jestivih gljiva i petnaes-
tak nejestivih i otrovnih gljiva (13, 146).

Od toga velikog broja naj6esce se nalaze i najpoznatije su:
a) Jestive gljive

blagva (Amanita caesarea)
biserka (Amanita rubescens)
velika suncanica (Macrolepiota procera)
turkinja (Lepiota naucina)
durdevaca (Tricholoma georgii)
modrikaca (Tricholoma nudum)
kostanjevcica (Tricholoma conglobatum)
puza (Clitocybe mellea)
grmacica (Clitocybe iabescens)
bukovaca (Pleurotus ostreatus)
panjevSica fPholiota mutabilis)
pecurka (Psalliota campestris, Agaricus bisporus)
sumarica (Psalliota silvatica)
mlijeenica fLacforius piperatus)
srijez (presnac) (Lactarius volemus)
golubaca (Russula virescens)
ljubicastozelena kr§nica (Russula cyanoxantha)
lisiCica (Cantharellus cibarius)
vrganj (Boletus edulis)
prstenjak (Boletus elegans)
turcin (Leccinum aurantium, Boletus rufus)
kestenjasti vrganj (Boletus badius)
cmi vrganj (Boletus aereus)
pasji vrganj (Boletus scaber)
pjescarka (Boletus variegatus)
kravara (Boletus bovinus^
zlataca (Boletus chrysenteron)
maglen (Polyporus pes caprae)
zemljaca (Polyporus confluens)
zuta griva (capica) (Clavario flava)
zlatnozuta griva (capica) (Clavaria aurea)
zuta jezevica (Hydnum repandum)
velika gnojistarka (Coprinus comatus)

b) Nejestive gljive

kovara (Boletus luridus)
zelenjaCa (Boletus miniatoporus)
kravja balega (Boletus calopus)
tikvasta puhara (Lycoperdon gemmatum)

c) Otrovne gljive

zelena pupavka (Amanita phalloides)
bijela pupavka (Amanita verna)
zudkasta pupavka (Amanita citrina)
panterovka (Amanita pantherina)

99



muhara (Amanita muscaria)
krastavka (Amanita spissa)
olovasta rudoliska (Entoloma lividum, Rhodophyllus sinuatus)
bljuvara (Russula emetica)
ludara (Boletus satanas)
•otrovna puhara fScIerodema aurantium)
brezovka (Lactarius terminosus)

3. Ohjavljeni podaci i rezultati o lipidima gljiva — Published data and
results concerning the lipids of mushrooms

Prvi su rezultati ekstrakcije lipida (masti) gljiva objavljeni 1804.
godine. Izvonu naslov objavljenog rada glasi: »Bouillon — Lagrange
(E.) — Analyse de deux especes d'Agaric: le Boletus larix et le Boletus
igniarius (20).

Od tada do 1878. godine objavljeno je svega nekoliko radova (23,
24, 48, 83), u kojima su prikazani rezultati odredivanja osnovnih seistojaka
nekoliko vrsta jestivlh gljiva.

Objavljivanjem rada W. Thomera (141), »Vher eine im Agaricus
integer vorkommende organische Sdure<(, 1879. godine, pocinju, u stvari,
kemijska istrazivanja lipida u gljivama. Thorner je u lipidima (masti)
smede krasnice (Agaricus integer = Russula integra) izolirao jednu
kiselinu, koja pripada redu octene kiseline cija je bruto formula nakon
obavljene elementame analize C15H3QO2, a to je pentadekan kiselina, clan
homolognog niza masnih kiselina.

1883. godine Th. Bissinger (12) u eterskom ekstraktu mlijecnice
(Lactarius piperatus) dokazao je nazocnost maslacne i pentadekan kise
line.

Iste je godine objavljena disertacija K. Margewicza (88) pod naslo-
vom »Bestimmung der Nahrstoffe im essharen Pilze«. Autor je nasao,
da se lipidi gljiva reda Hymenomycetes (plodnicarke) sastoje uglavnom
od glicerida paMtinske, stearinske i oleinske kiseline te male kolicine
slobo^ih m^i^ kiselina, Zanimljiva su zapazanja autora, koji je na
temelju analitickih rezultata zakljucio, da se u plodnici (himeniju) nalazi
vise lipida nego u klobuku i strucku analiziranih gljiva.

Nazocnost lecitina u lipidima Hsicice (Cantharellus ciharius) i vr-
ganja (Boletus edulis) dokazao je K. Fritsch (45) 1889. godine.

E. Opitz (102) je prvi autor, koji 'je objavio (1891. god.) rezultate
analitickih istrazivanja jedne nejestive i jedne otrovne gljive. On je u
eterskom ekstraktu kovare (Boletus luridus) 1 panterovke (Amanita pan-
therina) pronasao palmitinsku, stearinsku i oleinsku kiselinu i fito-
sterol. Na temelju velike koUcine slobodnih masnih kiselina — 62,3Vo
odnosno 50Vo — zakljucio je, da se lipidi gljiva spontano razgraduju.

W. Heinisch i J. Zellner (58, 155) su u petroleterskom ekstraktu
muhare (ATnanita muscaria) pronasli propionsku, palmitinsku i oleinsku
kiselinu.

U golemoj^su puhari (Lycoperdon hovista) M. Bamherger i A. Land-
siedl (6) pronasli dva ergosterola i jednu neidentificranu tvar iz skupine
cerebrozida. Talista izoliranih ergosterola su bila 158—159 "C i 163 5
—164 'C.
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Odredivanjem kiselinskog i saponifikacijskog broja u petroleter-
skom ekstraktu devet vrsta jestivih gljiva J. Zellner (155) je na te-
melju dobivenih rezultata mogao zakljuciti, da se masti gljiva razgra-
duju 'u velikoj^mjeri (katkada i do 80Vo). Autor vjeruje, da je to enci-
matsko zbivanje, iako nije bio u mogucnosti izdvojiti taj encim.

<1911. godine su J. Bougault i C. Charaux (19) u gljivama roda Lac-
tarius (krhkolisne gljive) Lacfariits plumheum, Lactarius pyrogalus, Lac-
tarius theiogalus i Lactarius uvidus uz stearinsku Mselinu dokazali i
ketostearinsku kiselinu C18H34O3.

Iste su godine A. Goris i M. Mascre (49) u sesnaest gljiva podreda
Agaricales (listicarke) dokazali ergosterol i fungisterol. Ta je dva ste-
rola dokazao M, T. Ellis( 38) 1918. godine u gljivi Polyporus nigricanus.

R. Rosenthal (113) je 1922. godine izdvojio fitosterol iz muhare
(Amanita rnuscaria), Osim toga on je iz muhare i sumporace (Nemato-
lOTTia fasciculare) izdvojio jedan spoj iz skupine cerebrozida, koji nije
sadrzavao ugljikohidratnu komponentu, nazvan cerebrin.

U petrol^erskom ekstraktu ludare (Boletus satanas) L. Bard i J.
Zellner (7) su 1923. godine pronasli palmitinsku, oleinsku i linolnu
kiselinu i lecitin.

1928. godine E. Hartmann i J. Zellner (57) dokazali su octenu i
maslacnu kiselinu, ergosterol i fungisterol u gljivi Polyporus pinicola.

U gljivi Polyporus sulphureus iz roda Polyporus (cvrstocijevke) J.
Zellner i E. Zikmunda (156) pronasli su 1930. godine palmitinsku, stea
rinsku i oleinsku kiselinu. ergosterol i fungisterol.

1937. godine je A. Ratclife (110) izdvojio iz vrganja (Boletus edulis)
ergosterol 1 jos jednu sterolnu komponentu za koju autor pretpostavlja
da je spinasterol.

Slijedeci kronoloskim redom objavljivanje istrazivackih radova 0 lipi-
dima gljiva, nakon Ratclifeova rada nastupa vremenski razmak od 22
godine. Istom 1959. godine pojavljuje se rad J. L. Bonneta (18), koji
je u.povijesti istrazivanja lipida gljiva vazan, jer se u njemu prvi put
spoimnje kromatografsko istrazivanje lipida gljiva. Bonnet je odredio
kyalitativni sastav masnih kiselina u jedanaest jestivih gljiva uzlaznom
kromatografijom na papiru. Nepokretna je faza bila papir za filtriranje
impregniran lOVo-tnom otopinom parafinskog ulja u benzenu, a po-
kretna faza .octena kiselina. Tim su postupkom na razvijenom kromato-
gramu dokazane laurinska, miristinska, palmitinska, stearinska, 6-keto-
stearinska i oleinska kiselina.

1962. godine je D. H. Hughes (63) odredio kvantitativni sastav mas
nih kiselina plinskom kromatografijom (GLC) u tri podvrste uzgojene
pecurke (Agaricus campestris: White, Golden White, Cream). Od ukup-
nih masnih kiselina u sve tri podvrste najvise ima" palmitinske i linolne
kiseline. Veoma velik postotak linolne kiseline, s obzirom na to da se linol-
na kiselina u prirodnim lipidima autooksidira, upucuje na pretpostavku, da
aldehid koji nastaje autooksidacijom djeluje kao pospjesujuci faktor
rasta-gljiva. Kromatografijom na tankom sloju eterskog ekstrakta ana-
liziranih gljiva identificirani su slobodni sterol, sterol ester, trigliceridi,
1,2- i 1,3-digliceridi, monogliceridi i slobodne masne kiseline.

R. C. M. Jack (66) je 1965. godine u kloroform-metanolskom eks
traktu gljiva Coprinus comatus (velika gnojistarka) i Glomella cingulata
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kromatografijom na tankom sloju dokazao sterol estere, slobodni sterol,
trigliceride, ddgliceride i slobodne masne kiseline u frakciji neutralnih
lipida, a u fosfolipidnoj frakciji lecitin, fosfatidil etanolamin, fosfatidil
inozitol i difosfatidil glicerol. Osim toga autor je kvantitativno odredio
plinskom kromatografijom (GLC) masne kiseline vezane u trigliceridima
i u fosfolipidima. I u trigliceridima, i u fosfolipidima nalazi se relativno
velika kolicina palmitinske kiseline. Trigliceridi sadrze vise oleinske,
a fosfolipidi vise linolne kiseline.

M, Jasinska i J. Szymczak (68) su 1966. godine, istrazujuci lipide
kestenjastog vrganja (Boletus hadius), turcina (Boletus rufus ~ Leccinum
aurantmm) i lisicice (Cantharellus ciharius) odredili acetilne brojeve,
koji su bili visoki na temelju cega pretpostavljaju da lipidi tih anali-
ziranih gljiva sadrze hiroksildseline odnosno mono- ili digliceride.

U. Bracco i suradnici (22) 1967. godine analiziraU su lipide (kloroform-
-metanolski ekstrakt) dehidriranog micelija jestivih gljiva pecurke (Aga-
ricus campestris) i lisicice (Cantharellus cibarius). U suhoj je tvari pe
curke bilo 2,55®/o ukupnih lipida, a u suhoj tvari lisicice 5,37Vo. Kroma
tografijom na tankom sloju neosapunjivih tvari pronadeni su steroli,
alifatski alkoholi, mono-, di- d triterpenoidi, tokoferoli, karotenoidi, neza-
siceni 1 zasiceni alifatski ugljikovodici.

Od sterolnih komponenata u miceliju pecurke pronadeni su ergo-
sterol i kampesterol, a u miceliju lisicice ergosterol, sitosterol, kampe-
sterol, stigmasterol i brasikasterol.

Plinskom kromatografijom (GLC) metilnih estera masnih kiselina
odredene su u pecurci miristinska, pentadekan, palmitinska, stearinska,
oleinska, linolna i arahinska kiselina, a u lisicici palmitinska, stearinska,
oleinska i linolna kiselina. Od ukupnih masnih kiselina najvise je bilo
linolne kiseline i to u miceliju pecurke 81,40®/o, a u miceliju lisicice
63,700/o.

A. Maggioni i suradnici (86) su 1968. godine odredivali sastav uzgo-
jene pecurke (Agaricus hisporus) tijekom rasta u zavisnostl od dodanog
dusicnog gnojiva (uree i amonijskog sulfata). U oba su pokusa uz ostale
sastojke odredene i masne kiseline plinskom kromatografijom (GLC).
Sastav je tih kiselina bio: kaprinska, laurinska, miristinska, pentadekan,
jDalmitinska, palmitoleinska, margarinska, stearinska, oleinska, linolna,
linolenska kiselina i jo§ dvije neidentificirane kiseline. Od ukupnih mas
nih kiselina najvise je bilo linolne kiseline i to 78Vo odnosno 70Vo.

Na temelju pristupacnih literatumih podataka o kemijskom istrazi-
vanju domacih gljiva, do sada je objavljeno samo pet radovaa.

K. Balenovic i suradnicsi (3) 1955. godine izdvojili su kvarteme baze
muskarinske serije iz otrovnice muhare (Amanita muscaria) koja je
ubrana u zagrebackoj okolici.

Iste su godine K. Balenovic i suradnici (4) izdvojili crveni pigment
rusularodin iz otrovne gljive bljuvare (Russule emetica) i proucavali
njegove osobine. Bljuvara je takoder potjecala iz okolice Zagreba.

1967. godine D. Bogojevski i suradnici (16) objavili su djelo u ko-
jemu opisuju odredivanje hranjive i bjelancevinske vrijednosti 34 vrsta
domacih jestivih gljiva. Analizirane su gljive potjecale iz Bosne, Hrvatske
(Slavonije i Like), Slovenije i Cme Gore.
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Iste su godine M. Kaic i suradnici (70) kvantitativno odredili koli-
cine zeljeza, bakra i fosfora u osam jestivih gljiva zagrebackog i sisackog
podrucja.

N. Bregant i Z. Turk su 1970. godine (25) obiavili postupak izdva-
janja crvenog pigmenta rusularodina iz otrovne gljive bljuvare (Russula
emetica) kromatografijom na stupcu i preparativnom kromatografijom
na tankom sloju adsorbensa.

O kemijskom istrazivanju lipida domacih gljiva do danas nema
nikakvih podataka.

4. Lipidi — Lipids

Lipidi su sastojci biljnog i zivotinjskog tkiva, netopljivi u vodi,
osim malobrojnih iznimaka, a topljivi u leteru, petroleteru, kloroformu,
benzenu i drugim organskim otapalima koja se ne mijesaju s vodom
(39, 111).

Do danas nema jedne opcenito prihvacene podjele lipida. Tako Kauf-
mann (71) lipide dijeli na:

1. jednostavne lipide (gliceridi, voskovi, sterin-esteri i triterpenol
ester);

2. estere koji sadrze fosfor i dusik (glicerin fosfatidi, acetal fosfa-
tidi ili plazmalogeni i sfingomielin);

3. slozene lipide (saharolipidi i'lipoproteidi);
4. pratece tvari (sterini, lipovitamini, lipokromi, ugljikovodici, pro-

i antioksidansi te nosioci arome).

Deuel i Mechlenhacher (122) ih medutim dijele na:

1. jednostavne lipide: .
a) neutralne masti,
b) voskovi (pravi voskovi, holesterol esteri i esterx vitamina
A i D).

2. slozene lipide:
a) fosfolipidi ili fosfatidi (glicerin fosfatidi, sfingomielin 1 fos-

fatidna kiselina),
b) cerebrozidi (saharolipidi),
c) sulfolipidi.

3. lipidne derivate:
a) masne kiseline,

. b) alkoholi (ravnolancasti alkoholi, sterini, vitamin A),
c) ugljikovodici (alifatski, karotenoidi i skvalen),
d) vitamini D, E i K.

A. White i suradnici -(152) dijele lipide na:

1. masne kiseline,
2. neutralne masti (trigliceridi),
3. fosfatide:

a) derivati glicerol fosfata,
b) derivati sfingozina ili srodnih spojeva,
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4. gldkolipide:
a) derivati sfingozina,
b) derivati glicerola,

5. alifatske alkohole i voskove.-
6. terpene,

• 7. steroids.

^ U novije se doba u znanstvenoj literaturi (55, 91, 92, 100, 138) sve
vise susrece podjela lipida na dvije glavne skupine i to na:

1. polame lipide i
2. nepolame lipide.

su lipidi spojevi cije molekule sadrze jako polarne ili elek-
tricki nabijene skupine koje mogu biti usmjerene prema vodi ili nekoj
drugoj polamoj molekuli odnosno polamim skupinama, a u istom vre-
menu su nepolami dijelovi njihovih molekula usmjereni od polame
sredine.

Drugim rijecima, polarni su lipidi oni, koji imaju tendenciju da
se jednim dijelomsvoje molekule usidre u vodi, odnosno da zauzmu medu-
fazu izmedu nepolame i polarne (vodene) faze. Fosfolipidi, cerebrozidi i
slobodne masrie' kiseline glavni su predstavnici polamih lipida.

Polame odnosno elektricki nabijene skupine koje se nalaze u mole-
kulama polamih lipida jesu: primame i sekundame fosfatne skupine,
karboksilna skupina, sulfatna skupina, primama aminska skupina slo-
bodna i u a-polozaju pfema ka.rbokffllnoj skupini i kvarterna amonijska
bara. U polame se skupine ubrajaju jos esterske, eterske 1 vinileterske
skiipirie (vezovi) i nezasiceni ugljikovodicni lanci.

nepolame. skupine ̂ adaju zasiceni ravni i razgranati ugljikovo-
dicni lanci i mjesoviti ugljikovodicni prsteni npr. steroli 1 sterol esteri.

Nepolami su lipidi takvi lipidi ciji je nepolami dio molekule tako
nadmocan (gliceridi) da se ne mijesaju s vodom. Kada se npr. trigli-
ceridi mehanicki rasprse u "vodi, oni se tada nalaze u obliku malih okrug-
lih kapljica cija je dodima povrsina u dodim s vodom minimalna (55)..

Danas je, medutim, u kemijskim analitickim istrazivanjima prevla-
dala novija definicija polamih i nepolamih lipida koju je 1965. godine
objavio N. Nicolaides (100). On kaze: »Nepolarhi su lipidi ugljikovodici,
voskovi, sterol esteri, trigliceridi, slobodne masne kiseline. digliceridi,
monogliceridi i spojevi slicne polarnosti, koji se sa stupc'a kremicne kise
line eluiraju istim nepolamim otapalima. Polami su-lipidi spojevi polar-
niji od raonoglicerida, a obuhvacaju ceramid i dmge 'sfingolipide i fos-
folipide«.

Podjela lipida na polarne i nepolame lipide veoma je prikladna, jer
ne obuhvaca vitamine, pigmente, nosioce arofne, prooksidante i anti-
oksidante, tzv. pratece tvari.

