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I. OPCI DIO — GENERAL
1, Uvod — Introduction

Neprekidno povetavanje svjetskog pufanstva zahtijeva intenzivnije
iskorif¢ivanje i onih ZiveZnih namirnica koje su se do sada slabo ili
nikako upoirebljavale u prehrani. Medu njima se nalaze i samonikle
jestive gljive koje rastu u velikim koli¢inama u bjelogori¢nim i crno-
goriénim Sumama i po iravnjacima.

Gljive su ZiveZne namirnice bogate bjelandevinama s mnogo esen-
cijalnih aminskih kiselina, mineralnim tvarima, a sadrZe i vitamine (oso-
bito A, C i B-kompleksa). Zbog tefnosti te osebujne i ugodne aromatis-
nosti gljive su veoma cijenjene u kulinarstvi.

U drZzavama niskoga Zivotnog standarda, koje imaju dosta 3uma i
pogodno podneblje za rast gljiva, organizirano branje gljiva moze pom0c1
prehrani puka.

U industrijski razvijenim drZavama visokoga %ivoinog standarda,
evropskim i prekomorskim (Francuskoj, SR Njemackoj, Velikoj Britaniji,
Sjedinjenim Ameri¢kim DrZavama i Japanu), velike se kolidine gljiva
(uglavnom peéurke »Champignon«) industrijski proizvode i preraduju.

U doba ratova, kada je normalna opskrba stanovnika Ziveinim na-
mirnicama poremeéena, iskori$tivanje gljiva moZe biti veoma korisno za
prehranu.

Stoga nije cudno da su kemijska 1straz1van]a gljlva zapoceta prije
gotovo sto sedamdeset godina i da su u novije doba sve opseznija. Ipak
jo§ uvijek nema dosta rezultata, pa kennjsln ‘mehanizam u gluva nije
tako dobro poznat kao onai u voéa i povréa.

Mali broj istraZivagkih radova na domaéim gljivama bio je, uz ostalo
poticaj ovome radu.

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

1. sadrZe li jestive i otrovne gljive razliite koli¢ine ukupnih lipida,

2. razlikuju li se jestive gljive od otrovmh po koliéinama polarnih
i nepolarnih lipida,

3. postoje i 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 kolidinu i sastav lipida prehram-
beno najvrednije i

5. nalazi li se u nepolarnim lipidima istraZivanih gljiva arahidonska
kiselina, jedna od esencijalnih masnih kiselina, ilj je ona, analogno
zoolipidima, nazotna samo u polarnim lipidima.
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2. Opéenito o gljlvama — General considerations on mushrooms

Gljive tvore posebnu skupinu nizih biljaka, koje rastu uglavnom
na kopnu. Sistematika ih svrstava u stelinjate — Thallophyta. Od dru-
gih se thallophyta razlikuju po tome 5to ne sadrZe zelenoga biljinog
pigmenta-klorofila. Gljive su heterotrofni organizmi, tj. same ne izgra-
duju organsku ivar potrebnu za svoj Zivot i razvoj, nego je veé gotovu
uzimaju od drugih biljaka i Zivotinja, odnosno od njihovih ostataka.

One gljive koje iskoriéuju organsku tvar mrtvih organizama, maz-
vane su saprofiti, a one koje Zive na radun organske tvari %ivih organi-
zama, paraziti. Osim tih postoje i poluparaziti koji iskori3éuju organsku
tvar i Zivih i mrtvih organizama.

Po obliku su i veligini gljive veoma razli¢ite, no njihova je ana-
tomska grada jednolitna, po temu se razlikuju od drugoga miZ¥eg bilja.
Gljive su izgradene od cjevastih, manje ili viSe razgranatih stanica hifa,
koje nisu medusobno srasle, nego su samo isprepletene. Katkada raz-
granati sistem hifa tvori &itavo tijelo gljiva~-micelij koji se razvija na
razli¢itim supstratima. Gljive se razmnozavaju sporama mikroskopskih
velidina i njthov je oblik uvijek isti za odredenu vrstu.

U prirodi gljive imaju znadajnu ulogu. One kao heterotrofni orga-
nizmi pospjefuju razgradnju organske tvari i na taj maéin sudjeluju
u ciklusu oslobadanja i vraéanja anorganskih spojeva tlh.

Broj je gljiva u prirodi veoma velik, 50.000 do 60.000 vrsta. One
Su na osnovi morfoloskih i fiziolokih znadajka svrstane u pet velikih
razreda koji se dijele na redove, podredove, porodice, rodove i vrste (140): -

1. razred: Myxomycetes — sluznjade
II. razred: Archymycetes — praglijive
III. razred: Phycomycetes — algagice
IV. razred: Ascomycetes — mjeginarke
V. razred: Basidiomycetes — stapéare

U V. razredu Basidiomycetes — staptare — nalaze se sve viSe gljive,
& osnovna im je znacajka ta, da im se spore razvijaju na Stapicastom
ogranku micelija — bazidiji. Taj je razred podijeljen na dva pod-
razreda (104);

1. Phregmabasidiomycetes

Bazidija je viSestaniéna: rde i snijeti;
2. Holobasidiomycetes

Bazidija je jednostani¢na: prave gljive.

U podredu Holobasidiomycetes nalazi se velik broj gljiva, koje se
opéenito nazivaju »gljive«. Ono $to se u svakodnevnom 3ivotu naziva
gljivom samo je plodnjak, tj. rasplodni gljivin organ, koji se u veéini
sluajeva sastoji od dva dijela: strudka (stapke) i klobuka (glave). Pravo
vegetativno gljivino tijelo, micelij, Zivi u supstratu (pod zemljom) ili
u drvetu) i uglavnom je nevidliivo promatrasu.

Prema srodnosti gljiva podrazred Holobasidiomycetes podijeljen je na
dva reda, tri podreda i viSe porodica i rodova.
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1. red: Hymenomycetales — Plodnifarke (klobuéarke)
Bazidije tvore plodnicu ili himenij, koja pokriva &itavu gliivu ili
samo neke njezine dijelove (listie, cjevéice),
Podred: Agaricales — Listicarke

Plodnica (himenij) pokriva s donje strane klobuka radijalno pore-
dane listiée, U tom se podredu nalazi najveéi broj jestivih vrsta i velik
broj otrovnih gljiva.

Podred: Aphyllophorales — Nelisti¢arke

Bazidije u plodnici nisu na listiéastim lamelama. U taj su podred
svrstane porodice lisi®¢ice (Cantharellaceae), jefevice (Hydnaceae), grive
{Clavariaceae) i rupidavke (Polyporaceae).

Podred: Boletales — Vrganjevke (cjevarke)

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

IL. red: Gasteromycetales — TrbuSaste gljive

Plodnica (himenij) nastaje u unutrad$njosti gljive, a spore ispadnu
kada se dozrela gljiva rastvori na vrhu. Tu je svrstano nekoliko rodova
puhara {Scleroderma) i str8ak (Phallus impudicus), koje praktiéki nisu
jestive gljive,

Uz domaéi i latinski naziv gljive uobidajilo se mnapisati 1 kraticu
prezimena autora, koji je prvi opisao doti¢nu gljivu ili joj je dao ime.
U knjizi K. Blegeice »Gljive nadth krejeva« (13) nalazi se popis tih
autora. Evo krateg izvatka iz te knjige:

Pierre Bulliard (Bull.), francuski prirodoslovac (1740—7193.)

Eligs Magnus Fries (Fr.), §vedski botanicar (1794—1878.)

Harald Othmar Lerz (Lenz), njemacki uéitelj (1799—1870.)

Lucian Quelét (Quel.), francuski mikolog (—1899.)

Jacob Christian Schdffer (Schéff.), njemadki evangelistitki propovjednik (1718—
—1790.)

J. A, Scopoli (Scop.), talijanski profesor (1723—1788.)

Carlo Vittadini (Vitt.), talijanslki mikolog (1622—1703.).

U stru¢noj se literaturi osim domacdega i latinskop naziva gljive i kratice
prezimena autora veoma Cesto nalazi latinski naziv roda (plemena} i porodice gljive.
Na primjer:

kostanjevéica

Tricholoma conglobatum Vitt,
Tricholoma (rod)

Agaricacece (poredica)

Ako promatramo gljive kao ZiveZne namirnice, onda ih moZemo
podijeliti na jestive i otrovne. Vidljivih i sigumih znakova, po kojima bi
se odmah moglo sa sigurno3éu zakljuéiti je 11 neka gljiva otrovna ili
nije, do danas nema. Cesto se puta misli, da su otrovne one gljive, koje
na prijelomu mijenjaju boju ili puStaju mlijeé. To nije pouzdan dokaz.
Isto tako dobar tek gljive ne znadéi da je ona neotrovna.
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NajviSe gljiva raste u Sumama i na livadama u jesen, osobito ako
je jesen topla i vlaZna, no ima dosta velik broj gliiva koje rastu
vet od ranog ljeta {Tab. 1 i 2). : . .

Obitno se razlidite vrste jestivih gliiva u ve¢im koli¢inama pojavljuju
svakih nekoliko godina na istom podruéju. Neke vrste gljiva rastu samo
na odredenim tipovima tala. U bjelogoriénim se .3umama nalaze druk-
¢ije vrste nego u crnogoriénima. Neke vrste gljiva nisu nj toliko izbir-
ljive, pa se mogu naéi u razlifitim tipovima Suma ili izvan niih.

Velikom 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 razvoi plodnjaka potrebno
i nekoliko godina. .

Prehrambena vrijednost gljiva

Jestive se gljive zbog relativno velike kolidine bjelahéevina po
prehrambenoj vrijednosti nalaze izmedu mlijeka ‘i jaja. Iz analitidkih
rezultata, koje iznose Bogojewvski i suradnici (16) vidljivo je, da domaée
Jestive gljive peturka (Agaricus bisporus), vrganj (Boletus edulis), durde-
vaca (Tricholoma georgii) i sundanica (Macrolepiota procere) sadrie mnogo
esencijalnih amino-kiselina (osobito leucina i izoleucina, lizina i treo-
nina) pa su s biolosko-prehrambenog gledifta najvrednije. Osim toga
gljive se odlikuju odlifriom aromom, pa su u kulinarstvu vise cijenjene
i traZene nego i najbolje povrée,

Prosjetni - kemijski sastav (osnovni sastojei) od 34 analizirane do-
macée jestive gljive prema Bogojevskom i suradnicima (16) izgleda ovako:

voda 90,80 %o (81,80—95,70 %/0)
bjelanéevine 2,89 % ( 0,92— 7,30 %)
mast 0,59 % ( 0,25— 1,40 %)
ugljikohidratj 4,02 %o ( 1,01— 9,22 %)
celuloza ) _ 0,71 %o, { 0,22— 2,10 %)
pepeo 0,83 % ( 0,39— 2,00 %)
kalorije 30 cal (14,0 —60,0 cal u

100 g svjeze gljive)

Po fizioloSkom uginku Stetnih biljnih tvari na ljudski organizam
gljive su podijeljene u tri skupine.

U prvoj se skupini nalaze gljive, koje prouzrokuju u Ijudskom or-
ganizmu bolove u Zelucu i crijevima, muéno Znojenje, povratanje 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 (Tricholoma pardinum), kovara (Boletus luridus), bljuvara
(Russulg emetica), brezovka. {Lactarius torminosus), grahasta pedurka
{Agaricus meleagris) i karbolna peurka (Agaricus xanthodermus) .

Sve nabrojene gljive prvé skupine osim tigraste bjelosporke sadre
manje ili veée koli¢ine alkaloida muskarina, :
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Vegetacijski period nekih domaéih jestivih gljiva

(13, 51, 104, 143)

Tab. 1

Mjesec

Naziv gljive

| v | v |1 [ [ |

X | X | X1 [xu

Smréak
Morchelly esculenta + +

+

Cunjasti smriak
Morchella conica +

+

Peturka
Agaricus campestris.

Vrganj .
Boletus edulis

Panjevéica
Pholiota mutabilis -

Lisi&ica
Cantharellus cibarius

Turéin
Leccinum aurantium

Blagva
Amanita caesarea

Grmadica
Clitocybe tabescens

Velika suntanica
Macrolepiota procera

ZlatnoZuta griva
Clavaria qurea

Rujnica
Lactarius deliciosus

Zlatata
Xerocomus chrysentheron

Kostanjevéica
Tricholoma conglobatum

Vitezovka
Tricholoma flavovirens

Listopadna vitezovka
Tricholoma portentosum

% Glasnik za Jumske pokuse XVII

97



Vegetacijski period nejéeiéih domaéih otrovnik gljiva
(13, 51, 104, 143)
Tab. 2

Mjesec -
m | v [ v |vifvo|vin| x| x | x| xo

Naziv gljive

Rani hréak
Guromitre esculentg -+ -+ +

Crvenkasta cjepata

Inocybe patounillardi + + +

Bijela pupavka '

Amanita verna -+ + + + +
Otrovna puhara

Scleroderma aurantium + + - . + +
Panterovka

Amanite pantherina : + + + + +
Ludara -

Boletus satandas + + + +
Cunjasta pupavka

Amanita virosa + + 4+ o+
Znékasta pupavka

Amanila citrina - + + +
Bljuvara

Russule emetica + 4+ + +
. Tigrasta bjelosporka

Tricholome pardinum + 0 4+ -+ +
Brezovka .