U mnogim podacima, osobito u podacima o analitickim kromatograf-
skim istrazivanjima lipida veoma se cesto pojavljuje naziv »neutralni
lipidi« (29, 66, 73, 76, 99, 106, 117, 133, 134, 135, 137, 142, 145, 147).
Potrebno je istaci da je pojam »neutralne masti« jasan, jer se pod njim
podrazumijevaju gliceridi, odnosno trigliceridi (17, 108, 152), pa naziv
»neutralni lipidi« moze Izazvati. pomutnju. Taj su pojam nedavno (1968.
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god.) protumacili V. Skipski i suradnici (135). Oni doslovce kazu": »Lipidi
koji u svojoj molekuli nemaju fosfora ni saharida, nazivaju se »neutralni
lipidi«. Unatoc cinjenici da svi-Iipii^ ove skupine nisu u kemiiskom
smislu neutralni (kao npr. slobodne masne kiseline), taj je naziv pri-
kladan jer se svi lipidi ove skupine razdvajaju nepolarnim otapalima«.
(Razdvajanje nepolarnim otapalima odnosi se na kromatografsko razdva-
janje). Drugim rijecima, naziv »neutralni lipidi« istoznacnica je s nepo
larnim lipidima. •

Buduci da struktura, rasprostranjenost u prirodi i nomenklatura
svlh polamih lipida nisu jos potpuno istrazene i opcenitd prihvacene,
potrebno je o toj lipidnoj vrsti nesto vise reci.

Polami lipidi obuhvacaju fosfolipide (fosfatide), 'glikolipide i sul-
folipide. Molekule fosfolipida sadrze fosfor, glikolipida jednu ill vise
molekula monosaharida, a sulfolipida sumpor.

lako je ta jednostavna podjela polamih lipida veoma cesta, novija
je podjela polamih lipida, koju prepomcuju G. Rouser i suradnici (116)
bolja. Oni polarne lipide dijele na dvije glavne skupine: glicerolipide
(derivate glicerola) i sfingolipid.e (derivate sfingozina). Svaka od tih glav-
nih skupina obuhva6a po dvije podskupine: lipide s fosforom i lipide
bez fosfora. Ta podjela shematski izgleda ovako:

Polami lipidi

1. glicerolipidi:
a) glicerofosfolipidi (lipidi s fosforom),
b) glicerolipidi bez fosfora.

2. sfingolipidi:
•  a) sfingofosfolipidi (lipidi s fosforom),-
•  b) sfingolipidi bez fosfora.
1. Glicerolipidi

•  Glicerolipidi sa^ze u molekuli jedan ili vise q. H2C—OH 1
glicerolskih • ostataka (radikala) s kojima su u a', [ ■
p (1 i 2) polozajima glicerola esterskim vezom ve- H—C-OH .2
zane dugolancaste ihasne kiseline. I

U glicerofosfolipidima je primama alkoholna ^ ^ C—'OH 3
skupina u a-polozaju glicerola esterificirana fosfor- ^
nom kiselinom ili fosforiliranim spojevlniar.holihqm, glicerol
etanolaminom, serinom i inozltolom. Vezane masne
kiseline glicerofosfolipida jesu palmitinska, oleinska, linolna 1 linolenska,
kiselina (17). Iznimke su plazmalogeni u cijim se, molekulama u a'-
-polozaju glicerola umjesto masne, kiseline nalazi nezasiceni eter, od-
nosno vinil-eterski vez i alkoksi spojevi, u kojima se na istom mjestu
u molekuli nalazi gliceril eterski vez (116)7JTi spojevi nisu nadeni u bilj-
nim glicerofosfolipidima (17).

Suglasno sa Sastryem, Katesom (120) i Bonnerom (17) zastupljenost
i raspored masnih kiselina u biljnim i zlvotinjskim glicerolipidima je ista.
U a'-polozaju glicerola estersld su vezane zasicene masne kiseline, a
cesto i oleiiiska kiselina. U P-polozaju glicerola vezane su nezasicene
masne kiseline.
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H2t:-0-CH=CH-(CH2)-CH3 ^ H^C-O-CHj-lCH^l-CHa
HC-OH R-C-O-C-H „

I  I ^1  I II -
H2C-OH H2C-O-P-O-CH2-CH2-NH3

0

gliceril eter fosfolipid'

vinilnl eter ( a-alkoksi-fosfatidil etanolamin)

Glicerofosfolipidi: fosfatidna kiselina, fosfatidil glicerol, difosfa-
fadn glicerol (kardiolipin), fosfatidil holin (lecitin), fosfatidil etanolamin

i  fosfatidil serin (serin kefalin"), fosfatidil inozitol, fos-latidil inozitol difosfat, fosfatidil inozitol trifosfat, fosfatidil plazmalogen.
Struktura spomenutih glicerofosfolipida prikazana je na slid 1.
Nazivlje glicerofosfolipida nlje jos potpuno ujednaceno. Stariji naziv

ledtin, kardiolipin, kolamin kefalin i serin kefalin nisu dovoljno pre-
dzni prema sadasnjem znanju o konstituciji tih spojeva.

Iz strukture glicerofosfolipida (slika 1) vidljivo je da se svi osim
fosfatidil plazmolagena mogu teoretski smatratl derivatima diacil-a-gli-
cerofosfome kiseline koja je danas poznatija pod nazivom fosfatidna
kiselina (engl. phosphatidic acid). Na temelju toga izvedeni su nazivi za
sve glicerofosfolipide upotrebom predmetka »fosfatidil«. To znaci da
»fosfatidil« oznacuje glicerofosfolipid. Takvo je nazivlje uglavnom pri-
hvaceno, jedino je stari naziv lecitin za fosfatidil holin jos ostao u
upotrebi (116).

Fosfatidna kiselina i fosfatidil gliceroll osnovni su sastojci glicero
fosfolipida i smatraju se glavnim intermedijerima u biosintezi glicero
fosfolipida (116).

Fosfatidil holin (ledtin), fosfatidil etanolamin i fosfatidil serin mogu
se pojaviti u jos jednom struktumom obliku tzv. »lizo« obliku, u cijoj
molekuli jedna hidroksilna (alkoholna) skupina glicerola nije esterifid-
rana mssnom kiselinom nego je slobodna (136). Na primjer:

0
II

HzC-O-C-iCHjIx-CHa

H-C-OH .
I  0I  II

H2C-O-P-O-CH —CH2-N =(CH3)3
0"

•lizo fosfatidil-holin (lizolecitin)

S obzirom na jaku kvartamu amonijsku bazu holin i umjereno
jaku fosfornu kiselinu obadvije se funkcionalne skupine fosfatidil holina
nalaze u ionskom obliku.
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Fosfatidil etanolamin i fosfatidil serin su kiseliji od fosfatidil holina,
jer je njihova primarna aminska skupina slabija baza od kvarterne amo-
nijske baze. U molekuli fosfatidil seiina jos se nalazi 1 karboksilna sku
pina pa je jos kiseliji.

Fosfatidil inozitoli se hidrolizom raspadaju na jedan mol glicerola,
dva mola masnih kiselina, jedan mol inozitola i jedan, dva ili' tri mola
fosfome kiseline. . • .

Plazmalogeni, kao sto je vec spomenuto, u svojoj molekuli mjesto
masnih kiselina u a'-polozaju glicerola imaju nezasiceni eter (vinil
eterski vez). Prema fosforiliranom spoju u a-polozaju glicerola nazivaju
se fosfatidil holin plazmalogen, fosfatidil etanol plazmalogen (slika 1) 1
fosfatida serin plazmalogen. Prirodni su plazmalogeni lijevi oblici. Plaz-
malogeni bez dusicne^ baze nisu nadeni u biljnim lipidima (152).

b) Glicerolipidi bez fosfora: monogalaktozil diglicerid, digalaktozil
diglicerid, sulfolipid.

Struktura glicerolipida bez fosfora prikazana je na slici 2.
Glicerohpi^ bez fosfora razlikuju se od glicefofosfolipida po tome

sto se u a-polozaju glicerola ne nalaze fosforilirani spojevi nego ugljiko-
hidratni ostatak, pa se zbog toga veoma cesto nazivaju »glikolipidirha«.
Od ugljikohidratnlh ostataka najcesci je galaktonn, pa su na slici 2
i prikazani deiivati galaktoze. Od masnih su kiselina uglavnom zas-
tupljene palmitdnska, oleiriska, linolna i linolenska kiselina (17). ''

koji u molekuli sadrze sumpor, nadeni su i u biljnom i u
zivotinjskom svijetu. XT zivotinjskim se lipidima sa sumporpm sumpor
nalazi u obliku sulfatnog estera,'a"u biljnim u obliku sulfonske kiseline
(vez —C—S—) (17).

Biljni sidfolipid pripada podskupini polamih lipida glicerolipida bez
fosfora. U njegovoj molekuli je u a-polozaju glicerola.-vezana .a-D-glu-
koza (preko glikozidne skupine) na cijem se sestom ugljikbvu atomu
nalazi sumpor u obliku sulfonske skupine.

U nazivlju glicerolipida bez fosfora nema razmimoilazehja. Osim spo-
menutih nazlva katkada se altemativno primjenjuje i medunarodno
zenevsko nazivlje:

monogalaktozil diglicerid ill 2,3-diacil-l-p-D-galaktopiranozil-D-gli-
cerol;

digalaktozil diglicerid ili 2,3-diacil-l-a-D-galaktopiranozil-l,6-p-D-
-galaktopiranozil-D-glicerol;

sulfolipid ili 6-sulfo-6-deoksi-a-D-glukopiranozil-2,3-diacil-glicerol.
2. Sfingolipidi

Sfingolipidi sadrze u svojoj molekuli dugolancane baze, kao sto su
dvovalentni nezasiceni alkohol sfingozin ili srodan spoj, npr. amid masne
kiseline (116, 136).

CH3-[CH2),-C=C-CH-CH-CH20H
i  I I I ^
H  H OH NHz

sfingozin
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se di^icne baze nalaze u biljnim, a drukcije u Mvotinjski^^^S^Pidima. Biljke imaju srodne baze sfingozinu, nazvane fitosfingozin

1 1 1 ^
OH OH NHz

fitosfingozin

Ta je skupina polamih lipida podijeljena na:
a) sfingofosfolipide: sfingomielin, ceramid amino etil fosfonat.
b) Sfingolipide bez fosfora: ceramid, cerebrozidl, sulfatidi, gan-

gliozidi.
Struktura sfingolipida prikazana je na slici 2.
Najjedn<^tavniji je sfingolipid ceramid pa se moze smatrati matic-

nom tvari sfingolipida. Ostali su sfingolipidi slozeniji derivati ceramida.
U ceramidu i njegovim derivatima nalazi se ostatak masnih kiselina

R—(^=0 vezan amidskim vezom s aminskom skupinom sfingozina (152).

Drugim rijecima ceramid je spoj sfingozina i masne kiseline vezane kise-
linsko-amidsldm vezom.

Hidrolizom jednog mola cerebrozida oslobada se jedan mol sfin
gozina, jedan mol monosaharida (najcesce galaktoze, a katkada i glukoze)
i jedan mol masne kiseline. Ako se promatra cerebrozid kao derivat
ceramida, vidi se da je na primamoj alkoholnoj skupini ceramida gli-
kozidno vezana molekula monosaharida. Od masnih kiselina nazocne su
zasicene, nezasicene i hidroksi kiseline. Tako se u cerebrozidu kerasinu
nalazi lignocerinska kiselina CHg—(CH2)22—COOH, u cerebronu (freno-

.  , ^ 1 V CH3-(CH2)2-CH-CH-C00H
zmu) cerebronska kiselina ) |

OH OH '
u nervonu nervonska kiselina CH3—(CHa),—CH=CH—(CH2)i3—COOH, a
u oksinervonu oksinervonska kiselina CH3-(CH2)7—CH=CH-{CH2),2—CH-COOH

(101). OH
Sulfatidi su, zapravo, cerebrozidi koji na monosaharidu imaju sul-

fatnu skupinu vezanu esterskim vezom (vez C—O—S). Za sulfatide je
znacajno, da se nalaze samo u lipidima zivotinjskog tidva.

Gangliozidi su najslozeniji lipidni spojevi. Njihove su molekule iz-
gradene od nekoliko molekula monosaharida, jedne molekule N-acetil
galaktozamina i barem jedne molekule sialne kiseline (152).

Od ceramidskih se derivata u literaturi (116) spominju i ceramid disa-
haridi pod imenom citozidi i globozidi. Njihove molekule sadrze osim
ceramida tri ili cetiri saharidna ostatka i heksozamin, ali nemaju sialnu
kiselinu.

Sfingomielin je sastavljen od nezasicenog dvovalentnog amino alko-
hola sfingozina, masne kiseline i fosforiliranog holina. I u molekuli
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N-acetil galaktozamln (N-acetil neuraminsko kisellna)

sfingomielina i u molekuli ceramida, kiselinski je ostatak R—C=0
amidski vezan na sfingozinsku aminsku skupinu.

Ceramid amino etil fosfonat je prvi izolirani fosfolipid sa C—P ve-
zom. Izoliran je iz Sea anemonae (116).

Jedan se dio polamih lipida prirodnih tkiva nalazi povezan s bje-
lancevinama u slozenim spojevima proteolipidima. Proteolipidi nisu
topljivi u vodi nego u organskim otapalima (1, 152).

Cesto se proteolipidi zamjenjuju s lipoproteinima. Lipoproteini su
bjelancevine, izgradene od bjelancevinskog dijela, koji je povezan s
nekom lipidnom komponentom, a razlikuju se od proteolipida po tome
sto su topljivi u vodi (152).

5 Izdvajanje lipida iz biomaterijala — Isolation of lipids from hiomaterial

Jedna je od najvecih teskoca u istrazivanju lipida izdvajanje ukupnih
lipida i njihovo rastavljanje na pojedinacne komponente (55).

S obzirom na cinjenicu da skupni naziv lipidi obuhvaca .velik broj
organskih spojeva slicne topljivosti, ali razlicite kemijske grade, uspjesna
analiza lipida prvenstveno zavisi o potpunoj ekstrakciji lipida i ukla-
njanju nelipidnih sastojaka, koji su nazocni u svakom ekstraktu.

5.1 Ekstrakcijski postupak — Extraction method

Relativno velik dio lipida u biomaterijalu vezan je s bjelancevinama
u obliku kompleksnih spojeva proteolipida, pa je potrebno te komplekse
razgraditi da se oslobode vezane lipidne komponente za ekstrakciju
ukupnih lipida. U tu se svrhu upotrebljuju dehidrirana otapala metanol,
etanol i aceton koja su toliko polama da raskinu vez lipid-bjelancevina
(2, 55) i denaturiraju bjelancevine (121).
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feudu6i da ve6ina lipida niie topljiva u polamim otapalima meta-
noiu 1 acetonu, potrebno je tim otapalima dodati nepolarnili otapala, kao
sto su petroleter, dietil eter i klorofonn (2, 55).

Ekstrakcija se lipida moze obaviti vrucim ill hladnim otapalima.
»Jllaanom ekstrakcijom«, tj. na sobnoj temperaturi, izbjeci ce se oksi-
dacija i r^gradnja nekih lipidnih sastojaka. Osim toga, tijekom ekstrak-
cije na visoj temperaturi povecava se djelovanje lipolitickih encima (55).
Ekstrakcija na temperaturama; nizim od 20 'C ogranicuje topliivost li
pida (55).

5.2 Jzhor sredstva za ekstrdkciju lipida — Choice of agent for
. ^ the extraction of lipids -

Petroleter, dietil,eter (u daljnjem tekstu eter), kloroform, metanol
1 etanol najpoznatija su i veoma cesto upotrebljavana sredstva za eks-
tr^ranje lipida (136).,. Neki autori preporucuju i n-butanol zasicen
vodom (94, 137).

• j Pstrol^er ne ekstrahira potpuno sve lipidne sastoike, a ekstrahira1 dosta nelipidnih tvari. Klorofonn je u torn pogledu bolji. Jos je bolla
smjesa kloroforma i metanola jer ekstrahira gotovo sve lipidne tvari, a
nelipidne tvari neznatno (114).

U •Beiss (9) ne preporucuje eter za ekstrakciju Upida, jer se tijekom
ehstrakcije mop razgraditi polami lipidi (fosfoHpidi 1 glikolipidi). Osim

®^^^^^isko sredstvo ekstrahira manje nelipidnih tvari nego
eter. Zbog toga on preporucuje smjesu kloroforma i etanola.

Prednost n-butanola zasicenog vodom pred petroleterom i etanolora
je u tome, sto on razgraduje proteolipidske komplekse. No, n-^butanol
ima manu, sto se zbog yisokog vrelista otapala prilikom otparivanja
otapala mogu lako oksidirati i polimerizirati linolna i druse nezasicene
masne kiseline (94).

Uzevsi sve to u obzir, pjbolje je ekstrakcijsko sredstvo za kvan-
titativnu ekstrakciju ukupnih lipida biomaterijala smjesa kloroforma i
metanola u volumenskom omjeru 2 :1, koju danas upotrebljavaju mnogi
zpnstveni istrazivaci (5, -27, 28, 30, 34, 35, 44, 50, 53, 56, 64, 69, 72,

132/ 133 134® 138'*147)
Otapalo (ekstrakcijsko sredstvo) se uklanja destilaoijom pod snize-

nim pritiskom (vakuum destilacija) na temperaturi koja ne smije biti
visa od 40'C. Ekstrakt se moze upariti do suha ako se tako dobiveni
lipidi odmah dalje analiziraju. A ako se ne analiziraju, onda se lipidi
cuvaju u hladioniku otopljenl u kloroformu, benzenu, heksanu ili u
smjesi kloroforma i metanola (2 :1 v/v) u atmosfeii inertnog plina (du-
sika) (121).

5.3' Uklanjanje nelipidnih tvari iz lipidnog ekstrakta — Removal
of non-lipid substances from lipid extract

Odavno je poznato da nema takvpga selektivnog ekstrakcijskog sred
stva, koje bi ekstrahiralo samo lipide i da svafci Upidni ekstrakt, bile
kako pripravljen sadrzi manje ili vece kolicine nelipidnih tvari, koje su
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topijive u vodi. To su siobodne aminske kiseiine, bjelancevine, ugljikohi-
drati, urea i mnoge anorganske tvari. U nekim se slucajima steroli i
sterolni esteri smatraju nelipidnim primjesama (55).

Osim sto se ti nelipidni sastojci otapaju u organskim otapalima koja
se upotrebljavaju za ekstrakciju lipida, njihova nazocnost i kolicina u
upidnom ekstraktu zavise o topljivosti (mijesanju) jednih spojeva u
drugima. Fosfolipidi biomaterijala pokazuju vecu sposobnost otapanja
nelipidnih tvari nego druge lipidne vrste. Take na primjer, ako * se u
polamoj (fosfolipidnoj) frakciji nalazi fosfatidil inozitol, ta polarna li-
pidna frakcdja moze sadrzavati i do 8®/o slobodnih ugljikohidrata, dok
ih nepolarna frakcija sadrzi samo u tragovima (54, 121).

Zbog toga je prije daljnjih analitickih istrazlvanja lipida potrebno
cdstraniti te nelipidne tvari iz lipidnog ekstrakta.