Lactarius torminosus + + + +
Muhara . .

Amanite muscaria +  + 4+ * +

Zelena pupavka
Amanita phalloides + + + + +

Olovasta rudoliska i
Rhodophypllus sinuatus ' + 4+ + + +

Gljive druge skupine o3teéuju ZivCani sustav, a takoder sadrie
alkaloid muskarin. To su muhara (Amanite muscaria), panterovka (4Ama-
nitq pantherina), Zuékasta pupavka (Amanite citrina), crvenkasta cjepada
(Inocybe patouillardi) i neke vrste iz roda uleknjada (Clitocybe).
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U treéoj su skupini smrtno otrovne gljive: zelena pupavka (Amanita
phalloides), bijela pupavka (Amanita verna) i koniéna pupavka (Amanita
virosa). Te gljive sadrZe otrovne tvari faloidin i amanitin, koji raz-
graduju stanice jetre, bubrega, sréanog misi¢ja i Ziv@anog sustava. Prvi
se znakovi ofrovanja pojave deset do dvadeset safi nakon jela, pa

lijetnicka pomo¢ rijetko kada stigne na vrijeme (104).

Rasprostranjenost gljiva v zagrebadkom podrudju

U zagrebagkom podrutju ima cko 200 vrsta jestivih gljiva i petnaes-
tak nejestivih i otrovnih gljiva (13, 146).

Od toga vellkog broja najteSt¢e se nalaze i najpoznatije su:

a) Jestive gljive

b)

€)

blagva (Amanita caesarea)

biserka (Amanita rubescens)

velika suntanica (Macrolepiote procera)
turkinja (Lepiote naucina)

durdevata (Tricholoma georgii)
modrikaca (Tricholoma nudum)
kostanjevéica (Tricholoma conglobatum)
puza (Clitocybe mellea)

grmadica (Clitocybe tebescens)

bukovaéa (Pleurotus ostrecius)
panjevéica (Pholiota mutabilis)

pedurka (Psalliota campestris, Agaricus bisporus)
Sumarica (Psalliota silvatica)

mlijeénica (Lactarius piperatus)

srijeZ (presnac) (Lactarius volemus)
golubaca (Russula virescens)
ljubitastozelena krinica (Russula cyanoxantha)
lisi¢ica (Cantharellus cibarius)

vrganj (Boletus edulis)

prstenjak (Boletus elegans)

turéin (Leccinum aurantium, Boletus rufus)
kestenjasti vrganj (Boletus badius)

crni vrganj (Boletus cereus)

pasji vrganj (Boletus scaber)

pjeddarka (Boletus variegatus)

kravara (Boletus bovinus)

zlatada (Boletus chrysenteron)

maglen (Polyporus pes caprae)

Zemljata (Polyporus confluens)

Zuta griva (capica) (Clovaria flava)
zlatnoZuta griva (capica) (Clavaria aurea)
Zuta jefevica (Hydnum repandum)
velika gnojistarka (Coprinus comatus)

Nejestive gljive

kovara (Boletus luridus)

zelenjala (Boletus miniatoporus)

kravja balega (Boletus calopus)

tikvasta puhara (Lycoperdon gemmatum)

Otrovne gljive

zelena pupavka (Amanita phalloides)
bijela pupavka (Amanita verna)
Zutkasta pupavka (Amanite citrina)
panterovka (Amanita pantherina)
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muhara {Amanita muscaeria)
krastavka (Amanita spissa)
olovasta rudoliska (Entolomea lividum, Rhodophyllys sinuatus)

bljuvara (Russula emetica)

Iudara (Boletus satanas)

-otrovna puhara (Scleroderma aurantium)
brezovka (Lacterius terminosis)

3. Objavljeni podaci i rezultati o lipidima gljiva — Published data and
) result§ concerning the lipids of mushrooms

Prvi su rezultati ekstrakecije lipida (masti) gljiva objavljeni 1304.
godine. Izvorni naslov objavlienog rada glasi: »Bouillon — Lagrange
(E.) — Analyse de deux espéces 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 sastojaka
nekoliko vrsta jestivih gljiva. )

Objavljivanjem rada W. Thornere (141), »Uber eine im Agaricus
integer vorkommende organische Saure«, 1879, godine, podinju, u stvari,
kemijska istraZivanja lipida u gliivama. Thérner je u lipidima (masti)
smede krasnice (Agaricus integer = Russule integre) izolirao jednu
kiselinu, koja pripada redu octene kiseline &ija je bruto formula nakon
obavljene elementarne analize CysHyO,, a to je pentadekan kiselina, élan
homolognog niza masnih kiselina,

1883. godine Th. Bissinger (12) u eterskom ekstraktu mlijednice
{Lactarius piperatus) dokazao je nazodnost masladne i pentadekan kise-
ine.

Iste je godine objavljena disertacija K. Margewicza (88) pod naslo-
vom »Bestimmung der Nihrstoffe im essbaren Pilze«, Autor je nadao,
da se lipidi gljiva reda Hymenomycetes (plodnitarke) sastoje uglavnom
od glicerida palmitinske, stearinske i oleinske kiseline te male koli¢ine
slobodnih masnih kiselina. Zanimljiva su zapaZanja autora, koji je na
temelju analiti¢kih rezultata zakljudio, da se u plodnici (himeniju) nalazi
viSe lipida nego u klobuku i struéku analiziranih gljiva.

Nazotnost lecitina u lipidima lisiéice (Cantharellus cibarius) i vr-
ganja (Boletus edulis) dokazao je K. Fritsch (45) 1889. godine,

E. Opitz (102) je prvi autor, koji je objavio (1891. god.) rezultate
analiti¢kih istraZivanja jedne nejestive i jedne otrovme gljive. On je u
eterskom ekstraktu kovare (Boletus luridus) i panterovke (Amanite pan-
therina) pronaSao palmitinsku, stearinsku i oleinsku kiselinu i fito-
sterol. Na temelju velike kolidine slobodnih masnih kiselina — 62,3%0
odnosno 50% — zakljudio je, da se lipidi gljiva spontano razgraduju.

W. Heinisch i J. Zellner (58, 155) su u petroleterskom eksiraktu
muhare (Amanite muscaria) pronaslj propionsku, palmitinsku i oleinsku
kiselinu, .