G. B. Ansell (2) spominje nekoliko nacina za uklanjanje nelipidnih
tvari iz.lipidnog ekstrakta: diializa vodene lipidne emulzije, propustanje
lipidnog ekstrakta preko stupca celuloze, Fdlchov postupak pranja vode-
nom otopinom soli, a u novije se vrijeme prini.ienjuje propustan.ie lipid
nog ekstrakta preko stupca >^Sephadex« (118, 129, 131, 151).

Dijalizom se uklanjaju dusicni i fosfomi spojevi. Kromatografijom
na stupcu praskaste celuloze odstranjuju se siobodne aminske kiselinej ali
na torn stupcu ostaju adsorbirani fosfatidil inozitoli (2, 55).

lako neki istrazivaci uklan.iaju nelipidne tvari iz lipidnog ekstrakta
pranjem ekstrakta vodom (64, 89, 132, 133) danas se najcesce prim.ie-
njuje Folchoy postupak (56, 75, 81, 82, 96, 103, 105, 148) i misH se da je
najpouzdaniji za ukljanjanje svih prije spomenutih nelipidnih tvari (55).

J. Folch i suradnici (43) objavili su 1951. godine postupak za ukla-
njanje nelipidnih tvari iz lipidnog ekstrakta. Taj se postupak sastoji u
tome da se kloroform-metanolni (2 :1, v/v) ekstrakt lipida pomijesa s
vodom i ostavi nekoliko sati na miru. Polagana difuzija metanola dopusta
mehanicko mijesanje i pomaze uklanjanje nelipidnih primjesa. Buduci
da se takvim postupkom gubi oko l®/o lipida, Folch je sa svojim suradni-
cima (44) sest godina kasnije^ objavio novi postupak za uklanjanje neli
pidnih tvari iz lipidnog ekstrakta. U tom se 'postupku umjesto vodom
kloroform-metanolski lipidni ekstrakt (ili lipidi naknadno otopljeni u
smjesi kloroforma i metanola u volumenskom omjeru 2 :1) promuc-
kaju razrijedenim vodenim otopinama mineralnih soli natrija, kalija,
kalcija ili magnezija (0,58Vo NaCl, 0,74Vo KCl 0,04o/o CaClg i 0,034Vo
MgCh). Lipidnom se ekstraktu doda volumen otopine soli koji je 20Vo
od volumena ekstrakta, tj. toliko da volumenski omjer kloroform : meta-
nol: otopina soli bude 8:4:3. Nakon razdvajanja u pocetku nastale emul
zije, u gomjoj se metanolsko-vodenoj fazi nalaze nelipidne primjese, a
u donjoj kloroformnoj fazi lipidi. Gubitak lipida, tj. njihov prijelaz u
metanolsko-vodenu fazu sprecavaju kationi otopljenih anorganskih soli,
koji smanjuju disocijaciju kiselih lipida (glicerol fosfolipida), pa lipidi
ostaju u donjoj kloroformnoj fazi, a soli kvantitativno u gornjoj meta-
nolno-vodenoj fazi.
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6. Analiticki postupci za odredivanje konstitucije lipida — Analytical
methods jor determining the constitution oj lipids

Do danas nema jedinstvenoga analitickog postupka za kvantitativno
odredivanje indjvidualnih sastojaka prirodnih lipida.

6.1 Klasicni analiticki postupci — Classic analytical methods

1. Odredivanje analitlckih konstanata (brojeva) (40, 77),
2. Odredivanje slobodnih masnih kiselina 1 neutralne masti (77),
3. Odredivanje ukupnih masnih kiselina (77),
4. Odredivanje neosapunjivih tvari (77): a) glicerola, b) sterola, c)

ugljikovodika,
5. Odredivanje lecitina (fosfolipida) (77) na temelju kvantitativnog

odredivanja fosfora.
Analiticke konstante ili karakteristicni kemijski brojevi karakte-

risticni su za pojedine skupine masnih kiselina, pa su na temelju toga
i podijeljeni u pet skupina:

1. brojevi, koji se odnose na sve masne kiseline (kiselinski broj,
broj osapunjenja, esterski broj);

2. brojevi, koji se odnose na nize masne kiseline (C4—Cio) (Reichert-
'Meisselov broj, broj Polenske, broj A, broj B, ukupni broj nizih masnih
kiselina, broj maslacne kiseline i broj ostatka);

3. brojevi za nezasicene masne kiseline (jodni broj, rodanski broj,
dienski broj, broj hidriranja i termo broj);

4. brojevi za oksimasne kiseline (acetilni broj i hidrokslhii broj);
5. broj za keto kiseline (karbonilni broj).

Ti brojevi su analiticke konstante, ali daju samo grubu sliku o
nazocnosti odredenih masnih kiselina.

Prirodni su lipidi heterogene smjese pa se primjenom samo kla-
sicnih analiticMh postupaka ne mogu dobiti zadovoljavajuci rezultati
kvantitativnih omjera pojedinlh lipidnih sastojaka.

Noviji se analiticki postupci zasnivaju na razdvajanju lipidnih smjesa
na polarne i nepolarne lipidne frakdje, a nakon toga se svaka .frakcija
odvojeno analizira odredujuci pojedinacne komponente.

Razdvajanje lipidnih smjesa obavlja se obradom acetonom (72, 78,
85, 90, 95, 96, 147, 150), protustrujnom razdiobom (46, 47, 55,. 147) i kro-
matografskim postupcima.

6.2 Ohrada acetonom — Treatment with acetone

S obzirom na cinjenicu da su fosfolipidi slabo topljivi u acetonu,
a nepolami (neutralni) lipidi dobro, obradom lipidnog el^trakta viskom
acetona na niskim temperaturama (—20 °C) moguce je iz lipidne smjese
odvojiti istalozene fosfolipide. Odvajanje, medutim, ni na tako nisldm tem
peraturama nije potpuno jer jedan manji dio fosfolipida ostaje otopljen
u acetonu. Dodatkom anorganskih soli, kao sto je magnezijski klorid
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pospjesuje se kvantitativno iaiozenje fosfolipida (^5), ali kvantitativni
rezultati nisu tocni jer u talogu fosfolipida zaostaje i magneziiski klorid.
Buduci da su glicerolipidi bez fosfora, glikolipidi topljivi u acetonu,
obradom acetonom odvoje se iz lipidne smjese samo fosfolipidi, a ne
svi polami lipidi.

6.3 Protustrujna razdioba — Countercurrent distribution

Princip je protustruine razdiobe mnogokratna ekstrakcija. Volumeni
jedne faze otapala napredujuci u jednom smjeru dolaze u ravnetezu s
drugom fazom otapala koja napreduje u obratnom smjeru. Zavisno o
koeficijentu razdiobe i volumenu otapala, komponente rastopljene u jed-
noj fazi mogu se razdijeliti (prijecl) u jednu ill drugu fazu nemijesajucih
otapala. Ta tehnika zahtijeva relativno velike kolicine materijala (lipidne
smjese) i veliki broj prijenosa.

6.4 Kromatograjija na stupcu — Column chromatography

Kromatografijom na stupcu adsorbensa, a osobito na stupcu silika-
-gela, mogu se lipidne smjese djelotvomo rastaviti na polamu i nepo-
lamu lipidnu frakciju. Nanosenjem otopine lipidne smjese u kloroformu
ili eteru na stupac silika-gela i pranjem stupca istim otapalom, elulraju
se nepolami lipidi, a nakon toga se jace adsorbirani polami lipidi elui-
raju polamim otapalom metanolom.

Velik broj autora metanolni eluat naziva fosfolipidnom frakcijom
(27, 106, 109, 124, 149), dok Stevan-Huston ^37) i Sun-Horocks (138)
primjenjuju tocan naziv polami lipidi, jer se metanolom eluiraju svi
polarni lipidi (»fosfolipidi« i »glikolipidi«).

Shaw (128, 129) i Rouser sa suradnicima (117) razdvajaju lipidne
smjese na tri frakcije kromatografijom na stupcu silika-gela. Prva frak-
cija su nepolami lipidi (kloroformni eluat), druga frakcija su glikolipidi
(acetonski eluat), a treca su fosfolipidi (metanolni eluat).

Prosjecno se nanosi 10 mg lipidne smjese na jedan gram silika-gela.
Vanjski je promjer stupca (unutamji promjer staklene cijevi, tj. kolone)
najcesce 1 do 2,0 cm. Za 100 mg lipidne smjese potrebno je priblizno
70 ml eluenta. Brzina protoka eluata 1—2 ml u minuti.

Katkada se kromatografija na stupcu primjenjuje za razdvajanje
lipidnih smjesa u vise frakcija (15, 32, 76, 153). To se postize postepenim
mijenjanjem polamosti eluenta. Kao primjer neka posluzi postupak D. B.
Bodya i suradnika (15):

Frakcija 1. heksan eluira ugljikovodike
Frakcija 2. 15®/o benzena u heksanu eluira sterol-estere
Frakcija 3. 5®/o etera u heksanu eluira trigliceride i slobodne

masne kiseline
Frakcija 4. kloroform eluira mono-, diglicerlde i

slobodne sterole
Frakcija 5. metanol eluira fosfolipide
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Nakon kromatografskog razdvajanja lipidne smjese na stupcu silika-
-gela svaka se lipidna-frakcija moze dalje analizirati tako, da se nakon
hidroliticke razgradnje odrede masne kiseline ili se svaka frakcija ras-
tavlja na pojedinacne komponente kromatografijom na tankom sloju
adsorbenta.

6.5 Kromatograjija na.tankom sloju— Thin-layer chromatography

Kromatografija na tankom sloju adsorbenta je novija analiticka
kromatografska tehnika. Prvi istrazivaci koji su uveli u analizu razdva-
janje na tankom sloju adsorbenta (alumlnijskog oksida), bill su Izmailov
i.Shraiher. Oni su 1938. godine objavili svoja istrazivanja pod naslovom
'»Pri7njena analize kromatograjije kapi u jarmaciji: (65), all je kromato
grafija na tankom sloju opcenito prihvacena i nasla pravu primjenu
istom 1958. godine i otada se na veliko primjenjuje u analitickim istra-
zivanjima (14, 87, 136).

U kromatografiji na tankom sloju adsorbenta najcesce se upotreb-
Ijavaju adsorbenti silika-g^, aluminljev oksid, dijatomejska zemlja i
praskasta celuloza.

U istrazivanjima lipida kromatografija na tankom sloju adsorbenta
nasla je svoju potpunu pramjenu pa je u velikom broju slucaja potpuna
konstitucijska analiza neke lipidne smjese skoro nemoguca bez te ana-
liticke tehnike.

Prednosti kromatografije na tankom sloju adsorbenta pred kroma
tografijom na stupcu i na papiru jesu:

1. bolje rastavljanje analizirane smjese na pojedinacne sastojke;
'  2. brzo razvijanje kromatograma;

3.' potrebne kolicine uzorka za analizu su veoma male (najcesce
0,1 mg analizirane smjese za jednu. mrlju na kromatogramu).

7. Analiticki postupci za odredivanje masnih kiselina — Analytical
methods /or determining fatty acids

Analiticki se postupci za kvalitativno 1 kvantltativno odredivanje
masnih kiselina mogu "danas s punim pravom podijeliti na kemijske (u
sirem smislu) i krpmatografske postupke.

7.1 Kemijski postupci — Chemical methods

Kemijski postupci za odredivanje masnih kiselina obuhyaoaju:

7.11 Odredivanje analitickih konstanata — Determination of analytical
constants (6.1)

7.12 Odredivanje slohodnih masnih kiselina — Determination of free
fatty acids

Muckanjem eterske otoplne lipida 0,5 N vodenom otopinom kalijskog
hidroksida odvoje se sapuni slobodnih masnih kiselina, a iz njih se masne
kiseline oslobode sumpomom kiselinom. Oslobodene se masne kiseline
ekstrahiraju eterom te nakon otparivanja otapala i susenja izvazu (94).
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7.13 Odredivanje ukupnih masnih kiselina — Determination of total
fatty acids

Lipidi se saponificiraju alkoholnom otopinom luzine (KOH), a iz
nastalih se sapuna ukupne masne kiseline oslobode solnom ili sumpomom
kiselinom. Tako oslobodene masne kiseline ekstrahiraju se eterom ili
petroleterom, pa nakon otparivanja otapala osuse i izvazu.

7.14 Odvajanje hlapljivih masnih kiselina od nehlapljivih — Separation
of volatile fatty acids from non-volatile ones

Ako istrazivani lipidi sadrze hlapljive masne kiseline (C4—Cio), kao
na primjer mlijecni lipidi, potrebno .ie hlapljive masne kiseline-odvojiti
od nehlapljivih i onda cdreditl njihove kolicine. Hlapljive se masne kise
line odvajaju od nehlapljivih destilacijom hlapljivih masnih kiselina
strujom vodene pare (40, 61).

7.15 Rastavljanje nehlapljivih zasicenih masnih kiselina od nezasicenih —
Separation of non-volatile saturated fatty acids from unsaturated

fatty acids

Smjesa nehlapljivih, tj. visih masnih kiselina (vise od Cjo) rastavlja
se na zasicene i nezasicene masne kiseline jednim od slijedecih pos-
tupaka:

7.151 Talozenje olovnim solima — Precipitation with lead salts
(26, 40. 60, 152)

Obradom alkoholne otopine masnih kiselina alkoholnom otopinom
olovnog acetata iskristaliziraju olovne soli zasicenih masnih kiselina koje
se uklone filtriranjem, a nezasicene se dobiju otparivanjem otapala iz
filtrata. Taj se postupak moze primijeniti samo onda ako smjesa masnih
kiselina sadrzl pretezno palmitinsku kiselinu i ako ne sadrzi vece koli
cine linolne i linolenske kiseline. U tom slucaju postoji opasnost oksl-
dacijskih promjena polinezasicenih kiselina tijekom oslobadanja masnih
kiselina iz njihovih olovnih soli.

7.152 Talozenje litijevim solima — Precipitation with lithium salts (26, 60)

Litljske soli polinezasicenih kiselina dugih lanaca topljive su u 95Vo-
-tnom acetonu. Taj se postupak primjenjuje ako su u smjesi masnih
kiselina nazocne polinezasicene masne l^eline s vise od osamnaest
ugljikovih atoma u lancu kao u ribljim uljima.

7.153 Tvorha urea-kompleksa — Urea complex formation (26, 60)

Urea tvori sa svim ravnolancanim masnim kiselinama komplekse,
adukte ili klatrate, zavisno od vrste masnih kiselina. Obradom smjese
masnih kiselina metanolnom ili vodenom otopinom uree najprije iskris
taliziraju urea-kompleksi zasicenih masnih kiselina, zatim urea-kompleksi
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oleinske i na kraju urea-'kompleksi polinezasicenih masnih kiselina. Oslo-
badanje je masnih kiselina iz urea-kompleksa veoma jednostavno, jer
se raspadaju samim grijanjem u visku vode.

7.154 Bertramov postupak — Bertram's method (11, 77)

Oksidacijom nezasicenih masnih kiselina (najcesce s KMn04) nas-
taju dihidroksi kiseline, koje su netopljave u petroleteru, pa se tako
mogu odvojiti od zasicenih iz smjese masnih kiselina.

7.155 Frakcijska kristalizacija — Fractional crystallization (26, 40, 55, 61)

Postupak frakcijske kristalizaciie masnih kiselina na niskim tempe-
raturama (—50 "C 1 nize) veoma je jednostavan i praktican postupak,
a cesto se primjenjuje za -rastavljanje zasicenih od nezasicenih masnih
kiselina. Zasicene su masne kiseline slabije topljive od nezasicenih u
nekim organskim otapalima (acetonu, petroleteru), pa se hladenjem
istaloze.

Obradom smjese masnih kiselina acetonom rastavljaju se linolna,
linolenska i polinezasicene masne kiseline od oleinske i zasicenih, a obra
dom eterom rastavlja se oleinska od zasicenih masnih kiselina.

7.16 Odredivanje masnih kiselina frakcijskom destilacijom njihovih estera
Determination of fatty acids through fractional distillation

of their esters (40)

Nakon rastavljanja smjese masnih kiselina na zasicene i nezasi6ene
masne kiseline jednim od spomenutih postupaka: (7.151 — 7.155) u svakoj
se frakciji masne kiseline esterificiraju metanolom uz l®/o sumpome
Idseline, koja djeluje katalitski. Dobiveni se metilni esteri frakcijski des-
tiliraju pod snizenim pritiskom.

U izdvojenim se frakcijama metilnih estera odredi jodni broj i
ekvivalent saponifikacije i na osnovi toga odredi se sastav doticne
frakcije.

7.17 Odredivanje nezasicenih masnih kiselina alkalnom izomerizacijom
Determination of unsaturated fatty acids through alkali

isomerization (41, 55)

Zasiceni su alifatski spojevi bezbojni, osim u dalekom UV-podrucju.
Nazocnost je dvostrukog veza uzrokom selektdvnoj apsorpciji u odgova-
rajucem valnom podrucju. Buduci da konjugirani sistemi, za razliku od
nekonjugiranih, daju osjetljive apsorpcijske maksimume u lako pristu-
pacnom ultravioletnom podrucju, koji su dovoljno specificni da bi se
mogli primijeniti za odredivanje polinezasicenih masnih Idselina, po-
trebno je smjesu masnih kiselina prevesti u konjugirane sisteme i nakon
toga obavitl spektrofotometrijsko mjerenje. Izomerizacija nezasicenih
masnih kiselina obavlja se grijanjem smjese masnih kiselina alkalnim
reagensom (obicno glicerolnom ili glikolnom otopinom kalijskog hidro-
ksida), po cemu je citav postupak i dobio strucni naziv.
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Taj se postupak upotrebljiije za odredivanje polinezasicenih masnih
kiselina od dien do pentaen cis-kiselina. Nazocnost trans-kiselina, pig-
menata i konjugiranih masndh kiselina u istrazivanom uzorku onemo-
gucuju primjenu tog postupka.

Pojedine masne kiselina, koje se izluce iz smjese nekim od spome-
nutih postupaka, identificiraju se odredivanjem kiselinskog broja, jod-
nog broja, Infracrvenog i ultraljubicastog spektra, talista, pripravom ne-
kih karakterizacijskdh derivata, a katkada i elementamom analizom.

Zbog jednostavnijeg prikaza analitickih postupaka za odredivanje
masnih kiselina, u »kemijskim postupcima« obuhvacene su destilacija
vodenom parom i frakcijska kristalizacija, koje se cesto kombiniraju s
drugim kemijskim postupcima u analizi ihasnih kiselina, pa bi se mogle
svrstati u »kemijske postupke u sirem smislu«.

Razdvajanje 1 odredivanje pojedinih masnih kiselina iz njihove smjese
kemijskim postupcima vrlo je tezak 1 gotovo neostvarljiv posao.

U tu se svrhu danas najcesce upotrebljuju kromatografski postupci,
koji su ranogo djelotvomiji od kemijskih postupaka.

7.2 KTomatografski postupci — Chromatographic methods

U analitickim istrazivanjima masnih kiselina primjenjuju se svi
kromatografski postupci. To su:

7.21 kromatografija na stupcu (koloni),
7.22 kromatografija na papiru,
7.23 kromatografija na tankom sloju adsorbensa,
7.24 plinska kromatografija.

Svi se kromatografski postupci osnivaju na micanju pokretne (mo-
bilne) faze (plinovite ili tekuce), koja je u ravnotezi s nepokretnom (sta-
cionamom) fazom i na razdiobi sastojaka smjese koja se analizira izmedu
tih dviju faza.

Kromatografski postupak u kojem je nepokretna faza kruta, a sile
djelovanja izmedu nje i analizirane smjese adsorpcijske, naziva se adsorp-
cijska kromatografija.

Kromatografski postupak, u kojem je nepokretna faza tekudina ili
tekucina vezana na krutom nosacu (adsorbentu), naziva se razdjelna kro
matografija.

IJ adsorpcijskoj kromatografiji pokretna je faza nepolamo otapalo,
a u razdjelnoj polamo otapalo.

Kada je u razdjelnoj kromatografiji nepokretna faza slabo polarna (hi-
drofobirani adsorbent), a pokretna je faza hidrofilno otapalo, onda je to
razdjelna kromatografija obratnih faza.

7.21 Kromatografija na stupcu — Column chromatography

Adsorpcijskom kromatografijom na stupcu uglavnom se rastavljaju
esteri masnih kiselina (mono-, di- i trighceridi), a masne kiseline u slo-
bodnom stanju rastavljaju se razdjelnom kromatografijom i razdjelnom
kromatografijom obratnih faza na stupcu (koloni) (26).
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Razdjelna kromatografija na stupcu

Taj se postupak zasniva "na razdiobi masnih kiselina izmedu dva ota-
p^a (faze) koja se medusobno ne mijesaju.

To se obavlja pustanjem pokretne (mobilne) faze da tece kroz
nepokretnu (stacionamu) fazu koja je vezana na adsorbent. Nepokretna
faza je otapalo u kojemu su komponente analizirane smjese bolje top-
Ijive,^ a eluiraju se velikini volumenima. pokretne faze u kojoj su slabije
topljive. U eluatu se masne kiseline kvantitativno odreduju titraciiom
luzinom (61).

Razdjelna kromatografija ohratnih faza na stupcu

Razdjelnom se kromatografijom obratnih faza dobivaju bolji rezul-
tati nego razdjelnom kromatografijom. Jedan od boljih takvih postu-
paka je postupak Martina i Howarda za razdvajanje dugolancanih zasl-
cenih masnih Wselina (C,2—C24) (55, 61).

Nepokretna je faza u torn postupku hidrofobirani hyflosuper-cel pa-
rama diklor-dimetil silana, a pokretna faza je smjesa vode, metanola
i oktana ili smjesa vode, acetona i parafina.

Razdvajanje je masnih,kiselina kromatografsklm postupcima na stup-
cu (koloni) ograniceno. Pokazalo se, da je svaki dvostruki vez u neza-
sicenoj kiselini uzrok eluiranju te kiseline zajedno sa zasicenom kise-
linom, koja ima dva ugljikova atoma manje. Tako se oleinska kiselina
eluira zajedno s palmitinskom, a linolna s miristinskom Mselinom (55,
61).

7.22 Kromatografija na papiru — Paper chromatography

■  Kromatografija na papiru uglavnom je razdjelna kromatografija
obratnih faza. Nepokretna je faza papir za filtriranje, hidrofobiran petro-
lejskim ugljikovodicima visokog vrelista, silikonom, parafinskim ili mi-
ner^nim uljem. Pokretna je faza polarno otapalo ili smjesa polarnih
btapala.
-  Na papiru za filtriranje koji je impregniran silikonom, a pokretna
je faza VC/o-tna octena kiselina. dobro se razdvajaju dugolancane zasi-
cene od nezasicenih masnih kiselina (55).

Kad je papir obraden mineralnim uljem, a pokretna je faza vodena
otopina octene kiseline, mogu se rastaviti. stearinska, oleinska, linolna
i linolenska kiselina, ali mnogi parovi zasicenih i nezasicenih masnih
kiselina ostaju nerastavljeni.

Uocavanje razdvojenih masnih kiselina na kromatogramu obavlja se
obradom suhih kromatograma vodenom otopinom olovnog acetata pa
sumporovodikom, vodenom otopinom bakrenog acetata pa kalijskim
ferocijanidom i parama joda (za nezasicene masne kiseline).

Kromatografija na papiru primjenjue se i za odredivanje estera
masnih kiselina, jer oni kvantitativno reagiraju s alkalnom otopinom hi-
droksilamina. Nastala hidroksilaminska kiselina tvori s feri ionima
(FeCl^) plavi helatni kompleks (26).
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R-COOR'+ NH?OH - R-C-NH +.R-I

R—C-NH + R—C-N-H + H""
II I II I
0  OH 0 0

\/
Fe

plqvi kompleks

7.23 Kromatografija na tankom sloju — Thin-layer chromatography

Kromatografijom na tankom sloju adsorbenta uglavnom se odreduju
metilni esteri masnih kiselina, i to razdjelnim kromatografskim postup-
kom obratnih faza.

Na silikoniziranom silika-gelu pokretna faza nitrometan-acetonitril-
-octena kiselina (75/10/10) razdvaja metilne estere masnih kiselina uklju-
civsi veoinu kriticnih parova.

Pokretna faza eter-petroleter (1 :9) rastavlja na silika-gelu impreg-
niranom srebmim nitratom metilne estere masnih kiselina na zasicene,
mono-, di- i polinezasicene estere.

Za uocavanje razdvojenih estera najcesce se upo'trebljuje univer-
zalni reagens 2,7-diklor fluorescein. Suhi se razvijeni kromatogrami prs-
kaju etanolnom otopinom reagensa, a mrlje razdvojenih estera otkri-
vaju se u ultraljubicastom svjetlu (26).

Kromatografskim postupcima na stupcu, papiru 1 tankom sloju ad
sorbenta razdvajaju se pojedine vrste masnih kiselina, identificraju i
izdvajaju pojedine komponente. Medutim, tim postupcima se ne mogu
odrediti sve masne kiseline prirodnih lipida.

7.24 PUnska kromatografija — Gas chromatography (34, 42. 62)

Plinska je kromatografija do sada najbolji analiticki postupak za
kvantitativno odredivanje masnih kiselina prirodnih lipida. Tim se pos-
tupkom smjesa masnih kiselina, odnosno njihovih estera, jasno i pot-
puno rastavlja na pojedinacne sastojke, sto nije moguce niti jednim
drugim kemijskim ill fizikalnim postupkom.

Plinska kromatografija je kromatografski postupak, u kojemu je
pokretna (mobilna) faza plin.

Rastavljanje komponenata plinskih smjesa postupkom plinske kro-
matografije obavlja se u kromatografskim kolonama na dva nacina:

a) diferencijalnom adsorpcijom na krutom adsorbentu (plinska
adsorpcijska kromatografija; Gas-Solid-Chromatography GSC);

b) diferencijalnim otapanjem ili razdjeljivanjem u odgovarajucoj
tekucini (plinska tekucinsko-razdj elna kromatografij a; Gas-Liquid-Par-
tition-Chromatography GLC).
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lako ]e tekucinsko-razdjelna plinska kromatografija noviji postupak
od adsorpcijske plinske kromatografije, nasla je vecu primjenu u istra-
zivanjima zbog sustavnog rada velikog broja istrazivaca, osobito pos-
Ijednjih dvadeset godina. '

.. u adsorpcijskoj i u razdjelnoj plinskoj kromatografiji mogu se pri-mijeniti sva tri poznata kromatografska postupka razdvajanja: frontalna
analiza, istiskivanje i eluiranje (ispiranje).

U frontalnoj se analizi smjesa kontinuirano propusta kroz kromato-
gratsku kolonu. Jace adsorbirani ili apsorbirani sastojci ostaju u koloni
dulje, a oni koji se slabo adsorbiraju, putuju brze pa izlaze iz kolone
razdvojeni. Postupno izlaze iz kolone i ostali sastojci, ali nepotpuno
meausobno razdvojeni, a na kraju izlazi smjesa izvomog sastava.

Postupak istiskiyanjem zasniva se na dstisMvanju selektlvno sor-
biranih sastojaka smjese plinom vece sorpcijske moci od one sastoiaka
uzorka.

. 9/^® postupka — frontalna analiza i istiskivanje ■—■ ne dolaze uobar kao analiticki postupci. Oni se uspjesno primjenjuju u preparativne
svrhe za koncentriranje jednog sastojka iz smjese i za uklanjanje malih
kolicina necistoca.

Elupanje ili ispiranje najvise se primjenjuje u plinskoj kromato
grafiji jer se kolona neprekidno obnavlja inertnim plinom nositeljem.
Syi se sastojci mogu^potpuno razdvojiti, a pomijesani su samo s inert
nim plinom, sto olaksava kvantitatlvno odredivanje, a i vrijeme analize
]e kratko.

U postupku eluiranja odredena kolicina istrazivane smjese unosi
se strujom inertnog plina nositelja u kromatografsku kolonu. Prolazeci
kolonom, smjesa se razdjeljuje izmedu nepokretne (stacionarne) faze i
po^etne (mobile) faze struje plina nositelja. Ako je razlika u sorpciji
pojedinih sastojka dosta velika, onda ie i brzina putovanja tollko raz-
licita da nasteju razdvojeni slojevi ili vrpce u koloni. Plin nositelj ispire
iz kolone pojedine frakcije, koje odijeljene slojevima cistog plina nosi
telja prolaze kroz uredaj za mjerenje koncentracije (detektor).

Ohrada kromatografskih podataka

Za kvalitativnu analizu znacajan je podatak vrijeme zadrzavanja ili
volumen zadrzavanja (umnozak vremena zadrzavanja i protoka plina).
Pod istim radnim uvjetima odreduje se vrijeme zadrzavane supstance za
bazdarenje, pa se prema podacima iz literature odredi nepoznati sastojak.

Kvalitativna se analiza moze obaviti tako da se nepoznata rastav-
Ijena frakcija analizira kojim drugim fizikalnim ili kemijskim pos-
tupkom.

Za kvantitativno odredivanje sastojaka analizirane smjese upotreb-
Ijuju se visina brijega i povrsina brijega. Buduci da lineama zavisnost
visine brijega o koncentraciji sastojaka vrijedi samo za kolicine uzorka
koje su manje od 10 pg, cesce se za kvantitativnu interpretaciju kroma
tografskih podataka koristi povrsina brijega.
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Povrsina se brijega moze izmjeriti planimetriranjem, mnozenjem
visine brijega sa sirinom brijega na polovici njegove visine, konstruira-
njem trokuta sto ga tvore tangente povucene u tockama inileksije bri
jega, vaganjem izrezanlh bregova i automatskiin integratorom.

Izracunavanje koncentracije pojedinih sastojaka analizirane smjese
mjerenjem povrsina bregova obavlja se na dva riacina.

Jedan je nacin upotreba bazdarne krivulje koja prikazuje omjer kon
centracije odredivanog sastojka prema povrsini brijega.

Po drugom nacinu povrsina brijega jedne komponente podijeli se
zbrojem povrsina svih bregova, i koncentracija se komponente izrazi u
tezinskim postotcima.

Odredivanje masnih kiselina plinskom kromatografijom

Primjena plinske kromatografije u kvantitativnoj analizi masnih
kiselina pocela je 1954. godine. Prvi analiticki postupak razradili su A. T.
James i A. J. P. 'Martin (67). Tim je postupkom razdvojena smjesa mas
nih kiselina (do C,0 na koloni stearinske'kiseline, koja je bila obradena
silikonskim uljem. Eluirane kiseline su kvantitativno odredene titri-
metrijski.

Iste su godine F. R. Cropper i A. Heywood (33) objavili postupak
za razdvajanje metilnih estera masnih kiselina od C,2 do C22 na sili-
konizirmiom celitu. Razdvoieni metilni esteri masnih kiselina odredeni
su pomocu diferencijalnog detektora na toplinsku vodljivost.

Danas je opfienito prihvacena plinsko-tekucinska razdjelna kromato-
grafija (GLC) metilnih estera masnih kiselina za kvantitativno odre
divanje pojedinih masnih kiselina u njihovim prirodnim smjesama (8,
21, 22, 31, 37, 52, 59, 63, 66, 67, 74, 107, 130, 139).

1957. godine R. K. Berthuis i J. G. Keppler (8) objavili su pl^ko-
-kromatografski postupak za razdvajanje metilnih estera visih zasifienih
i nezasicenih masnih kiselina. Tim se nostupkom razdvajaju metilni
esteri masnih kiselina (0,2 do Can) na silikoniziranom celitu, na tempe-
raturi 257'C.

U tekucinskoj razdjelnoj plinskoj kromatografiji za dobro razdva
janje najvaznija je razdjelna tekucina (stacionama faza). U novije doba
(1965—1970.) najcesce se za rastavljanje metilnih estera zasicenih 1 ne
zasicenih masnih kiselina (od C.. dalje) upotrebljuje etilenglikolni ester
jantame kiseline (etilenglikol sukcinat) na krutom nosacu kromosorbu,
razlicitih granulacija (21, 52, 74, 107, 139).

Velik je napredak u plinsko-tekucinskoj razdjelnoj kromatografiji
metilnih ekera masnih kiselina ucinjen primjenom plameno-ionizacij-
skog detektora za mjerenje plinovitih tvari na izlasku iz kromatografske
kolone. Taj je detektor prvi put opisao J. E. Lovelock (84) 1958. godine.

Plameno-ionizacijski detektor je oko 100 puta osjetljiviji od detek
tora na toplinsku vodljivost. Njegova relativna neosjetljivost na tem-
peraturu i promjene brzine prolaza plina nositelja ucinili su plinsku
kromatografiju gotovo idealnim postupkom za kvantitativno odredivanje
masnih kiseiina. Gotovo svi danasnji uredaji plinske kromatografije
imaju plameno-ionizacijski detektor.
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II. EKSPERIMENTALNI DIO — EXPERIMENTAL

8. Izhor gljiva za istra^vanja — Choice of mushrooms for investigations

Za istrazivanja su izabrane slijedece gljive uzeg i sireg zagrebackog
podrucja:

A. Jestive gljive Nalaziste

blagva (Amanita caesarea) Quel. Velika Gorica (Zagreb)
pecurka (Agaricus hisporus) Lange Horvati (Zagreb)
velika suncanica

(Macrolepiota procera) Sing. Zlatar (Hrvatsko Zagorie)
kostanjevcica

(Tricholoma conglobatum) Vitt. Btubica (Hrvatsko Zagorje)
grmacica (Clytocihe tahescens) Scop. Kraljevec (Zagreb)
zlatnozuta gnva (Clavaria aurea) Fr. Markusevac (Zagreb)
vrganj (Boletus edulis) Bull. Kraljevec (Zagreb)
turcin (Leccinum aurantium) Bull. Zlatar (Hrvatsko Zagorje)

B. Otrovne gljive Nalaziste

zelena pupavka (Amanita phalloides) Fr. Duga Resa
zuckasta pupavka

(Amanita citrina) Gray Medvednica (Zagreb)
panterovka (Amanita pantherina) Quel. Duga Resa
muhara (Amanita muscaria) Hooke Velika Gorica (Zagreb)
brezovka (Lactarius torminosus)

Fr. ex Schaff. Duga Resa
ludara (Boletus satanas) Lenz. Duga Resa

Izabrane gljive za istrazivanja brane su u jesen 1968. i 1969. godine.
Od jestivih gljiva izabrane su najpoznatije do-mace gljive koje go-

tovo svake godine rastu u ̂ agrebackoj okolici, a neke se od njih kao
grmacica (Clytocibe tabescens), kostanjevcica (Tricholoma conglobatum),

fBolefus edulis) i blagva (Amanita caesarea) prodaju u velikim
kolicinama na zagrebackim trznicama.

Grmacica (Clytocibe tabescens) je u Zagrebu vrlo cijenjena jestiva
gljiva'i i^ogo je trose. To je zapravo prava zagrebacka gljiva, jer po
do^sadasnjem znanju nalazi se uglavnom u zagrebackbj okolici, a nadena je
jos 1 u Gorskom Kotaru. Zanimljivo je da tu jestivu gljivu ne spominje
n^a pristupacna, inozemna strucna literatura, a ni domaca osim knjiga
K. Blagaica (13) i M. XJrbanija (143).

Buduci da na zagrebackom trzistu nema samonikle jestive gljive
pecurke (Agaricus campestris), u isfrazivacke svrhe uzeta je industrij-
ski uzgojena (kultivirana) pecurka ('Agaricus bisporus) koja se, kad god
je ima na trzistu, nalazi na jelovniku zagrebackih ugostiteljskih podu-
zeoa kao kulinarski specijalitet. Tu je gljivu do prije nekoliko godina in-
dustrijski' proizvodio »Vrtlarski kombinat 2itnjak« u Zagrebu, a danas
je proizvodi privatni proizvodac Duro Petrovic iz Horvata kraj'Zagreba.
Od njega je i nabavljena.
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Prilikom izbora gliiva za istrazivania uzete su u obzir i morfoloske
znacajke gljiva. Sve izabrane gljive, i jestive i otrovne, pripadaju pod-
razredu Holobasidiomycetes i redu Hymenomycetales (plodnicarke), u
kojemu se nalaze gotovo sye prave gliive.

Sto se tice otrovnih gljiva, za istrazivanja su izabrane najpoznatije,
a i one, koje se zbog neupucenosti puka najlakse zamijene s nekom jes-
tivom gljivom. Pri tome se imalo na umu, da izabrane otrovne gljive
budu clanovi istog roda ili porodice kao i izabrane jestive gljive. Tako
je, na primjer, smrtna otrovnica (Amanita phalloides) clan roda Amanita
i porodice Agaricaceae kao i jestiva blagva (Amanita caesarea), aobadyije
na osnovi morfoloskih znacajka pripadaju podredu Agaricales (listicarke).
U tom se podredu nalaze gotovo sve jestive 1 otrovne gljive.

Jednako je mjerilo primijenjeno i u izboru gljiva podreda Boletales
(vrganjevke).

Podjela je izabranih gljiva za istrazivanja na osnovi botanicke
sistematike prikazana u tabeli 3.

Tab. 3

Razred: Basidiomycetes — Stapcare
Podrazred: Holobasidiomycetes — Prave gljive
Red I. Hymenomycetales — PlcdniCarke
Podred 1: Agaricales —Listi5arke

Porodica: Agaricaceae

rod: Amanita
vrsta: blagva (Amanita caesarea) Quel.

zelena pupavka (Amanita phalloides) Fr.
zuckasta pupavka (Amanita citrina) Gray
panterovka (Amanita pantherina) Quel.
muhara (Amanita muscaria) Hooke

rod: Agaricus
vrsta: pecurka ("Agaricus bisporus) Lange
rod: Lepiota

vrsta: velika suncanica (Macrolepiota procera) Sing.
rod: Tricholoma

vrsta: kostanjevcica (Tricholoma conglobatum) Vitt.
grmacica (Clytocibe tabescens) Scop.