U golemoj su puhari (Lycoperdon boviste) M, Bamberger i A. Land-
stedl (6) pronasli dva ergosterola i jednu neidentificrany 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 zakljuditi, da se masti gliiva razgra-
duju u velikoj mjeri’ (katkada i do 80%/). Autor vieruje, da je to enci-
matsko zbivanje, jako nije bio u moguénosti izdvojiti taj encim,

1911. godine su J. Bougault i C. Chareux (19) u gljivama roda Lac-
tarius (krhkolisne gljive) Lactarius plumbeum, Lactarius pyrogalus, Lac-
tarius theiogalus i Lacterius uvidus uz stearinsku kiselinu dokazali i
ketostearinsku kiselinu C,;H,;0,. .

Iste su godine A. Goris i M. Mascré (49) u ¥esnaest gljiva podreda
Agaricales (listitarke) 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 muscaeria). Osim toga on je iz muhare i sumporade (Nemato-
loma fasciculare) izdvojio jedan spoj iz skupine cerebrozida, koji nije
sadrzavao ugljikohidratnu komponentu, nazvan cerebrin.

U petroleterskom ekstraktiu ludare (Boletus satanas) L. Bard i J.
Zellner (7) su 1923. godine pronasli palmitinsku, oleinsku i linolnu
kiselinu i lecitin.

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

U gljivi Polyporus sulphureus iz roda Polyporus {Svrstocijevke) 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 i jo§ jednu sterolnu komponentu za koju autor pretpostavlja
da je spinasterol.

Slijedeti kronoloikim redom objavljivanje istra%ivadkih radova o 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
spominje kromatografsko istraZivanje lipida gljiva. Bonnet je odredio
kvalitativni sastav masnih kiselina u jedanaest jestivih gljiva uzlaznom
kromatografijom na papiru. Nepokretna je faza bila papir za filtriranje
impregniran 10%-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
peturke (Agaricus campestris: White, Golden White, Cream). Od ukup-
nih masnih kiseling 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, upuéuje na pretpostavku, da
aldehid koji nastaje autooksidacijom djeluje kao pospjeSujuéi 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 gnojiftarka) i Glomella cingulata
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kromatografijom na tankom sloju dokazao sterol estere, slobodni sterol,
trigliceride, digliceride i slobodne masne kiseline u frakeiji neutralnih
lipida, a u fosfolipidnoj frakeiji lecitin, fosfatidil etanolamin, fosfatidil
inozitol i difosfatidil glicerol. Osim toga autor je kvantitativno odredio
plinskom kromatografijom (GLC) masne kiseline vezane u trigliceridima
1 u fosfolipidima. I u trigliceridima, i u fosfolipidima nalazi se relativno
velika koli¢ina palmitinske kiseline. Trigliceridi sadrZe wvi%e oleinske,
a fosfolipidi viSe linolne kiseline.

M. Jasinskg i J. Szymczak (68) su 1966. godine, istraZujuéi lipide
kestenjastog vrganja (Boletus badius), turtina (Boletus rufus = Leccinum
aurantium) i lisi¢ice (Cantharellus cibarius} odredili acetilne brojeve,
koji su bili visoki na temelju fega pretpostavljaju da lipidi tih anali-
ziranih gljiva sadrZe hiroksikiseline odnosno mono- ili digliceride.

U. Bracco i suradnici (22) 1967. godine analizirali su lipide (kloroform-
-metanolski ekstrakt) dehidriranog micelija jestivih gljiva peturke (Aga-
ricus campestris) i lisi¢ice (Cantharellus cibarius). U suhoj je tvari pe-
turke bilo 2,55% ukupnih lipida, a u suhoj tvari lisi¢ice 5,37%. Kroma-
tografijom na tankom sloju necsapunjivih tvari pronadeni su steroli,
alifatski alkoholi, mono-, di- i triterpenoidi, tokoferoli, karotenoidi, neza-
siteni i zasieni alifatski ugljikovodici.

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

Plinskom kromatografijom (GLC) metilnih estera masnih kiselina
odredene su u pelurci miristinska, pentadekan, palmitingka, stearinska,
oleinska, linclna i arahinska kiselina, a u lisidici palmitinska, stearinska,
oleinska i linolna kiselina. Od ukupnih masnih kiselina najvie je bilo
linolne Kkiseline i to u miceliju pedurke 81,40%, a u miceliju lisidice
63,70%b.

A, Maggioni i suradnici (86) su 1968. godine odredivali sastav uzgo-
jene peturke (Agaricus bisporus} tijekom rasta u zavisnosti od dodanog
dudi¢nog 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,
balmitinska, palmitoleinska, margarinska, stearinska, oleinska, linolna, .
linolenska kiselina i jo§ dvije neidentificirane kiseline. Od ukupnih mas-
nih kiselina najviSe je bilo linolne kiseline i to 78% odnosno 70%.

Na temelju pristupanih literaturnih podataka o kemijskom istraZi-
vanju domacéih gljiiva, do sada je objavljeno samo pet radovaa.

K. Balenovié i suradnici (3) 1955. godine izdvojili su kvarterne baze
muskarinske serije iz oirovnice muhare (Amanita muscaria) koja je
ubrana u zagrebackoj okolici.

Iste su godine K. Balenovié i suradnici (4) izdvoijili erveni pigment
rusularodin iz otrovne gliive bljuvare (Russule emetfica) i proutavali
hjegove oscbine. Bljuvara je takoder potjecala iz okolice Zagreba.

1967. godine D. Bogojevski i suradnici (16) objavili su djelo u ko-
jemu opisuju odredivanje hranjive i bjelandévinske vrijednosti 34 vrsta
domacéih jestivih gljiva. Analizirane su gljive potjecale iz Bosne, Hrvatske
{Slavonije i Like), Slovenije i Crne Gore. .
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Iste su godine M. Kaié i suradnici (70) kvantitativno odredili koli-
¢ine Zeljeza, bakra i fosfora u osam jestivih gljiva zagrebadkog i sisatkog
podrutja.