Porodica: Rusulaceae

rod: Loctarius
vrsta: brezovka (Loctarius torminosus) Fr. ex Schaff.

Podred 2: Aphyllophorales — Nelisticarke
Porodica: Clavariaceae

rod: CJavaria
vrsta: zlatnozuta griva (Clauaria aurea) Fr.

Podred 3: Boletales — Vrganjevke'

Porodica: Bolefaceoe

rod: Boletus
vrsta: vrganj (Boletus edulis) Bull.

turfin (Leccinum aurantium) BulL
ludara (Boletus satanas) Lenz.
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istrazivaSki dio — Research

Istrazivacki se dio sastojao od:
9.1 hranja gljiva i priprave uzordka- za analizUy
9.2 odredivanja kolicina vode odnosno suhe tvari,
9.3 odredivanja kolicina ukupnik Upida:

9.31 ekstrakcije ukupnih lipida,
9.32 ̂ uklanjanja nelipidnih tvari iz lipidnog ekstrakta,

9.4 istrazivanja izdvojenih lipida:
9.41 odredivanja kolicina nepolarnih i polarnih lipida,
9.42 hidrolize nepolarnih i polarnih lipida,
9.43 izdvajanja masnih kiselina iz hidrolizata,
9.44 odredivanja sastava masnih kiselina plinskom kromato-

grajijom,

9.441 priprave metilnih estera masnih kiselina,
9.442 plinske kromatografije metilnih estera masnih ki

selina.

9.1 Branje gljiva i priprava uzordka za analizu — Collection of mushrooms
and preparation of samples for analysis

Zdrave i neostecene gljiye odmah su nakon branja na nalazistu o5is-
cene od cestica tla, pijeska, iglica, ostataka lisca i drugih necistoca. Istog
je dana u svjezim gliivama odredena kolicina vode odnosno suhe tvari.
Ubrane su gljiye izrezane nozem od nerdajuceg celiika na t^nke ploske
oko 3 mm debljine, razastrte i dva dana susene na zraku u zracnoj i
suhoj prostoriji. Zracno suseni naresci gljiva suseni su zatim tri sata
u vakuum>-susioniku na 50 °C pod snizenim pritiskom (40 mm Hg).

Tako osuseni uzorci gljiva ohladeni su u eksifcatoru sa silika-gelom,
samljeveni u elektricnom mlinu cekicaru, prosijani kroz standardna sita
0,8 do 0,08* i spremljeni u smede staklene boce s brusenim staklenim
cepovkna, u kojima su cuvani u laboratoriju do pocetka analize.

9.2 Odredivanje kolicine vode odnosno suhe tvari — Water and
dry matter content determination

Kolicine vode i ostalih hlapljivlh tvari odnosno suhe tvari odre-
divane su susenjem uzoraka grijanjem sve dotle, dok se tezina uzoraka
nije vise mijenjala (144).

9.3 Odredivanje kolicina ukupnih lipida — Determination of total lipids

Odredivanje kolicina ukupnih lipida u uzorcima gljiva sastojalo se
od ekstrakcije ukupnih lipida i od uklanjanja nelipidnih tvari iz lipid
nog ekstrakta.

* Priifsieb 0,8—0,08; TGL 4188, VEB Metallweberei, Neustadt — Orla.

126



9.31 Ekstrakcija ukupnih Upida — Extraction of total lipids

Ukupni su lipidi ekstrahirani smjesom kloroforma i metanola u
volumenskom omjeru 2 :1 (44, 81, 82, 96).

Na 10 g uzorka gljiva dodano je 170 ml kloroform-metanolne smjese
(17 ml po gramu dehidriranog uzorka), ostavljeno preko noci i nastay-
Ijena ekstrakcija na elektricnoj muckalici tri sata. Nakon filtriranja
kroz kvali'tativni papir za filtriranja ponovljena je ekstrakcija sa 100 ml
kloroform-metanolne smjese, na elektricnoj muckalici, 1 ponovno obav-
Ijeno filtriranje. Spojeni su filtrati suseni bezvodnim natrijskim siilfatom.
Iz osusenoga lipidnog ekstrakta natrijski je sulfat uklonjen filtriranjem.

9.32 XJklanjanje nelipidnih tvari iz lipidnog ekstrakta — Removal of
non-lipid substances from lipid extract .

Nelipidne su tvari uklanjane dz lipidnog ekstrakta obradom kloro-
form-metanolnoga lipidnog ekstrakta 0,1 M vodenom otopinom kalij-
skog klorida (44, 56, 81, 96, 103, 105, 148). Nakon raslojavanja nastale
emulzije nelipidne tvari prijedu u gomji vodeno-metanolni sloj, a
lipidi ostanu u donjem kloroformnom sloju. Prijelaz kiselih polamih
lipida u vodenometanolni sloj sprecavaju kalijski ioni.

Iz kloroformnoga je sloja otpareno otapalo u rotirajucem vakuum is-
parivacu na 40 "C. Suhi su lipidi otopljeni u malom volumenu smjese klo
roforma, metanola i vode u volumenskom omjeru 16 :18 :1 i otapalo je
ponovno otpareno. To se ponovilo jos dva puta, da se ostaci proteolipida
potpuno razgrade. Nakon zadnjeg uparivanja, suhi je lipidni ostatak
otopljen u smjesi kloroforma i metanola 1 :1 (v/v) te filtriran kroz kvan-
titativni papir za filtriranje (bijelu vrpcu), da se uklone istalozene bje-
lancevine dz razgradenih proteolipida.

9.4 Istrazivanja izdvojenih lipida — Investigation of isolated lipids

Istrazivanja izdvojenih lipida obuhvatila su:
— odredivanje kolicina nepolamih i polamih lipida,
— hidrolizu nepolamih i polamih lipida,
— izdvajanje imasnih kiselina iz hidrolizata i
— odredivanje masnih kiselina plinskom kromatografijom.

9.41 Odredivanje kolicina nepolamih i polamih lipida — Determination
of content of non-polar and polar lipids

Ukupni su lipidi rastavljeni na nepolame i polame lipide kroma
tografijom na stupcu silika gela (»Riedel« — Hannover). Oko 300 mg
ukupnih lipida otopljeno u sto je moguce manje kloroforma nanijeto je
na stupac adsorbenta (0 15 mm X 350 mm). Nepolami su lipidi eluirani
s 200 ml kloroforma, a polami s 300 ml metanola. Otapala su'iz eluata
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ukionjena otparivanjem u rotirajucem vakuum isparivacu, te su nakon
^senja u vakuum susioniku na 40'C pod snizenim pritiskom (40mm
±ig) 1 vaganja dobivene kplicine nepolamih i polarnih lipida.

9.42 HidroUza nepolarnih i polarnih lipida — Hydrolysis of
non-polar and polar lipids

Hidroliza (saponifikacija) nepolarnih i polarnih lipida obavljena je
kuhanjem tih lipida u vodenometanolnoj otopini kaliiskog hidroksida uz
dodatak nekoliko zrnaca plovucca pod povratnim hladilom dva i po sata.
Wa ]edan gram Iipida dodano je 10 ml vodenometanolne otopine kaliiskog
hidroksida (30 g KOH + 40 ml H2O 4- 30 ml CH^OH)*.

9.43 Izdvajanje masnih kiselina iz hidrolizata — Isolation of fatty
acids from hydrolizate

Neosapunjive su tvari uklonjene iz hidrolizata ekstrakcijom petrol-
eterom. Iz zaostalih alkahjskih sapuna masne su kiseline oslobodene
solnom kiselinom, a zatim ekstrahirane petroleterom i eterom.

Petroleterskp-eterski ekstrakt masnih kiselina je pran vodom do
neutralne reakcije (crveni kongo indikatorski papir) i osusen bezvodnim
natrijskim sulfatom, koji je uklonjen filtriranjem.

Nakon otparivanja otapala smjesa masnih kiselina je susena jedan
sat u vakuum susioniku na 37 °C pod snizenim pritiskom (40 mm Hg)
te je nakon hladenja u eksifcatoru izvagana.

9.44 Odredivanje sastava masnih kiselina plinskom kromatografijom
Determination of the composition of fatty acids by means

of gas chromatography

Kvantitatiym omjer (relativni postoci) masnih kiselina u nepolamim
1 polarnim lipidima istrazivanih gljiva odreden je plinsko-tekucinskom
razdjelnom kromatografijom (GLC) metilnih estera masnih ikiselina.

Postupak se sastojao od priprave metilnih estera masnih kiselina i
plinsko-kromatografske analize tih estera.

9.441 Priprava metilnih estera masnih kiselina — Preparation of
methyl esters of fatty acids

Metilni su estefi masnih kiselina pripravljeni Metcalfe-Schmitzo-
vim postupkom (93), koji se zasniva na reakciji masnih kiselina i meta-
nolne otopine bomog fluorida BFs.

U izvaganu smjesu masnih kiselina dodano je 5 ml 12,5Vo-tne meta-
nolne otopine bornog fluorida (10 ml reagensa na 500 mg masnih kise-

• Postupak Zavoda za patofiziologiju Veterinarskog fakulteta u Zagrebu.
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lina), nekoliko zmaca plovucca te je zagrijavano na pamoj kupelji pod
povratnim hladilom toliko vremena, da reakcijska smjesa vrije tocno
dvije minute a zatim je odmah tikvica i njezin sadrzaj ohladena mla-
zom tekuce vode.

Nastall su metilnl esteri masnih kiselina dvaput ekstrahirani petrol-
eterom u lijevku za odjeljivanje. Petroleterski ekstrakti su prani vodom
do neutralne reakcije (indikatorski kongo papir ne mijenja boju) i osuseni
bezvodnim natrijskim sulfatom koji je uklonjen filtriranjem. Otapalo
je iz filtrata uklbnjeno otparivanjem u rotirajucem vakuum isparivacu
na 37 "C.

Suhim je metilnim esterima masnih kiselina nakon uklanjanja petrol-
etera dodano nekoliko kapi etera pa su kapilamom pipetom prenijeti u
male konicne epruvete, iz kojih je eter uklonjen stmjom dusika u vode-
noj kupelji od 37 "C. Tragovi su etera uklonjeni susenjem metilnih es-
tera jedan sat u vakuum tsusioniku na 37'C pod snizenim pritlskom
(40 mm Hg). Take osuseni metilni esteri su u tim malim konicnim epru-
vetama, zacepljenima gumenim cepovima cuvani u hladioniku do po-
cetka plinsko-kromatografske analize.

9.442 Plinska kromatografija metilnih estera masnih kiselina — Gas
chromatography of methyl esters of fatty acids

Metilni su esteri masnih kiselina odredeni plinsko-tekucinskom raz-
djelnom kromatografijom na plinskom kromatografu »Perkin-Elmer Va
por Refractometer« Model 154 D s plameno-ionizacijskim detektorom.
Pri tome je primijenjen postupak Zavoda za patofiziologiju Veterinar-
skog fakulteta u Zagrebu.

pelicna kromatografska kolona duzine 2 m 1 unutamjeg promjera
1/8 inca (3,17 mm) napunjena je nepokretnom (stacionamom) fazom eti-
lenglikolnim esterom jantame kiseline, koja je nanijeta na kruti nosac
Chromosorb GAW-DMCS 80 do 100 mesha u omjeru 20 ; 80. Kolona
se kondlcionirala preko no6i na 180'C. Pokretna (mobilna) je faza bio
plin dusik.

Radni uvjeti kromatografskog odredivanja metilnih estera masnih
kiselina bili su:

a) temperatura injekcijskog bloka (uredaja za unosenje uzoraka)
bila je 280'C,

b) temperatura kromatografdce kolone bila je 180 "C,
c) brzina strujanja dusika, phna nositelja, bila je 30 ml u minuti,
d) brzina strujanja vodika, koji izgara u struji zraka u mlaznici

plameno-ionizacijskog detektora bila je 10 ml u minuti.

Uzorci metilnih estera masnih kiselina unijeti su »Hamilton micro-
syringe« brizgalicom (strcaljkom) u injekcijski blok plinskog kroma-
tografa.

Identifikacija pojedinih metilnih estera masnih kiselina obavljena je
usporedivanjem dobivenih kromatograma s kromatogramima standardnih
uzoraka metilnih ■ estera masnih kiselina poznatog sastava.
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Kvantitativni omjer pojedinih metilnih estera masnih kiselina odre-
den je planimetrijskim mjerenjem povrsina bregova na kromatogramima
i kontroliranjem vrijednostima, koje su dobivene integratorom.

Relativni postoci masnih kiselina dobiveni su mnozenjem kvocijenta
pojedinacnih povrsina i ukupne povrsine bregova sa 100.

10. Rezultati istrazivanja — Results of the investigations

Rezultati su istrazivanja prikazani u pet tabela (Tab. 4—8).

Kolicine vode i suhe tvari u 100 g istrazivanih gljiva

Tab. 4

U svjezim gljivama U susenim gljivama

Jestive gljive voda

g

suha tvar

g

voda

g

suha tvar

g

Blagva
Amanita caesarea 91,67 8,33 . 7,25 92,75

PeCurka

Agaricus bisporus 89,78 10,22 6,72 93,28

Velika sunfianica

Macrolepiota procera 89,79 10,21 9,37 90,63

Kostanjeycica
Tricholoma cnoglobatum 89,66 10,34 8,87 91,13

Grmacica
Clitocybe tabescens 90,16 9,84 8,46 91,54

Zlatnozuta griva
Clavaria aurea 90,56 9,44

CO

91,86

Vrganj
Bolettis edulis 88,32 11,68 9,16 90,84

Turcin

Leccintim aurantium 91,38 8,62 9,54 90,46

Otrovne gljive

Zelena pupavka
Amanito phalloides 93,10 6,90 8,91 91,09

Zuckasta pupavka
Amanita citrina 90,01 9,99 8,86 91,14

Panterovka

Amanita pantherina 91,85 8,15 9,75 90,25

Muhara

Amanita muscaiia 91,07 8,93 9,12 90,88

Brezovka
Lactarius torminosus 91,97 8,03 9,56 90,44

Ludara

Boletus satanas 90,40 9,60 10,73 89,27
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POSTOCI MASNIH KISELINA NEPOLARNIH LIPIDA U GUIVAMA
Tab. 6

Oni;er

Nezasice-
losicenih

JESTIVE GUIVE
Tosicene prema ne

zosicenimmasne ne masne

kiseline
ie.'O -170

kiseline masniin
ukupno -12:0 ■14 0 150 18:0 ukupno •14:-1 -16:1 17H 10:1 18:2 18:3 20:3 20-.2 >Cio kiselinama

Blagva
Amanita caesarea 2.S,A6 0,16 0,80 0.20 ■17,95 4.5S ' 76,56 0/69 55,46 20.41 1 •• 3.26
Pecorko
Agaricue bisporus 2^.51 trag 6.7A •1,37 10,7-1 •?,49 75,42 0.87 5,94 67,41 1,20 1: 3.10
Velika &uncanica
Macrolepiota procera 29.5^ 050 •1,35 0.59 24.31 2.49 70.43 4.28 0,6€ 15,66 49,03 1:2,38
Kostonlevcico
Trrcholmma conglopotum 2-1 .G4 trag 9,&5 tiog 10.8Z 0,97 78.04 0.44 13,94 63.66 1:3,61
Grmacica
Clitocybe tabescens 2-1,97 1.23 0.94 0,94 17,29 •1.57 78.01 5.67 52,25 40.09 •1:3.55
Zldtnozuta griva
Clavaria aurea 2-(,28 030 0.70 0,74 16.12 5,42 70.32 0.41 46,(O 29,01 1:3,68
Vrganl
Boletus edulis >(G6€ trag 0.9a 0,50 12.89 2,29 03.22 1.19 • 24.64 57.39 1-4.99
Turcl'n
Lea:"inufr) aurontium 22,95 0.49 3,16 18,25 1.05 77,04 3.03 0.37 2755 46.09 1:3,36

OTROVNE GLJIVE

Zelena pupovka
i^anifca pnalloides 28,OO 0,32 0;S2 23.96 2.90 7'(.98 1.28 54.06 16,64 1: 2,57
Zuckasta pupavka
Amanita citrina 26.57 trag trag 23.81 2,7a 72.72 0.08 55,24 18.60 1: 2.74
Panterovka
Amanita pantherina 2-1 .OO trag trag 12,10 8.90 7S.S7 0.22 5784 20,61 1:3.75
Muhara
Amanita muscaria 'IS,99 0,29 0.45 10.0? 5.16 33,98 030 70,41 13.27 1:5,25 ,
Brezovka
Lactarius torminosus 39.-23 trag 0.59 0.35 5.36- 53.16 eo.57 0.51 37.95 22,11 1:1.54
Ludora
Boletus satonas 23,78 trag 0,42 •1,4-1 2054 1,41 76,17 2.47 o,ze 25.91 47.52 1:3,20



POSTOCI MASNIH KtSEUNA POLARNIH LIPIDA U GUIVAMA
Tab. 7

Omjer
2asi(fenih

JESTIVE GUIVE
Zasicene Nezosice- premane

masne ne moaie zosioenim

kiseline kiseiine mosnitn

ukupno 12'O 15--0 16:0 17= O 18=0 ukupno 14=1 1S--1 17=1 18-.1 18-.2 18=3 20:3 20=4 >C20 kiselinoma

Blogva
Amanita caesarea •161.71 O.SO 1.62 0.55 14,02 2.24 81,2i& 2.04 2,52 39,96 32,62 1,17 2..77 1:4,34

Pecurka
Agaricus bisporus 30.99 13,24 I.K 10.21 3,99 68,01 1.14 0.57 3,67 07,74 0.44 2.76 2,47 1^2,22

Velika soncanica
Macrolepiota procera 51.2i3 2,45 OA9 26,85 A.A7 68,72 1075 6.55 13,IS 35,49 3,27 1'2,2

Kostanjevcica
TricholomcJ oonglobatum 2.A.27 6.55 0.43 15^j7 1.42 75,ro' 0,42 0.74 3.91 67,23 3,40 1 = 3.12

Grmacica
Clitocybe tabescens 19.91 I.SO 1,20 0,90 15,26 1,05 60,06 3.15 4,06 33,33^ 34,51 4^1 1--4,02

Zlatnqzufca griva
Clavaria aurea 31.74 0,79 1,27 26,57 1.02 2,29 60.06 2,03 1.95 23,41 40.67 I-2,13

bSSus edulis' 18.57 0.47 1.07 o,59 15,49 0.9S 61,37 q?7 12.55 62,05 S.64 1=4,86

Turcin
Leccinum auranfclum 22.11 0,60 2,83 1673 1.70 77,35 3,34 2,25 24^1 A2pa S,87 1=3,52

OTROVNE GUIVE

Zelena pupavka
Amanita pnailoides 30.^ k{A 0,68 22;5ia 2,44 69,40 3.82 10,99 4,88 32,76 12^3 4,12 1«2.27

■^ckasta pupavkd >

Amon'ita citrina 35,93 5,4A 1.09 24.50 4,90 64P4 1.36 9.30 ^04 32.67 12.39 5,76 1 = 1,81
Pant©rovl<a
Amanita panbherina 20.64 5,16 0,41 9.08 6.04 79.54 2,43 144 43,96 19.36 2.3Z 9.7^ 1 = 3,84
Muhara
Amanita muscaria ispo 0.53 0.71 \2pO 4,46 61,77 0,93 0,53 S37S 26,56 1 •4.46
Brezovko
Lactarius torminosus 31,86 2,ia 0,50 27.7a 1,40 60.11 9.33 4,76 14,81 35,46 3,73 1: 2,14
Ludaro
boletus satanas 19,69 0,89 1,79 14,78 053 170 &q25 4.73 1,S2 2s,-n. 43.74 1.79 1=4,07

CO
CO



POSTOCI MASNIH KISEUNA U UKUPNIM LIPIDIMA "CLJIVA
Tab.8

Omj'er

nezQsice-
zasicenih

zasicene pismane-

zosiosnim
rriasnim

JESTIVE GLJIVE mosne

kisdine
ne mosne

kiseline
ukupno -I2!0 wo •15=0 13>0 17=0 •18=0 ukupno 14=1 16=1 17=1 ISM 16'.2 18=3 20=3 20=4 ycso kiselinama

Blogvo
Amaniba caesareo 22p5 C!23 0,96 -0,23 •is.ao 3,Si 76,53 0;96 0,57 51.14 22,94 0,27 0.63 1=3,47
Peourko '

Agaricus bisporUs 26.56 •10.06- •1.A2 1030 4.76 71.30 0,96 0,25 4,91' 62^0 par i.-ia 1.00 1-.-2,0S
Velika suncan'ico
Mactplepiota procera 29.54 ©.■19 4.7'1 0,54 25,03 2,07 68^4 ' 6,34 2,77 14.44 •43.01 1.18 1 = 2,31
Kostanievcico . - .

Tricholoma conglobdbm 22,5€ tlog 8;06 0,2-1 13,11 1.16 75.50 0,43 0.36 8.76 64;28 1,67* • 1:3.35
Grmadica
Clitocybe kibescens
llatnoruta griya

2<,05 •4p2 0,92 16.42' 1.38 •77.93 4.76 52.47 37,79 1.54 1=3,70

Clavaria aurea 25^3 O,I0 0.73 OflS 20,31 0.42 2,94 73.63 ^97 0,80 37.07 34,09 1 = 268
Vrgoni
BoleJ-us edulis -17,36 0,21 \Oi 0,54 13,93 1.67 SI57 1.07 18.96 58,92 2;6Z 1=4,09
Turc'in
Lecdnurb ayranhum 22.5'-I 0,58 ZpS 17:67 1.21 76,59 '3.09 0.89 26,40 44^5 1.60 1'3.40

OTROVNE GLJIVE

Zelena pupovka'
Amanita phalloides 2S.33 ■1.45 0.79 23.60 2.79 70.96 0.77 3,22 0,96 .<5i42 IS76 0,83 1=2(5o
Zuckqsta pupavka
Amanita cifcrina 2©,24 -1.09 0,22 23.75 3.(& 70,47 0.27 2,67 0,4 < •48,74 1722 1,10 1=2,50
Ranterovl<a
Amanita pantherina 20.73 0^2 0,07 11i49 8.35, 77,99 0.5a 0,23 55,M 24,21 0.37 1.50 1=3,70
Muhora j'0-1

1.-5,Amohiba mus.garia KQ<ca 0,55 0,52 10,7fl A'95 63,25 0,47 0,15 65;S5 19;08
Brezovka
Lactarius torminosus 37,HS trag 9.76 OAS 10,32 25.68 0154 2,47 1,0& 32,34 24^ 0,03 1=1,60
Ludora
boletus sotonas 22,30 tnag 0^6 •1,52 18,57 0,16 1.49 76,77 3.17 0,6S 20,46 ■{5,93 0(50 1 = 3.44



Sllka 3

KROHATOGHAM METILHIH ESTEHA MASNIH KISELINA HEPOLAHMIIl
LIPIDA BLAGVE .(Amanita caeearea)

o vrijeme u minutama

l.Laurlnska 2«iiilristin6ka 3.pentadekan 4*paliiiitl]i8ka

^•palsiitoleliiBka 6«8tearlnska 7»olelnBka G.llnolna kleelina
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60
03 Slika 4

KROMATOGHAM METILNIH ESTEHA MASNIH KISELINA POLARNIH LIPIDA BLAGVE (Amanita caesarea)

SO 40 30 20 fo vrijeme u minutama ■ o

l.Laurlnska 2.miriatin8ka 3*pentadekan 4*palinltlnska 5 •palmitolelnska 6 .heptadecen

7<8tearinska 8.oleinaka 9>llnolna lO.elkosatrien ll.arahidonska kisellna



III. RASPRAVA O REZULTATIMA — DISCUSSION OF RESULTS

1. Voda i suha tvar

Iz dobivenih istrazivackih rezultata (tabela 4) vidi se da od svih
istrazivanih jestivih gljiva najvise vode sadrzi svjeza blagva (Amanita
caesarea), tj. 91,67Vo, a najmanje svjezi vrganj (Boletus edulis) 88,32®/o.
To znaci da u 100 g svjezeg vrganja ima najvise suhe tvari, tj. 11,68 g,
a najmanje u svjezoj blagvi i to 8,33 g.

Prosjecna kolicina vode u istrazivanim jestivim gljivaraa bila je
90,16Vo, a suhe tvari 9,84''/o.

, U istrazivanim otrovnim gljivama najvise vode sadrzi svjeza zelena
pupavka (Amanita phalloides), tj. 93,loVo, a najmanje svjeza zuckasta
pupavka (Amanita citrina) 90,01®/o. To znacl, da u 100 g svjeze zuckaste
pupavke ima najvise suhe tvari, tj. 9,99 g, a najmanje u svjezoj zelenoj
pupavci i to 6,90 g.

Prosjecna kolicina vode u" istrazivanim otrovnim gljivama bila je
91,40Vo, a suhe tvari 8,60%.

Prosjecna kolicina vode u svim istrazivanim i jestivim i otrovnim
gljivama bila je 90,69®/o, a suhe tvari 9,3lVo.

U susenim gljivam.a bilo je prosjecno 8,44®/o vode u jestivim i 9,49Vo
u otrovnim gljivama.

2. Ukupni lipidi

U 100 suhe tvari istrazivanih jestivih gljiva ima prosjecno 5,20 g
ukupnih lipida. Najvise ih sadra blagva (Amanita caesarea), tj. 8,64 g,
a najmanje pecurka (Agaricus bisporus) i to samo 2,89 g ukupnih lipida
u 100 g suhe tvari (Tab. 5).

U 100 g suhe tvari istra^vanih otrovnih gljiva ima prosjecno 11,49 g
ukupnih lipida. Najvise ih je nadeno u suhoi tvari zucksiste pupavke (Ama
nita citrina) i to 15,74 g, a najmanje u suhoj tvari ludare (Boletus sata-
nas) i to 6,64 g ukupnih lipida u 100 g suhe tvari (Tab. 5).

Jestiva gljiva pecurka (Agaricus bisporus) jedina je industrijski
uzgojena gljiva od svih istrazivanih gljiva. Suha tvar pecurke sadrzi
najmanje ukupnih lipida od svih istrazivanih jestivih i otrovnih gljiva,
tj. samo 2,89 g ukupnih lipida u 100 g suhe tvari. S obzirom na to da
i samonikle pecurke prema literatumim podacima (22, 48) sadrze lipida
u kolicinama istog reda velicine kao i uzgojena pecurka, ne moze se
zakljuciti, da uzgojene gljive iste vrste odnosno roda sadrze manje lipida
od samoniklih gljiva.

3. Nepolami i polami lipidi

Ukupni lipidi istrazivanih jestivih gljiva sadrze nepolamih lipida
od 49,100/o do 75,80''/o, prosjecno 61,57"/o, a polarnih od 22,77Vo do
49,12Vo, prosjecno 37,09Vo (Tab. 5). Omjer je izmedu nepolamih i polar
nih lipida u istrazivanim jestivim gljivama od 1:1 do 3,32 :1.
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Najvise se nepolamih lipida nalazi u suhol tvari bla^e (Amanita
caesarea, tj. 6,55Vo, a najmanje u suhoj tvari konstanjevcice (Tricholoma
conglohatum) 2,0lVo. U kostanjevcici se nalazi jednaka kolicina nepo
lamih i polamih lipida i njihov je medusobni omier 1 1.

Ukupni lipidi istrazivanih otirovnih sljiva sadrze nepolamih lipida
od 68,02Vo do^ 83,02Vo, prosjecno 76,18®/o, a polamih od 15,96Vo do
31,12Vo, prosjecno 23,06Vo. Omjer je izmedu nepolamih i polamih lipida
u istrazivanim otrovnim gljivama od 2,19 :1 do 5.24 :1.

Najvise se nepolamih lipida nalazi u suhoj tvari zuckaste pupavke
(Amamta citj^a), tj. 12,47Vo, a najmanje u suhoj tvari ludare (Boletus
satanas) 4,52®/o.

Iz prikazanih rezultata u tabeli 5 vidljivo je, da istrazivane otrovne
gljive sadrze znatno vise nepolamih lipida od istrazivanih jestivih gljiva.

4. Masne kvseline nepolamih lipida (Tab, 6)

A. Jestive gljive

U nepolarnim lipidima jestivih gljiva ima vise nezasicenih nego
zasicenih masnih kiselina, Omjer izmedu zasicenih i nezasicenih masnih
kiselina je od 1 :2,38 do 1:4,99, Najvise se nezasicenih masnih kiselina
nalazi u nepolamim lipidima vrganja (Boletus edulis) i to 83,22Vo, a
najmanje u nepolamim lipidima velike suncanice (Macrolepiota pro-
cera), tj, 70,43®/o od ukupnih masnih kiselina,

Od zasicenih. masnih kiselina nazocne su laurinska (12 :0), miristin-
ska (14:0), pentadekan (15:0), palmitinska (16:0) i stearinska kise
lina (18 : 0),

Najvise ima palmitinske kiseline i to od 10,7lVo (pecurka — Agaricus
hisporus) do 24,81®/o (velika suncanica — Macrolepiota procera), pa stea-
rinske od 0,97®/o (kostanjevcica — Tricholoma conglohatum) do 5,49Vo
(pecurka), Nepolami lipidi pecurke sadrze i dosta miristinske kiseline,
6,74Vo od ukupnih masnih kiselina,

tJ nepolarnim lipidima svih istrazivanih jestivih gljiva od nezasi
cenih masnih kiselina nadene su palmitoleinska (16 :1), oleinska (18 :1),
i linolna kiselina (18 :2), a samo u nenolamim linidima velike suncanice
i turcina (Leccinum aurantium) heptadecen kiselina (17 :1), dok se lino-
lenska kiselina (18 : 3) nalazi samo u nenolamim lipidima pecurke (l,20®/o).

• Od nezasicenih masnih kiselina ima mnoso oleinske i linolne kise
line, Zammljivo ie da nenolami lipidi necurke (Agaricus hisporus] sadrze
najmanje oleinske kiseline, samo 5,94Vo, a najvise linolne kiseline i to
67,41®/o, od ukupnih masnih kiselina,

B. Otrovne gljive

U nepolarnim lipidima otrovnih'gljiva takoder ima vise nezasicenih
nego zasicenih masnih ikiselina. Omjer je izmedu zasicenih i nezasicenih
masnih kiselina od 1:1,54 do 1 :5,25. Najvise se nezasicenih masnih kise
lina nalazi u nepolamim lipidima muhare (Amanita muscaria), i to
83,98Vo, a najmanje u nepolamim lipidima brezovke (Lactarius tormi-
nosus), i to 60,57Vo od ukupnih masnih kiselina (Tab, 6),
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U nepolarnim lipidima istrazivanih otrovnih gljiva nadene su iste
zasicene masne kiseline kao i u nepolarnim lipidima istrazivanih jes-
tivih gljiva.

Najvise ima palmitinske kiseline (16 :0) od 5,38Vo (brezovka —
Lactarius torminosus) do 23,96''/o (zelena pupavka — Amanita phalloides).
Od toga uocljivo odstupa brezovka (Lactarius torminosiis), u cijim nepo
larnim lipidima ima najvise stearinske kiseline, i to cak 33,16Vo od
svih masnih kiselina.

Palmitoleinska (16 :1), oleinska (18 :1) i linolna kiselina (18 : 2)
glavni su predstavnici nezasicenih masnih kiselina, koje su nadene u
nepolarnim lipidima istrazivanih otrovnih gljiva. Jedino nepolami lipidi
ludare (Boletus satanas) sadrze heptadecen kiselinu (17 :1) i to samo
0,26% od ukupnih masnih kiselina.

XJ nepolarnim lipidima pravih otrovnica zelene pupavke (Amanita
phalloides), zuckaste pupavke (Amanita citrina), panterovke (Amanita
pantherina) i muhare (Amanita mttscaria) nalazl se mnogo vise oleinske
nego linolne kiseline. Najvise je nezasicenih masnih kiselina nadeno
u nepolarnim lipiduna muhare, i to 83,98% od ukupnih masnih kise
lina, a od toga je samo oleinske kiseline 70,41%.

Nepolami lipidi i jestivih, i otrovnih gljiva sadrze vise nezasicenih
masnih kiselina nego zasicenih.

Nepolami lipidi otrovnih gljiva sadrze mnogo vise oleinske kiseline
nego linolne, a nepolami lipidi jestivih gljiva vise linolne nego oleinske
kiseline. Iznimka su nepolami lipidi jestive gljive blagve (Amanita cae-
sarea), u kojima je nadeno vise oleinske nego linolne kao i u otrovni-
cama, a takoder i nepolami lipidi otrovne gljive ludare (Boletus, satanas),
koji sadrze vise linolne kiseline nego oleinske kao i nepolami lipidi
jestivih gljiva.

5. Masne kiseline polamih lipida

A. Jestive gljive

U polamim lipidima istrazivanih jestivih gljiva ima vise nezasicenih
masnih kiselina nego zasicenih. Omjer izmedu zasicenih i nezasicenih
masnih kiselina je od 1; 2,13 do 1:4,38. Najvise se nezasicenih masnih
kiselina n^azi u polamim lipidima vrganja (Boletus edulis), i to 81,37Vo,
a najmanje u polamim lipidima zlatnozute grive (Clavaria aurea), od-
nosno 68,06Vo od ukupnih masnih kiselina (Tab. 7).

U polamim lipidima svih istrazivanih jestivih gljiva od zasicenih mas
nih kiselina nazocne su miristinska (14 :0), pentadekan (15 :0), palmi-
tinska (16 : 0) i stearinska kiselina (18 : 0). Laurinska je kiselina (12 :0)
nadena u polamim lipidima blagve (Boletus caesarea), grmacice (Clito-
cyhe tabescens) i vrganja (Boletus edulis), a margarinska kiselina (17 : 0)
samo u polamim lipidima zlatnozute grive (Clavaria aurea).
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Najvise je nafieno palmitinske kiseline, i to od 10,21''/o (pecurka —
Agaricus hisporus) do 26,85Vo (velika suncanica — Macrolepiota procera).
Ostale su zasicene meisne kiseline zastupljene u mnogo maniim koli-
cinama.

Polami se lipidi pecurke (Agaricus hisportis) razlikuju od polamih
lipIda drugih istrazivanih jestivih gljiva po tome, sto sadrze veoma mnogo
miristinske kiseline, i to 15,24®/o i relativno mnogo stearinske kiseline,
3,99^0 od ukupnih masnih kiselina.

U polarnim lipidima svih istrazivanih jestivih gljiva nadene su sli-
jedece nezasicene masne kiseline: palmitoleinska (16:1), heptadecen
(17 :1), osim u vrganju (Boletus edulis), oleinska (18 :1), linolna (18 : 2) i
arahidonska kiselina (20 :4), osim u zlatnozutoj grivi Clavaria aurea. Je-
dino polami lipidi pecurke (AgaricUrS hisporus) sadrze linolensku kise-
linu (18 :3), i to 0,44Vo i 2,47®/o neidentdficirane masne kiseline s vise
od 20 ugljikovih atoma u molekuli. Eikosatrien kiselina (20 : 3) nadena je
samo u polarnim lipidima blagve (Amanita caesarea).

Od nezasicenih masnih kiselina u polarnim lipidima jestivih gljiva
najvise ima linolne kiseline, od 32,82Vo (blagva — Amanita caesarea)
do 67,23Vo (kostanjevcica — Tricholoma conglohatum). Polarni lipidi pe
curke (Agaricus hisporus) i kostanjevcice Tricholoma conglohatum) sadrze
prema polarnim lipidima drugih jestivih gljiva neobicno malo oleinske
kiseline.

Palmitoleinska kiselina je nadena u polarnim lipidima jestivih gljiva
u malim kolicinama. Iznimka su polami lipidi velike suncanice (Macro
lepiota procera), koji sadrze 10,23Vo palmitoleinske kiseline.

B. Otrovne gljive

I u polamim lipidima istrazivanih otrovnih gliiva ima vise nezasi
cenih nego zasicenih masnih kiselina. Omjer izmedu zasicenih i nezasi-
jenih masnih kiselina je od 1:1,81 do 1:4,48. Najvise se nezasicenih
masnih kiselina nalazi u polamim linidima muhare (Amanita muscaria),
i to 81,77®/o. a najmanje u polamim lipidima zuckaste pupavke (Amanita
citrina), 64,04®/o od ukupnih masnih kiselina (Tab. 7).

U polamim lipidima otrovnih gljiva nadene su iste zasi6ene masne
kiseline kao i u polamim lipidima jestivih gljiva. Jedino nije nadena
laurinska kiselina. Najvise se nalazi palmitinske Idseline. do 24,50Vo, uz
iznimku panterovke (Amanita pantherina), ciji polami lipidi sadrze samo
9,03®/o, palmitinske kiseline.

U polamim lipidima svih istrazivanih otrovnih gljiva nadene su
slijedece nezasicene masne kiseline: palmitoleinska, heptadecen, oleinska,
linolna i arahidonska kiselina (osim u muhari — Amanita muscaria).
Polarni lipidi zelene i zuckaste pupavke (Amanita phalloides i Amanita
citrina) sadrze i miristoleinsku Mselinu (14 :1), a panterovke jos i lino
lensku kiselinu.