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

O kemijskom istraZivanju lipida domaéih gljiva do danas nema
nikakvih podataka,

4. Lipidi — Lipids

Lipidi su sastojci biljnog i Zivotinjskog tkiva, netopljivi u vodi,
osim malobrmmh tznimaka, a topljivi u eteru, petroleteru kloroformu
benzenu i drugim organsklm otapalima koja se ne mijeSaju s vodom
(39, 111),

Do danas nema jedne opéenito prihvaéene podjele lipida. Tako Kauf-
moenn (71) lipide dijeli na:

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

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

3. sloZene lipide (saharolipidi i -lipoproteidi);

4. pratece tvari (sterini, 11pov1tam1m lipokromi, ug1]1k0v0d1C1 pro-
i antioksidansi te nosioci arome),

Deuel i Mechlenbacher (122) ih medutim dijele na:

1. jednostavne lipide:
a) neutralne masti,
b) voskovi (pravi voskovi, holesterol esteri i esteri wvitamina
AiD).
2. sloZene lipide:
a) fosfolipidi ili fosfatidi (glicerin fosfatidi, sfingomielin i fos-
fatidna kiselina), .
b) cerebrozidi (saharolipidi),
¢) sulfolipidi.
3. lipidne derivate:
a) masne Kiseline,
. b) alkoholi (ravnolanéasti alkoholi, sterini, vitamin A),
¢) ugljikovodici (alifatski, karotenoidi i skvalen),
d) vitamini D, E i K,

. White i suradnici (152) dijele lipide na:

masne kiseline,

neutralne masti (trigliceridi),

fosfatide:

a) derivati glicerol fosfata,

b) derivati sfingozina ili srodnih spojeva,

Sl S S N
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. 4. glikolipide: -
. a) derivati sfingozina,
b) derivati glicerola,
D. -alifatske alkohole i voskove;
6. terpene, - .
- 7. steroide.

. U novije se doba u znanstvengij literaturi {65, 91, 9:‘2, 100, 138) sve
vise susrece podjela lipida na dvije glavne-skupine i to na:

1. polarne lipide i
2. nepolarne lipide.

Polarni su lipidi spojevi &ije molekule sadr¥e jako polarne ili elek-
trizki nabijene skupine koje mogu biti usmjerene prema vodi ili nekoj
drugoj polarnoj molekuli odnosno polarnim skupinama, a u istom vre-
menu su nepolarni dijelovi njihovih molekula usmjereni od polarne
sredine, re-

Drugim rijetima, polarni su lipidi oni, koji fmaju fendenciju da
se jednim dijelom svoje molekule usidre u vodi, odnosno da zauzmu medu-
fazu izmedu nepolarne i polarne (vodene) faze. Fosfolipidi, cerebrozidi i
slobodne masne kiseline glavni su predstavnici polarnih lipida.

_ Polarne odnosno elektrizki nabijene skupine koje se nalaze u mole-
kulama polarnih lipida jesu: primarne i sekundarne fosfatne skupine,
karboksilna skupina, sulfatna skupina, primarna aminska skupina slo-
bodna i u e-polozaju prema karboksilnoj skupini ¢ kvarterna amonijska
baza. U polarne se skupiné ubrajaju jog esterske, eterske i vinileterske
skupine (vezovi) i nezasiéeni ugljikovodiéni lanci. o

U nepolarne.skupine spadaju zasifeni ravni i razgranati ugljikovo-
diéni lanci i mjeSoviti ugljikovodiéni prsteni npr. steroli i sterol esteri.

Nepolarni su lipidi takvi lipidi &ji je nepolarni dio molekule tako
nadmoc¢an (gliceridi) da se ne mijeSaju s vodom. Kada se npr. trigli-
ceridi mehanigki rasprie u vodi, oni se tada nalaze u obliku malih okrug-
lih kapljica €ija je dodirna povrsina u dodiru s vodom minimalna (55). .

Danas je, medutim, u kemijskim analiti®kim istraZivanjima prevla-
dala novija definicija polarnih i nepolarnih lipida koju je 1965. godine
objavio N. Nicolaides (100), On kaZe: »Nepolarni su lipidi ugljikovodici,
voskovi, sterol esteri, trigliceridi, slobodne masne kiseline, digliceridi,
monogliceridi i spojevi sliéne polarnosti, koji se sa stupca kremi¥ne kise-
line eluiraju istim nepolarnim otapalima. Polarni su-lipidi spojevi polar-
niji od monoglicerida, a obuhvaéaju ceramid i druge "sfingolipide i fos-
folipide«. e } :

Podjela lipida na polarne i nepolarne lipide veoma je prikladna, jer
ne obuhvata vitamine, pigmente, nosioce arome, prooksidante i anti-
oksidante, tzv. prateée tvari. .

U mnogim podacima, osobito u podacima o analitidkim kromatograf-
skim istraZivanjima lipida veoma se &esto pojavljuie naziv »meutralni
lipidi« (29, 66, 73, 76, 99, 106, 117, 133, 134, 135, 137, 142, 145, 147).
Potrebno je istaéi da je pojam »neutralne masti« jasan, jer se pod njim
podrazumijevaju gliceridi, odnosno trigliceridi (17, 108, 152), pa naziv
sneutralni lipidi« moZe izazvati pomutnju. Taj su pojam nedavno (1968.
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god.) protumatili V. Skipski i suradnici (135). Oni doslovce kazu: »Lipidi
koji u svojoj molekuli nemaju fosfora ni saharida, nazivaju se »neutralni
lipidi«. Unato¢ &injenici da svi.lipidi ove skupine nisu u kemijskom
smislu neutralni (kao npr. slobodne masne kiseline), taj jé naziv pri-
kladan jer se svi lipidi ove skupine razdvajaju nepolarnim. otapalimac.
(Razdvajanje nepolarnim otapalima odnosi se na kromatografsko razdva-
janje). Drugim rije¢ima, naziv »neutralni lipidi« istoznaénica je s nepo-
larnim lipidima. - :

Buduéi da struktura, rasprostranjenost u prirodi i nomenklatura
svih polarnih lipida nisu jo$ potpuno istraZene i opéenito prihvacene,
potrebno je o toj lipidnoj vrsti nesto viSe reci.

Polarni lipidi obuhvaéaju fosfolipide (fosfatide), -glikolipide i sul-
folipide. Molekule fosfolipida sadrie fosfor, glikolipida jednu ili viSe
molekula monosaharida, a sulfolipida sumpor.

Iako je ta jednostavna podjela polarnih lipida veoma &esta, novija
je podjela polarnih lipida, koju preporuduju G. Rouser i suradnici (116)
bolja. Oni polarne lipide dijele na -dvije glavne skupine: glicerolipide
(derivate glicerola) i sfingolipide (derivate sfingozina). Svaka od tih glav-
nih skupina cbuhvaéa po dvije podskupine: lipide s fosforom i lipide
bez fosfora. Ta podjela shematski izgleda owako: .

Polarni 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 sadrfe u molekuli jedan ili viSe
glicerolskih -ostataka (radikala) s kojima su u o,
B (1 i 2) poloZajima glicerola esterskim vezom ve- g H—C-0H .2
zane dugolandaste masne kiseline.