U polamim lipidima otrovnih gljiva. kao. i u nepolamim lipidima,
nadeno je mnogo vise oleinske nego linolne kiseline. Iznimka su polami
lipidi ludare (Boletus satanas), koji sadrze vise linolne nego oleinske
kiseline.
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6. Masne kiseline u ukupnim tipidima gljiva

Mnozenjem relativnih postotaka masnih kiselina nepolarnih i polar-
nih lipida postocima nepolarnih 1 polarnih lipida u ukupnim lipidima i
zbrajanjem dobivenih vrijednosti izracunati su relativni ppstoci masnih
kiselina u ukupnim lipidima (Tab. 8).

I

A. Jestive gljive

U ukupnim lipidima istrazivanih jestivih gljiva ima vise nezasi-
cenih nego zasicenih masnih kiselina. Najvise ih ima u ukupnim lipidima
vrganja (Boletus edulis) i to 81,57Vo, a najmanje u ukupnim lipidima
velike suncanice (Macrolepiota procera), 68,34*^/0. Omjer izmedu zasicenih
i nezasicenih masnih kiselina ie od 1:2,31 do 1 :4,69.

Od zasicenih su masnih kiselina nadene laurinska, miristinska, pen-
tadekan, palmitinska i stearinska kiselina. Jedino u pecurci (Agaricus bis-
porus) i turcinu (Leccinum aurantium) nema laurinske kiseline. Maxga-
rinska je kiselina nadena same u zlatnozutoj grivi (Clavaria aurea).

U ukupnim lipidima istrazivanih jestivih gljiva ima najvise palmi-
tinske kiseline, i to od 10,30Vo u pecurci (Agaricus hisporus) do 25,03®/o
u velikoj suncanici (Macrolepiota procera), pa stearinske kiseline od
l,18Vo u kostanjevcici (Tricholoma conglobatum) do 4,78®/o u pecurci. Pe-
curka su i kostanjevcica bogate i miristinskom kiselinom (10,06'^/o od-
nosno 8,06®/o od ukupnih masnih kiselina).

Palmitoleinska, heptadecen, oleinska, linolna i arahidonska kiselina
glavni su predstavnici nezasicenih masnih kiselina u ukupnim lipidima
jestivih gljiva^ Jedino vrganj (Boletus edulis) ne sadrm heptadecen
kiselinu, a zlatnozuta griva (Clavaria aurea) arahidonsku kiselinu. Eiko-
satrien kiselina nadena je u blagvi (Amanita caesarea), a linolenska i
jedna neidentificirana kiselina koja ima vise od dvadeset ugljikovih atoma
u molekuli nadene su u pecurci (Agaricus hisporus).

Od nezasicenih masnih kiselina najvise ima linolne kiseline, a za.tim
oleinske kiseline. Najvise je linolne kiseline nadeno u ukupnim lipidima
kostanjevcice (Tricholoina conglohatum), i to 64,28Vo, a oleinske u lipi
dima blagve (Amanita caesarea) 51,14®/o. Lipidi pecurke (Agaricus his
porus) i kostanjevcice sadrze iznimno malo oleinske kiseline (4,9P/o
odnosno 8,76''/o). Zanimljivo je, da je u ukupnim lipidima tih dviju jes
tivih gljiva nadeno razmjemo mnogo miristinske kiseline, i to 10,06%
odnosno 8,06% od ukupnih masnih kiselina.

Od esencijalnih masnih kiselina linolne, linolenske i arahidonske
kiseline, jedino pecurka (Agaricus bisporus) sadrzi sve tri. Ostale istra-
iivane jestive gljive sadrze linolnu i arahidonsku kiselinu. Iznimka je
zlatnozuta griva (Clavaria aurea), koja ne sadrzi arahidonsku nego samo
linolnu kiselinu.

Kostanjevcica (Tricholoma conglohatum), pecurka (Agaricus bisporus)
i vrganj (Boletus edulis) razlikuju se od ostalih Istrazivanih jestivih
gljiva po tome, sto njihovi ukupni lipidi sadrze velike kolicine esenci
jalnih masnih kiselina (linolna + linolenska + arahidonska kiselina),
i to kostanjevcice 65,95'^/o, pecurke 64,20%, a vrganja 61,54% od ukupnih
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tnasnih kiselina. Preracunavanjem relativnih postotaka esencijalnih mas-
kiselina u lipidima istrazivanih jestivih gljiva na suhu tvar gljiva,

dobivem su rezultati koji pokazuju da najvise esencijalnih masnih Mse-
hna sadrzi 'turcin (Leccdnum aurantium) i to 2,85Vo, pa vrganj (Boletus
edulis) 1 kostanjevcica (TricholoTna conglohatum) 2,78®/o od ukupnih mas
nih kiselina.

B. Otrovne gljive

•' ukupnim lipidima istrazivanih otrovnih gljiva ima vise neza-sicenih nego zasicenih masnih kiselina. Najvise nezasicenih masnih kise
lina sadrze ukupni lipidi muhare (Amanita muscaria), i to 83,25®/o, a naj-
manje ukupm lipidi brezovke (Lactarius torminosus) 61,54Vo od ukupnih
masnih kiselina. Omjer izmedu zasicenih i nezasicenih masnih kiselina
je od 1:1,66 do 1:5,01.

U otrovnim su gljivama nadene iste zasicene masne kiseline kao i u
istrazivanim jestivim gljivama, jedino nema laurinske kiseline. Samo
su u brezovci (Lactarius torminosus) i ludari (Boletus satanas) nadeni
tragovi lau^ske kiseline. Margarinsl^ je kiselina nadena samo u ludari.

Od zasicenih masnih kiselina u ukupnim lipidima istrazivanih otrov
nih gljiva najvise ima palmitinske kiseline, i to od 10,32Vo u brezovci
(Lactarius torminosus) do 23,75®/o u zuckastoj pupavci (Amanita citrina)
1 stearinske kiseline od l,49Vo u ludari (Boletus satanas) do 8,35Vo u
panterovci (Amanita pantherina), Iznimka je brezovka lipidi koje sa
drze neobicno mnogo stearinske kiseline, tj. 25,68Vo od ukupnih masnih
kiselina.

Palmitoleinska, heptadecen, oleinska, linolna i arahidonska kiselina
jesu nezasicene masne kiseline koje su nadene u istrazivanim otrovnim
gljivama. Jedina je iznimka muhara (Amanita muscaria) koja ne sadrzi
arahidonsku k^ehnu. Osim spomenutih nezasicenih masnih kiselina u
zelenoj pupavci (Amanita phalloides) i u zuckastoj pupavci (Amanita ci-
trina) nadene su vrlo male kolicine miristoleinske 'Mseline (0,77®/o od-
nosno 0,27Vo). Samo panterovka (Amanita pantherina) sadrzi linolensku
kiselinu, i to 0,37®/o od ukupnih masnih kiselina u ukupnim lipidima.

Od nezasicenih masnih kiselina najvise ima oleinske i linolne kise
line. U ukupn^ je lipidima muhare (Amanita muscaria) nadeno naj
vise oleinske kiseline, i to 65,55Vo, a najmanje u lipidima ludare (Boletus
satanas), 26,46®/o. Ukupni lipidi ludare sadrze najvise linolne kiseline,
i to 45,93®/o, a zelene pupavke (Amanita phalloides) najmanje, 15,76Vo
od ukupnih masnih kiselina. Ut^pni lipidi muhare (Amanita muscaria)
sadrze najvise nezasicenih masnih kiselina, od kojih oleinske kiseline
ima 65,55Vo od ukupnih masnih kiselina.

IV. ZAKLJUCCI — CONCLUSIONS

Sistematski su istrazivane jestive i otrovne gljive uzega i sireg
zagrebackog podrucja. Od toga je bilo osam jestivih i sest otrovnih gljiva.
Sve su istrazivane gljive osim jedne jestive (pecurka — Agaricus bis-
porus) samonikle gljive zagrebackog podrucja.

142



Istrazivane su slijedece gljive:
I. Samonikle jestive gljive:

blagva {Amanita caesarea Quel.),
velika suncanica (Macrolepiota procera Sing.),
kostanjevcica (Tricholoma conglohatum Vitt.),
grmacica (Clitocyhe tahescens Scop.),
zlatnozuta griva (Clavaria aurea Fr.),
vrganj (Boletus edulis Bull.),
turcin (Leccinum aurantium Bull.).

II. Industrijski uzgojene jestive gljive:
pecurka (Agaricus hisporus Lange).

III. Samonikle otrovne gljive:
zelena pupavka (Amanita phalloides Fr.),
zuckasta pupavka (Amanita citrina Gray),
panterovka (Amanita pantherina Quel),
muhara (Amanita muscaria Hooke),
brezovka (Lactarius torminosus Fr. ex Schaff.),
ludara (Boletus satanas Lenz.).

U svjezim su gljivama odredivane kolicine vode odnosno suhe tvari,
a u susenim giliivama kolicine vode i ukupnih lipida.

U izdvojenim su ukupnim lipidima odredivane kolicine nepolamih i
polamih lipida i u njima sastav visih masnih kiselina (relativni postoci)
plinsko-tekucinskom razdjelnom kromatografijom (GLC).

Na osnovi dobivenih rezultata odredivanja kolicina vode, suhe tvari
i ukupnih lipida (Tab. 4 i 5) moze se zakljuciti:

1. U svjezim istrazivanim jestivim gljivama bilo je prosjecno 90,16Vo
vode i 9,84®/o suhe tvari.

Najvise je suhe tvari bilo u svjezem vrganju (Boletus edulis) ll,68''/o,
a najmanje u svjezoj blagvi (Amanita caesarea), i to 8,33Vo.

2. U svjezim istrazivanim otrovnim gljivama bilo je prosjecno
91,40®/o vode i 8,60®/o suhe tvari. Najvise je suhe tvari bilo u svjezoj
zuckastoj pupavci (Amanita citrina) 9,90®/o, a najmanje u svjezoj zelenoj
pupavci (Amanita phalloides), 1 to 6,90Vo.

3. U suhoj tvari istrazivanih jestivih gljiva nadeno je manje ukup
nih lipida nego u suhoj tvari istra^vanih otrovnih gljiva.

Prosjecna kolicina ukupnih lipida u jestivim gljivama bila je 5,20 g,
a u otrovnim gljivama 11,49 g u 100 g suhe tvari.

4. Istrazivane gljive roda Amanita sadrze vece kolicine ukupnih
lipida nego' istraHvane gljive drugih rodova.
'  U rodu Amanita nalaze se jedine tri smrtno otrovne gljive. Osim
tih nalaze se cetiri otrovne gljive, koje ostecuju zivcani sustav i dvije
jestive gljive. Od tih su gljiva istraavane jedna jestiva i cetiri otrovne.

U 100 g suhe tvari istrazivanih gljiva roda Amanita nadene su sli
jedece kolicine ukupnih lipida:

u jestivoj blagvi (Amanita caesarea) 8,64 g
u smrtno otrovnoj zelenoj pupavci (Amanita phalloides) 13,46 g
u otrovnoj zuckastoj pupavci (Amanita citrina) 15,74 g
u otrovnoj panterovci (Amanita pantherina) 13,79 g
u otrovnoj muhari (Amanita mttscaria) 10,41 g
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podaci potkrepljuju zakljucak, da otrOvrie gljive sadrze vece
kolicine ukupnih lipida od jestivih gljiva.

Na temelju eksperimentalnih. rezultata istrazivanja izdvojenih ukup
nih lipida moze se zakljuciti slijedece:

1. Sve istrazivane otrovne gljive sadrze mnogo vece kolicine nepo-
lamih lipida nego polarnih (Tab. 5).

I istrazivane jestive gljive sadrze vece kolicine nepolarnih lipida
ali ne sve, kao sto je slucaj kod otrovnih gljiva (Tab. 5).

Omjeri izmedu polarnih (PL) i nepolarnih lipida (NL) u istrazivanim
gljivama (Tab. 5) jesu:

Jestive gljive: PL/NL Otrovne gljive: PL/NL
blagva panterovka
ATnanita caesarea 1 :3,32 Amanita pantherina 1 :5,24
turcin zuckasta pupavka
Leccinum aurantium 1 :2,51 Amanita citrina 1 :3,94
grmacica zelena pupavka
Clitbcybe tabescens 1 :1,91 Amanita phalloides 1 :3,92
velika suncanica brezovka
Macrolepiota procera 1 :1,78 Lactarius torminosus 1 :3,42
pecurka muhara
Agaticus bispoms 1 :1,42 Amanita muscaria 1 :2,47
zlatnozuta griva ludara
Clavaria aurea 1 :1,42 Boletus satanas 1 :2,19
vrganj
Boletus edulis 1 :1,20
kostanjevcica
Tricholoma conglobatum 1:1

Iz pnkazanik omjera izmedu polarnih i nepolarnih lipida vidljive
su razlike u kolicinama polarnih i nepolarnih lipida u istrazivanim jes-
tivim i otrovnim gljivama.

gljiva kostanjevcica (Tricholoma conglobatum) sadrzi jednake
kolicine i polarmh i nepolarnih lipida. Ostale jestive gljive sadrze malo
vece kolicine nepolarnih nego polarnih lipida, a jedino blagva (Amanita
caesarea) i turcin (Leccinum aurantium) mnogo vise nepolarnih nego
polarnih lipida. Iz toga slijedi zakljucak, da nazocnost vece kolicine
nepolarnih lipida od polarnih nije znacajka jestivih gljiva.

Na osnovi omjera izmedu polarnih i nepolarnih lipida u istraziva
nim otrovnim gljivama moze se zakljuciti, da je znacajka otrovnih
gl]iva ta, da sadrze mnogo vece kolicine nepolarnih nego polarnih lipida.

Medutim, ne moze se tvrditi da se povecanjem otrovnosti gljive
jednoliko povecava kolicina nepolarnih lipida. To je vidljivo iz prika-
zanog omjera izmedu polarnih i nepolarnih lipida. Najotrpvnija gljiva,
smrtna otrovnica zelena pupavka (Amanita phalloides) ne sadra najvecu
kolieinu nepolarnih lipida, pa se prema omjeru izmedu polarnih i ne
polarnih lipida nalazi na trecem mjestu.

2. U lipidima istrazivanih jestivih i otrovnih gljiva nadene su sli
jedece masne kiseline:
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^asicene masne kiselinei

12 :0 — laurinska kiselina, 14 :0 — miristinska idselina, 15 :0 —
pentadekan kiselina, 16 :0 — palmitinska kiselina, 17 :0 — margarin-
ska kiselina, 18 : 0 — stearinska kiselina. !

Nezasicene masne kiseline:

14 :1 — miristoleinska kiselina, 16:1 — palmitoleinska kiselina, 17 :1
— heptadecen kiselina, 18 :1 — oleinska kiselina, 18 : 2 — linolna-kise
lina, 18 :3 — linolenska kiselina, 20 :3 — eikosatrien kiselina, 20 :4 —
arahidonska kiselina, ) C20 — neidentificirana kiselina s vise od .20x
C-atoma u molekuli.

3. U lipidima svih istrazivanih, i jestivih, i otrovnih gljiva nadene
su zasicene masiie kiseline miristinska, pentadekan, palmitinska i stea
rinska kiselina, i nezasicene palmitoleinska, oleinska i linolna kiselina
(Tab. 6, 7 i 8).

4. U kvalitativnom sastavu masnih kiselina istraMvanih jestivih i
otrovnih gljiva nema vecih razlika.

5. I u nepolamim i u polamim lipidima i jestivih i otrovnih gljiva
nalaze se vece kolicine nezasi6enih nego zasicenih masnih kiselina (Tab.
6 i 7).

Omjeii izmedu zasicenih (ZMK) i nezasicenih masnih kiselina (NMK)
u nepolarnim lipidima istrazivanih gljiva (Tab. 6) jesu:

Jestive gljive: ZMK/NMK

vrganj
Boletus edulis 1 : 4,99
zlatnozuta griva
Clavaria aurea 1 : 3,68
kostanjevcica
THcholoma conglohatum 1 : 3,61
grmacica
Clitocyhe tahescens 1: 3,55
turcin

Leccinum aurantium 1 : 3,36
blagva
Amanita caesarea 1 : 3,26
pecurka
Agaricus hisporus 1 : 3,10
velika suncanica

Macrolepiota procera 1: 2,38

Otrovne gljive: ZMK/NMK

muhara ' . ^ ,1: ■

ATnanita muscaria ■ 1 : 5,25
panterovka
Amanita pantherina 1: 3,75

. ludara
■ Boletus satahas ' 1 : 3,20
.zuckasta pupavka _ 7
' Amanita citrina ' . 1 : 2,74
zelena pupavka
Amanita phalloides 1 : 2,57
brezovka
Lactarius torminosus. . 1 :1,54

Srednja vrijednost 1 : 3,17

Srednja vrijednost 1 :3,62

Od jestivih istrazivanih gljiva najvise nezasicenih masnih kiselina
sadrze nepolarni lipidi vrganja (Boletus edulis), a od otrovnih gljiva
nepolami lipidi muhare (Amanita muscaria).

■ Omjeri izmedu zasicenih (ZMK) 1 nezasicenih masnih kiselina (NMK)
u polamim lipidima istraavanih gljiva (Tab. 7). jesu:,..' . i
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Jestive gljive: ZMK/NMK Otrovne gljwe: ZMK/NMK

vrganj muhara
Boletus edulis ■  1 :4,38 Amanita muscaria 1 4,48
blagva ludara
Amanita caesarea 1 :4,34 Boletus satanas 1 4,07
grmacica panterovka
Clitocybe tabescens 1 :4,02 Amanita pantherina 1 3,84
turcin zelena pupavka
Laccinum aurantium 1 :3,52 Amanita phalloides 1 2,27
kostanjevcica brezovka
Tricholoma conglobatum 1: 3,12 Lactarius torminosus 1 2,14
pecurka zuckasta pupavka
Agancus bisporus • 1 :2,22 Amanita citrina 1 1,81
velika suncanica

Srednja vrijednostMacrolepiota procera 1 :2,20 1 3,10

zlatnozuta griva -

Clavaria aurea 1 :2,13

Srednja vrijednost 1 :3,24

Od istrazivai^ jestivih gljiva najvise nezasicenih masnih kiselina
sadrze polami lipidi vrganja (Boletxis edulis), zatim blagve (Amanita cae-
sarea) i grmacice (Clitocybe tabescens), a od istrazivanih otrovnih gljiva
polami lipidi muhare (Amanita mv^caria) i ludare (Boletus satanas).