U glicerofosfolipidima je primarna alkoholna «  Hi—=01 3
skupina u a-polozaju glicerola esterificirana fosfor- z
nom kiselinom ili fosforiliranim spojeévima: holinom, glicerol
etanolaminom, serinom i inozitolom. Vezane masne
kiseline glicerofosfolipida jesu palmitinska, oleinska, linolna i linolenska,
kiselina (17). Iznimke su plazmalogeni u &jim se molekulama u o'~
-poloZaju glicerola umjesto masne .kiseline nalazi nezasi¢eni eter, od-
nosno vinil-eterski vez i alkoksi spojevi, u kojima se na istom mjestu
u molekuli nalazi gliceril eterski vez (116); Ti spojevi nisu nadeni u bilj-
nim glicerofosfolipidima (17).

Suglasno sa Sastryem, Katesom (120) i Bonnerom (17) zastupljenost
i raspored masnih kiselina u bilinim i Zivotinjskim glicerolipidima je ista.
U o’-poloZaju glicerola esterSki su vezane zasi¢ene masne -kiseline, a
testo i oleinska kiselina, U B-poloZaju glicerola vezane su nezasiéene
masne kiseline. :

]
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H_,_i:—ﬂ—[:H:CH—(CH_,_),—-CHa Hol—0—CHy—(CHy)—CHy

0 |
1l
HC—0OH R—C—0—C—H
|
H,C—DH HyC —0—P—0—CH;—CHy— M
U.
glicerit eter fosfolipid:
vinilni eter ' { «-alkoksi-fosfatidil etanolamin)

a) Glicerofosfolipidi: fosfatidna kiselina, fosfatidil glicerol, difosfa-
tidil glicerol (kardiolipin), fosfatidil holin (lecitin), fosfatidil etanolamin
(kolamin kefalin), fosfatidil serin (serin kefalin), fosfatidil inozitol, fos-
fatidil inozitol difosfat, fosfatidil inozitol trifosfat, fosfatidil plazmalogen.

Struktura spomenutih glicerofosfolipida prikazana je na slici 1.

Nazivlje glicerofosfolipida nije jo¥ potpuno ujednadeno, Stariji naziv
lecitin, kardiolipin, kolamin kefalin i serin kefalin nisu dovolino pre-
ciznj prema sadaSnjem znanju o konstituciji tih spojeva.

Iz strukture glicerofosfolipida (slika 1) vidljivo je da se svi osim
fosfatidil plazmolagena mogu teoretski smatrati derivatima diacil-u-gli-
cerofosforne kiseline koja je danas poznatija pod nazivom fosfatidna
kiselina (engl. phosphatidic acid). Na temeliu toga izvedeni su nazivi za
sve glicerofosfolipide upotrebom predmetka »fosfatidil«. To zna®i da
»fosfatidil« oznatuje glicerofosfolipid. Takvo je nazivije uglavnom pri-
hvaéeno, jedino je stari naziv lecitin za fosfatidil holin jo¥ ostao u
upotrebi (116).

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

Fosfatidil holin (lecitin), fosfatidil etanolamin i fosfatidil serin mogu
se pojaviti u jof jednom strukturnom obliku tzv. »lizo« obliku, u &joj
molekuli jedna hidroksilna (alkoholna) skupina glicerola nije esterifici-
rana masnom kiselinom nego je slobodna (136). Na primjer:

0
il
HaC—0—C—{CH,).~CH,
H—C—0H .
"
Hzr.—n——f—u—cHz—l:Hz—N*E{cHg3
I
lize fosfatidil holin ({lizolecitin)

S obzirom na jaku kvartarnu 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 serina jo$ se nalazi i karboksilna sku-
pina pa je jo§ Kiseliji.

Fosfatidil inozitoli se hidrolizom raspadaju na jedan mol'glicerola,
dva mola masnih kiselina, jedan mol inozitola i jedan, dva ilf tri mola
fosforne kiseline. B s

Plazmalogeni, 'kao 3to je veé spomenuto, u svojoj molekuli mjesto
masnih kiselina u a’-polozaju -glicercla imaju nezasi¢eni eter (vinil
eterski vez). Prema fosforiliranom spoju u a-poloZaju glicerola nazivaju
se fosfatidil holin plazmalogen, fosfatidil etanol plazmalogen (slika 1) i
fosfatidil serin plazmalogen. Prirodni su plazmalogeni lijevi oblici. Plaz-
malogeni bez dusiéne baze nisu nadeni u biljnim lipidima (152). '

b) Glicerolipidi bez fosfora: monogalaktozil diglicerid, digalalktozil
diglicerid, sulfolipid. - o -

Struktura glicerolipida bez fosfora prikazana je na slici 2.

Glicerolipidi bez fosfora razlikuju se od glicerofosfolipida po fome
Sto se u e~poloZaju glicerola ne nalaze-fosforilirani spojevi nego ugljiko-
hidratni ostatak, pa se zbog toga veoma &esto nazivaju »glikolipidimac.
Od ugljikohidratnih ostataka najéeSéi je galaktozin, pa su na slici 2
i prikazani derivati galaktoze. Od masnih su kiselina uglavnom zas-
tupljene palmitinska, oleiriska, linolna i linolenska kiselina (17). -

Lipidi koji u molekuli sadrZze sumpor, nadeni su i u biljnom i u
zivotinjskom svijetu. U Zivotinjskim se lipidima sa Sumporgm Ssumpor
nalazi u obliku sulfatnog estera, a*u biljnim u obliku sulfonske kiseline .
(vez —C—8—) (17.

Biljni sulfolipid pripada podskupini polarnih lipida glicerolipida bez
fosfora, U njegovoj molekuli je u a-~poloZaju glicerola.-vezana' a-D-glu~
koza (preko glikozidne skupine) na ¢ijem se Sestom ugljikovu atomu
nalazi sumpor u obliku sulfonske skupine. N ‘

U nazivlju glicerolipida bez fosfora nema razmimoilaZenja. Osim spo-
menutih naziva katkada se alternativno primjenjuje’ i medunarodno
Zenevsko nazivlje: .

monogalaktozil diglicerid ili 2,3-diacil-1-8-D-galaktopiranozil-D-gli-
cerol;

digalaktozil diglicerid ili 2,3-diacil-1-a-D-galakiopiranozil-1,6-B-D-
~galaktopiranozil-D-glicerol;

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

2. Sfingolipidi |

Sfingolipidi sadrZe u svojoj molekuli dugolandane baze, kao §to su
dvovalentni nezasié¢eni alkohol sfingozin ili srodan spoj, npr. amid masne
kiseline (116, 136). : ’

EHJ—(EHZ),Z—[IZ=(T'—[|ZH—EZH—CHZUH
H H OH NH;
sfin_gugin
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_ Dr_ul.{é_ije se dusitne baze nalaze u biljnim, a druksije u Zivotinjskim
Esfmlgohpldlma. Biljke imaju srodne baze sfingozinu, nazvane fitosfingozin
1, 116). -

. OH OH NH;
fitasfingozin

Ta je skupina polarnih lipida podijeljena na:

a) sfingofosfolipide: sfingomielin, ceramid amino etil fosfonat.

b) Sfingolipide . bez fosfora: ceramid, cerebrozidi, sulfatidi, gan-
gliozidi.

Struktura sfingolipida prikazana je na slici 2.

Najjednostavniji je sfingolipid ceramid pa se moZe smatrati matit-
nom tvari sfingolipida, Ostali su sfingolipidi sloZeniji derivati ceramida.
U ceramidu i njegovim derivatima nalazi se ostatak masnih kiselina

R—(=g Vezan amidskim vezom s aminskom skupinom sfingozina (152).

Drugim rijetima ceramid je spoj sfingozina i masne kiseline vezane kise-
linsko-amidskim vezom.

Hidrolizom jednog mola cerebrozida oslobada se jedan mol sfin-
gozina, jedan mol monosaharida (najéedée galaktoze, a katkada i glukoze)
i jedan mol masne kiseline. Ako se promatra cerebrozid kao derivat
ceramida, vidi se da je ma primarnoj alkoholnoj skupini ceramida gli-
kozidno vezana molekula monosaharida. Od masnih kiselina nazoéne su
zasi¢ene, nezasiéene i hidroksi kiseline. Tako se u cerebrozidu kerasinu
nalazj lignocerinska kiselina CH;—(CH,);;—COOH, u cerebronu (frenc-

Ch {0 ~CH—CH—COOR

OH OH
u nervonu nervonska kiselina CHy—(CH,),—CH=CH-—(CH,),;—COOH, a
u oksinervonu cksinervonska kiselina CHJ_(CHIH—EH‘-_—EH—(CHZ]]i—[I:H—CUUH

(101), OH

Sulfatidi su, zapravo, cerebrozidi koji na monoszharidu imaju sul-
fatnu skupinu vezanu esterskim vezom (vez C—O—S). Za sulfatide je
znagajno, da se nalaze samo u lipidima Zivotiniskog tkiva.

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 eeramid disa-
haridi pod imenom citozidi i globozidi. Njihove molekule sadrfe osim
ceramida tri ili etiri saharidna ostatka i heksozamin, ali nemaju sialnu
kiselinu.

Sfingomielin je sastavljen od nezasiéenog dvovalentnog amino alko-
hola sfingozina, masne kiseline i fosforiliranog holina. I u molekuli

zinu) cerebronska kiselina
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sialna kisetina
N-acetil galaktozamin {N-acetil neuraminska kiselina)

" 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 enemonae (116).

Jedan se dio polarnih lipida prirodnih tkiva nalazi povezan s bje-
landevinama u sloZenim spojevima proteolipidima. Proteolipidi nisu
topliivi u vodi negoe u organskim otapalima (1, 152).

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

5 Izdvajanje lipida iz biomaterijale — Isolation of lipids from biomaterial

Jedna je od najveéih tefkota u istraZivanju lipida izdvajanje ukupnih
lipida i njihovo rastavljanje na pojedinaéne komponente (55).

S obzirom na &injenicuy da skupni naziv lipidi obuhvaéa wvelik broj
organskih spojeva sliéne topljivesti, ali razliéite kemijske grade, uspjeSna
analiza lipida prvensiveno zavisi o potpunoj ekstrakeiji lipida i ukla-
njanju nelipidnih sastojaka, koji su nazoéni u svakom ekstraktu.

5.1 Ekstrekcijski postupak — Extraction method

Relativno velik dio lipida u biomaterijalu vezan je s bjelanéevinama
u obliku kompleksnih spojeva proteolipida, pa je potrebno te komplekse
razgraditi da se oslobode vezane lipidne komponente za ekstrakeiju
ukupnih lipida. U tu se svihu upotrebljuju dehidrirana otapala metanol,
etanol i aceton koja su toliko polarna da raskinu vez lipid-bjelantevina
(2, 59) i denaturiraju bjelanéevine (121).
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Buduéi da vedina lipida nije topliiva u polarnim otapalima meta-
nolu i acetonu, potrebno je tim otapalima dodati nepolarnih otapala, kao
§to su petroleter, dietil eter i kloroform (2, 55).

Ekstrakcija se lipida mo¥e obaviti vruéim ili hladnim otapalima.
»Hladnom ekstrakeijome, tj. na sobnoj temperaturi, izbjeéi ée se oksi-
dacija i razgradnja nekih lipidnih sastojaka. Osim toga, tijekom ekstrak-
cije na viloj temperaturi povetava se djelovanje lipolititkih encima (59).
Ekstrakcija na tempeératurama; nizim od 20 °C ogranicuje topljivost li-
pida (55).

5.2 Izbor sredstva za ekstrakeiju lipida — Choice ‘of agent for
the extraction of lipids -

LN

Petroleter, dietil eter (u daljnjem tekstu eter), kloroform, metanol
i etanol najpoznatija’'su i veoma &esto upotrebljavana sredstva za eks-
trahiranje Iipida (136).. Neki autori preporuZuju i n-butanol =zasiéen
vodom (94, 137).

Petroleter ne ekstrahira potpuno sve lipidne sastojke, a ekstrahira
i dosta nelipidnih tvari. Kloroform je u tom pogledu bolji. Jo§ je bolja
smjesa kloroforma i metanola jer ekstrahira gotovo sve lipidne tvari, a
nelipidne tvari neznatno (114). ;

U. Beiss (9) ne preporucuje eter za ekstrakeiju lipida, jer se tijekom
ekstrakeije mogu razgraditi polarni lipidi (fosfolipidi i glikolipidi). Osim
toga to ekstrakcijsko sredstvo ekstrahira manje nelipidnih tvari nego
eter. Zbog toga on preporuéuje smjesu kloroforma i etanola.

Prednost n-butanola zasitenog vodom pred petroleterom i etanolom
je u tome, 3to on razgraduje proteolipidske komplekse. No, n-butanol
ima manu, 3to se zbog visokog vrelista otapala prilikom otparivanja
otapala mogu lako oksidirati i polimerizirati linolna i druge nezasiéene
masne kiseline (94).