Omjeri i^edu zasicehih (ZMK) i nezasicenih masnih kiselina (NMK)
u ukupnim lipidima istrazivanih gljiva (Tab. 8) jesu:

ZMK/NMK

1 :5,01

1 :3,76
'  »

1 :3,44

1 ; 2,50

1 :2,50

1 :1,66

Jestive gljive: ZMK/NMK
vrganj
Boletus edulis 1 :4,69
grmacica
Clitocybe tabescens 1 :3,70
blagva
Amanita caesarea 1 :3,47
turcin

.  Leccinum aurantium

CO

o

kostanjevcica
Tricholoma conglobatum 1; 3,35
zlatnozuta griva
Clavaria aurea

OC
OC

fo

»—(

pe

Otrovne gljive:

muhara
Amanita muscaria
panterovka

Amanita pantherina
ludara
Boletus satanas
zelena pupavka
Amanita phalloides
zuckasta pupavka"
Amanita citrina '
brezovka
Lactarius torminosus

curka

Agaricus bisporus 1 :2,68
velika suncanica
Macrolepiota procera 1 :2,31

Srednja vrijednost 1:3,31

Srednja vrijednost 1: 3,14

Od istrazivanih jestivih gljiva najvise nezasicenih masnih kiselina
sadrze ukupni lipidi vrganja (Boletus edulis), i to 81,57®/o, a od istra
zivanih otrovnih gljiva ukupni lipidi muhare (Amanita muscaria), i to
83,25®/o od ukupnih masnih kiselina (Tab; 8).
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Kada su postoci masnik kiseiina u iipidima bili preracunani na suhu
tvar gljiva, dobiveni su rezultati koji pokazuju da najvise nezasicenih
masnih kiseiina sadrzi od jestivih gljiva blagva (Amanita caesarea) i to
6,62®/o, a od otrovnih zuckasta pupavka (Amanita citrina) ll,09Vo od
ukupnih masnih kiseiina.

Otrovnost gljiva i kolicina nezasicenih masnih kiseiina ne zavise
uzajamno jedna od druge. Smrtna se otrovnica zelena pupavka C^manita
phalloides) po kolicini nezasicenih masnih kiseiina u suhoj tvari gljive
nalazi na trecem mjestu, a po kolicini nezasicenih masnih kiseiina u
ukupnim lipidima istom na cetvrtom mjestu.

6. Od zasicenih masnih kiseiina najvise ima u svim istrazivanim
gljivama, i jestivim i otrovnim, palmitinske kiseline, a od nezasi6enih
oleinske i linolne kiseline (Tab. 8).

7. Sve istrazivane jestive gljive osim blagve (Afnanita caesarea) i
zlatnozute grive (Clavaria aurea) sadrze vise linolne nego oleinske kiseline.

Sve istrazivane otrovne gljive osim ludare ("Boletus satanas) sadrze
vise oleinske nego linolne kiseline.

Zanimljivo je, da jestiva gljiva blagva (Amanita caesorea) sadr^
mnogo vise oleinske nego linolne kiseline kao i otrovne gljive istog
roda Amanitae zelena pupavka (Amanita phalloides), zuckasta pupavka
(Amanita citrma), panterovka (Amanita pantherina) i muhara (Amanita
muscaria).

Obratan je slucaj kod gljiva roda Boletus. Jestive gljive tog roda
vrganj (Boletus edulis) i turcin (Leccinum aurantium) i otrovna gljiva
ludara (Boletus satanas) sadrze vise linolne nego oleinske kiseline. ■

8. Nazocnost esencijalne arahidonske kiseline nije bitna znacajka ni
jestivih, ni otrovnih gljiva. Ta kiseiina nije nadena u jednoj jestivoj
gljivi zlatnozutoj grivi (Clavaria aurea) i u jednoj otrovnoj gljivi muhari
(Amanita muscaria), a nadena je u drugim istrazivanim gljivama (Tab. 8).

9. Esencijalna arahidonska kiseiina nadena je samo u polarnim lipi
dima istra^vanih jestivih i otrovnih gljiva (Tab. 7), pa je za potpimu
analizu masnih kiseiina (kvalitativnu i kvantitativnu) potrebno ekstra-
hirati ukupne li-pide, a ne kao sto se u vecini dosadasnjih slucajeva iz
bnja ekstrahiralo samo nepolame lipide (petroleterski ili eterski ekstrakt)
poznatije pod nazivom masti i ulja odnosno neutralni lipidi.

10. Od dstrazivanih jestivih gljiva turcin (Leccinum aurantium),
vrganj (Boletus edulis) i kostanjevcica (Tri'choloma conglobatum) sadrze
najvise esencijalnih masnih kiseiina (str. 142) pa su s tog stajalista
prehrambeno najvrednije.

To su tri najpoznatije domace jestive gljive i skoro svake godine
ih ima mnogo u okolici Zagreba.

11. Na osnovi pokusnih rezultata (kolicina ukupnih lipida, omjera
izmedu polamih i nepolarnih lipida i kolicinskih razlika izmedu oleinske
i linolne kiseline) vidljivo je, da se istrazivane gljive botanickog rpda
Amanita razlikuju od istrazivanih gljiva drugih rodova.
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Bile su IstraMvane slijedece gljive roda Amanita:
blagva (Amanita caesarea) j estiva gljiva
zelena pupavka (ATnanita phalloides) smrtno otrovna
zuckasta pupavka (Amanita citnna) otrovna gliiva
panterovka (Amanita pantherina) otrovna gljiva
muhara (Amanita muscaria) otrovna gljiva

Sve istraavane gljive tog roda sadrze vece kolicine ukupnih lipida
u suhoj tvari gljiva (Tab. 5) cd drugih istrazivanih gljiva,

Osim toga sve nabrojene gljive roda Amanita sadrze mnogo vise
nepolamih nego polamih lipida (Tab; 5).

Za sve je istrazivane gljive roda Amanita znacajno to sto sadrze
mnogo vece kolicine oleinske nego linolne Mseline.

Na osnovi tih podataka moze se zakljuciti, da gljive istog roda, i
jestive i otrovne, Imaju odredene kemijske slicnosti. To su u prvom
redu kolicine ukupnih lipida, omjeri izmedu polamih i nepolamih lipida,
i kolicine oleinske i linolne kiseline.
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iSummary

Investigated were systematically edible and poisonous mushrooms
of the narrower and wider environs of Zagreb, of which eight were
edible, and six poisonous. All the investigated mushrooms except one
edible mushroom (Agaricus hisporus) were wild-growing mushrooms of
the Zagreb region.

Investigated were the following mushrooms:
I. Wild-growing edible mushrooms: Amanita caesarea Quel., Macro-

lepiota procera Sing., Tricholoma conglobatum Vitt., Clitocyhe tahescens
Scop., Clavaria aurea Fr., Boletus edulis BuU., Leccinum aurantium Bull.
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II. The industrially grown edible mushroom Agaricus bisporus Lange.

Ill- Wild-«growing poisonous mushrooms: Amanita phalloides Fr.,
Amanita citrina Gray, Amanita pantherina Quel., Amanita muscatia
Hooke, Lactarius torminosus Fr. ex Schaff., Boletus satanas Lenz.

In fresh mushrooms were determined the amounts of water and
dry matter.

In dried mushrooms were determined the amounts of water and
total lipids.

In isolated total lipids were determined the amounts of non-polar
and polar lipids, and in them the composition of higher fatty acids
(relative percents) by means of gas-liquid chromatography (GLC).

On the basis of the results obtained by the determination of water,
dry matter and total lipids it may be concluded as follows:

1. Fresh edible mushrooms had an average of 90,16Vo of water and
9,84Vo of dry matter.

Most of the dry matter was found in fresh Boletus edulis — ll,68Vo
and least of it in Amanita caesarea — 8,33Vo.

2. Fresh poisonous mushrooms had an average of 91,40Vo of water
and 8,60Vo of dry matter.

_  The largest amount of dry matter was found in fresh Amanita ci-
tnna — 9,99Vo, and the smallest in fresh Amanita phalloides — 6,90®/o.

3. In the dry matter of the investigated edible mushrooms were
found smaller amounts of total lipids than in the dry matter of the
investigated poisonous mushrooms.

average contents of total lipids in the edible mushrooms was
5,20 g., and in the poisonous mushrooms 11,49 g. in 100 g. of dry matter.

4. The investigated mushrooms of the genus Amanita contain consi
derably greater quantities of total lipids than the investigated mush
rooms of other genera.

In the genus Amanita are to be found only three death-causing
mushrooms. In addition, there are to be found four poisonous mush
rooms damaging the nervous system, and two edible mushrooms. Of
these mushrooms were investigated one edible mushroom and four poi
sonous mushrooms.

The amounts of total lipids found in 100 g. of dry matter of the
investigated mushrooms of the genus Amanita are:

r- in the edible Amanita caesarea ■ 8.64 g
in the death-causing Amanita phalloides 13.46 g
in the poisonous Amanita citrina 15.74 g
in:the poisonous Amanita pantherina 13.79 g
in the poisonous Amanita muscaria 10.41 g

These data bear out the conclusion that the poisonous mushrooms
contain a greater amount of total lipids than the edible mushrooms.

On the basis of the experimental results of investigating the isolated
total lipids it may be concluded as follows:
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PL/NL Poisonous mushrooms PL/NL

1 3.32 Amanita pantherina 1 ; 5.24

1 2,51 Amanita citrina 1 : 3.94

1 1.91 Amanita phalloides 1 :3.92

1 1.78 Lactarius torminosus 1 :3.42

1 1.42 Amanita muscaria 1 :2.47

1 1.42 Boletus satanas 1 :2.19

1 1.20

1 1

1. All the investigated poisonous mushrooms -had considerably
greater amounts of non-polar than polar lipids (Tab. 5).

Also the investigated edible mushrooms had greater amounts of
non-polar lipids, but not all of them, as in the case with poisonous
mushrooms (Tab. 5).

The ratios of polar (PL) to non-polar lipids (NL) in the investigated
mushrooms (Tab. 5) amount to:

Edible mushrooms

Amanita caesarea

Leccinum aurantium
Clitocyhe tahescens
Macrolepiota procera
Agaricus hisporus
Clavaria aurea

Bolettbs edulis
Tricholoma conglobatum

From the presented ratios of polar to non-polar lipi^ are visible the
differences between the amounts of- polar and non-polar lipids m e
investigated edible and poisonous mushrooms.

The edible mushroom. Tricholoma conglobatum had equal amounte of
polar and non-polar lipids. The rest of edible mushrooms coi^ained
slightly greater amounts of non-polar lipids than polar ones, and only
Amanita caesarea and Leccinum aurantium had considerably more non-
-polar than polar lipids. From which it follows that the presence of
greater quantity of non-polar than polar lipids is not a characteristic
phenomenon of edible mushrooms.

On the basis of ratios of polar to non-polar lipids in the inves
tigated poisonous mushrooms, it may be concluded that the characte
ristic of poisonous mushrooms is to contain considerably greater amounts
of non-polar than polar lipids.

However, it cannot be asserted that through increase of poisonousness
of the-mushroom the quantity of non-polar lipids uniformly increases.
This is visible from the presented ratios of polar to non-polar lipids.
The .most toxic mushroom viz. the death-causing Amcnita phalloides,
did not contain the greatest quantity of non-polar lipids, and thus,
according to the ratio of polar to non-polar lipids, it was found to
rank third.

2. In the lipids of the investigated edible and poisonous mushrooms
the following fatty acids were found:

Saturated fatty acids: 12 :0 — lauric acid, 14 :0 — myristic acid,
15 :0 — pentadecane acid, 16 :0 — palmitic acid, 17 :0 — margaric
acid, 18 :0 — stearic acid.

Unsaturated fatty acids: 14 :1 — myristoleic acid, 16 :1 — palmito-
leic acid, 17 :1 — lieptadecene acid, 18 :1 — oleic acid, 18 :2 —lino-
leic acid, 18 :3 — linolenic acid, 20 :3 — eicosantrienoic acid, 20 :4 —
arachidonic acid, ) Cgo — a non-identified acid with more than 20 C-
-atoms per molecule.
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3. In the lipids of all the investigated edible and poisonous mush-
rooms were found saturated acids such as myristic, pentadecane, pal
mitic and stearlc acids, as weH as unsaturated acids such as palmltoleic,
oleic and linoleic acids (Tabs. 6—8).

4. Non-significant differences were found as to the qualitative
composition of the fatty acids of the investigated edible and poisonous
mushrooms.

5. Both in the non-polar and polar lipids of the edible and poi
sonous mushrooms were found greater amounts of unsaturated fatty
acids than saturated ones (Tabs. 6—7).

saturated fatty acids (ZMK) to unsaturated ones
(NMK) in the non-polar lipids of the investigated mushrooms (Tab 6)
amount to: '

Edible mushrooms

Boletus edulis
Clavaria aurea
Tricholoma conglohatum
Clitocyhe tahescens
Leccinum durantium
Amanita caesarea
Agaricus hisporus
Macrolepicta procera

ZMK/NMK Poisonous mushrooms ZMK/NMK
Amanita muscaria 1:5.25
Amanita pantherina 1: 3.75
Boletus satanas 1 :3,20
Amanita citrina 1 : 2.74
Amanita phalloides 1 : 2.57
Lactarius torminosus 1 :1.54

:4.99

:3.68

3.61

3.55

3.36

3.26

3.10

1:2.38 Mean value 1:3.17

Mean value 1 :3.62

Of the edible investigated mushrooms most of unsaturated fatty
acids contained non-polar lipids of Boletus edulis, and of poisonous mush
rooms non-polar lipids of Amanita muscaria.

The ratios of saturated fatty acids (ZMK) to unsaturated ones (NMK)
in the polar lipids of the investigated mushrooms (Tab. 7) amount to:

Edible mushrooms

Boletus edulis
Amanita caesarea
Clitocyhe tahescens
Leccinum aurantium
Tricholoma conglohatum
Agaricus hisporus
Macrolepiota procerd
Clavaria aurea

ZMK/NMK

1 :4.38

1

1

1

1

1

1

1

4.34

:4.02

3.52

3.12

2.22

2.20

2.13

Poisonous mushrooms ZMK/NMK
Amanita muscaria 1 : 4.48
Boletus satanas 1:4.07
Amanita pantherina 1 : 3.84
Amanita phalloides 1 ; 2.27
Lactarius torminosus 1 : 2.14
Amanita citrina 1 :1.81

Mean value 1 :3.10

Mean value 1 :3.24

Of the edible investigated mushrooms the largest amount of un
saturated fatty acids had the polar lipids of Boletus edulis, Amanita caesa-
rea and Clitocyhe tahescens, and of poisonous mushrooms the polar lipids
oi Amanita muscana and Boletus satanas.

The ratios of saturated fatty acids (ZMK) to unsaturated ones (NMK)
in the total lipids of the investigated mushrooms (Tab. 8) amount to:
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Edible mushrooms ZMK/NMK Poisonous mushrooms ZMK/NMK
Boletus edulis 1 :4.69 Amanita muscaria 1:5.01
Clitocyhe tdhescens 1 : 3.70 Amanita panthenna ' 1: 3.76
Amanita caesarea 1:3.47 Boletus satanas 1:3.44
Leccinum aurantium 1: 3.40 Amanita phalloides 1 : 2.50
Tricholoma conglobatum 1 :3.35 Amanita citrina 1 ' 2.50
Clavaria aurea 1:2.88 Lactarius torminosus 1:1.66

Z::ZioXlera ^ I Isi , ^ean value
Mean value 1: 3.31

Of the edible mushrooms Investigated it is Boletus edulis whose total
lipids contain the largest amount of unsaturated fatty acids — 81,57Vo,
to be followed by poisonous mushrooms investigated, among which the
total lipids of Amanita muscarna contain 83,25''/o of total fatty acids.

When the percentages of fatty acids in lipids were converted to the
dry matter of mushrooms, the author obtained results showing that the
largest amount of unsaturated fatty acids found in edible mushrooms
was in Amanita caesarea — 6,62''/o, while of poisonous mushrooms Ama
nita citrina contained lljOQ^/o of total fatty acids.

The toxicity of mushrooms and the contents of unsaturated fatty
acids are not interdependent. According to the amount of unsaturated
fatty acid in the dry matter of a mushroom the death-causing Amanita
phalloides ranks third, while according to the amount of unsaturated
fatty acids in the total lipids it hardly ranks fourth.

6. Palmitic acid ranks first as to the quantity among saturated acids
in all the investigated mushrooms, edible and poisonous, while oleic
acid and linoleic acid first among unsaturated acids (Tab. 8).

7. All the investigated edible mushrooms — except Amanita caesa
rea and Clavaria aurea — contained more linoleic than oleic acid.

All the investigated poisonous mushrooms — except Boletus satanas
— contained more oleic than linoleic acid.

It is not without interest to note that the edible mushroom Amanita
caesarea had a larger amount of oleic than linoleic acid, as is the case
with poisonous mushrooms of the same Amanita genus: Amanita phal
loides, Amanita citrina, Amanita pantherina and Amanita muscaria.

It was quite the obverse with mushrooms of the genus Boletus. Edible
mushrooms of this genus, Boletus edulis and Leccinum aurantium, and
the poisonous mushroom Boletus satanas, had more linoleic than oleic
acid.

8. The presence of the essential arachidonic acid is not an essential
characteristic either of edible or poisonous mushrooms. This add was
not found in one edible mushroom, i. e. Clavaria aurea, also in one poi
sonous mushroom, Amanita muscaria, while it was found m other inves
tigated mushrooms (Tab. 8).

9. Essential arachidonic acid was found only in the polar lipids of
the investigated edible and poisonous mushrooms (Tab. 71. Thus for a
complete (qualitative and quantitative) analysis of fatty acids is necessary
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to extract from plants the total lipids and not only — as has been
done so far in most cases — non-polar lipids (petroleum-ether or ether
extracts) better known under the term of fats and oils or neutral lipids.

10. Of the investigated edible mushrooms Leccinum aurantium,
Boletus edulis and Tricholoma congl'ohatum had the largest quantities
of essential fatty acids (p. 142), so that from the nutritional viewpoint
they are most valuable.

These three mushrooms are the best known domestic edible mush
rooms, and they occur in abundance almost every year in the environs
of Zagreb.

11. On the basis of experimental results (amounts of total lipids,
polar to non-polar Idpid ratios, and quantitative differences between
oleic and linoleic acids) it is visible that the mushrooms of the botanical
genus Amanita differ from the investigated mushrooms of other genera.

Investigated were the following mushrooms of the genus Amanita:

ATnanita caesarea edible mushroom
Amanita phalloides death-causing mushroom
Amanita citrina poisonous mushroom
Amanita pantherina poisonous mushroom
Amanita muscaria ' poisonous mushroom

All the investigated mushrooms of this genus contained greater quan
tities of total lipids in the dry matter (Tab. 5) than other investigated
mushrooms.

In addition, all the enumerated mushrooms of the genus Amanita
contained considerably more non-polar lipids than polar ones (Tab. 5).

Of all the investigated mushrooms of the genus Amanita it is char
acteristic tha.t they had considerably greater amounts of oleic than
linoleic acid (Tab. 8).

From the data obtained it may be inferred that mushroon^ of the
same genus, both edible and poisonous, have definite chemical similar
ities. These similarities are in the first place the amounts of total
lipids, ratios of polar to non-polar lipids, and the amounts of oleic and
linoleic acids.
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