Uzevsi sve to u obzir, najbolie je ekstrakeijsko sredstvo za kvan-

titativnu ekstrakeiju ukupnih lipida biomaterijaia smjesa kloroforma i
metanola u volumenskom omjeru 2: 1, koju danas upotrebljavaju mnogi
znanstveni istrazivadi (5, 27, 28, 30, 34, 35, 44, 50, 53, 56, 64, 69, 72,
70, 76, 80-—82, 90, 96—98, 103, 112, 114, 115, 123, 125, 126, 128, 129,
132,133, 134, 138, 147). '
.. Otapalo (ekstrakcijsko sredstvo) se uklanja destilacijom 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
¢uvaju u hladioniku otopljeni u kloroformu, benzenu, heksanu ili u
smjesi kloroforma i metanola (2 :1 v/v) u atmosferi inertnog plina (du-
sika) (121).

5.3  Uklanjanje nelipidnih tveri iz lipidnog ekstrakta — Remowal
-of non-lipid substances from lipid extract

Odavno je poznato da nema takvoga selektivnog ekstrakeijskog sred-
stva, koje bi ekstrahiralo samo lipide i da svaki lipidni ekstrakt, hilo
kako pripravljen sadrii manje ili veée koli¢ine nelipidnih tvari, koje su
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topljive u vodi. To su siobodne aminske Ikiseline, bjelancevine, ugljikohi-
drati, urea i mnoge anorganske tvari. U nekim se sluéajima steroli i
sterolni esteri smatraju nelipidnim primjesama (95).

Osim $to se ti nelipidni sastojci otapaju u organskim otapalima koja
se upotrebljavaju za ekstrakeiju lipida, niithova nazo@nost i kolidina u
lipidnom ekstraktu zavise o topljivosti (mije$anju) jednih spojeva u
drugima. Fosfolipidi biomaterijala pokazuju veéu sposobnost otapanja
nelipidnih tvari nego druge lipidne vrste. Tako na primjer, ako-se u
polarnoj (fosfolipidnoj) frakciji nalazi fosfatidil inozitol, ta polarna li-
pidna frakcija moZe sadrzavati i do 8% slobodnih ugljikohidrata, dok
ih nepolarna frakcija sadrZi samo u tragovima (54, 121). .

Zbog toga je prije daljnjih analiti¢kih istraZivanja -lipida. potrebno
odstraniti te nelipidne tvari iz lipidnog ekstrakta.

G. B. Ansell (2) spominje nekoliko na&na za uklanjanje nelipidnih
tvari iz lipidnog ekstrakta: dijaliza vodene lipidne emulzije, proputanje
lipidnog ekstrakta preko stupca celuloze, Folchoy postupak pranja vode-
nom otopinom soli, a u novije se vrijeme primjenjuje propustanje lipid-
nog ekstrakta preko stupca »Sephadex« (118, 129, 131, 151).

Dijalizom se uklanjaju dusiéni i fosforni spojevi. Kromatogrr-gﬁjom
na stupcu praskaste celuloze odstranjuju se slobodne aminsgke kiseline, ali
na, tom stupcu ostaju adsorbirani fosfatidil inozitoli (2, 55).

Tako neki istraZivaéi uklanjaju nelipidne tvari iz lipidnog ekstrakta
pranjem ekstrakia’ vodom (64, 89, 132, 133) danas se najéedte primje-
njuje Folchov postupak (56, 75, 81, 82, 96, 103, 105, 148) i misli 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) eksirakt lipida pomije$a -s
vodom i ostavi nekoliko sati na miru. Polagana difuzija metanola dopusta
mehaniko mijeSanje i pomaZe uklanjanje nelipidnih primjesa. Buduéi
da se takvim postupkom gubi oko 1% 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) promué-
kaju razrijedenim vodenim otopinama mineralnih soli natrija, kalija,
kalcija ili magnezija (0,58% NaCl, 0,74%0 KCl 0,04% CaCl, i Q,034%
MgCls). Lipidnom se ekstraktu doda volumen otopine soli koji je 20%o
od volumena ekstrakta, tj. toliko da volumenski omjer kloroform : meta-
nol : otopina soli bude 8 : 4 : 3. Nakon razdvajanja u podetku nastale emul-
zije, u gornjoj se metanolsko-vodenoj fazi nalaze nelipidne primjese, a
u donjoj kloroformnoj fazi lipidi. Gubitak lipida, tj. njithov prijelaz u
metanolsko-vodenu fazu sprefavaju 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.

B Glasnik za Zumske pokuse XVII 113



6. Analiti¢ki postupci za odredivanie konstitucije lipida — Analytical
methods for determiming the constitution of lipids

Do danas nema jedinstvenoga analititkog postupka za kvantitativno
odredivanje individualnih sastojaka prirodnih lipida.

6.1 Klasiéni analiticki postupci — Classic analytical methods

1. Odredivanje analitiékih konstanata (brojeva) (40, 77),

2. Odredivanje slobodnih masnih kiselina i 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 femelju kvantitativnog
odredivanja fosfora.

Analili¢ke konstante ili karakteristitni kemijski brojevi karakte-
ristini 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 (C,—C,,) (Reichert-
-Meisselov broj, broj Polenske, broj A, broj B, ukupni broj niZih masnih
kiselina, broj maslaéne kiseline i broj ostatka);

3. brojevi za nezasiéene masne kiseline (jodni broj, rodanski broi,
dienskj broj, broj hidriranja i termo broj);

4. brojevi za oksimasne kiseline (acetilni broj i hidroksilni broj);

5. broj za keto kiseline (karbonilni broj).

Ti brojevi su analititke konstante, ali daju samo grubu sliku o
nazoénosti odredenih masnih kiselina.

Prirodni su lipidi heterogene smjese pa se primjenom samo kla-
siénih analitifkih postupaka ne mogu dobiti zadovoljavajuéi rezultati
kvantitativnih omjera pojedinih lipidnih sastojaka.

Noviji se analiti¢ki postupci zasnivaju na razdvajanju lipidnih smiesa
na polarne i nepolarne lipidne frakcije, a nakon toga se svaka frakeija
odvojeno analizira odredujuéi pojedinadne 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 Obrada acetonom — Treatment with acetone

S obzirom na &injenicu da su fosfolipidi slabo topljivi u acetonu,
a nepolarni (neutralni) lipidi dobro, obradom lipidnog ekstrakia viskom
acetona na niskim temperaturama (—20°C) moguée je iz lipidne smjese
odvojiti istaloZene fosfolipide. Odvajanje, medutim, ni na tako niskim tem-
peraturama nije potpuno jer jedan manji dio fosfolipida ostaje otopljen
u acetonu. Dodatkom anorganskih soli, kao $to je magnezijski klomd
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pospjesuje se kvantitativno talozenje fosfolipida (95), ali kvantitativni
rezultati nisu toéni jer u talogu fosfolipida zaostaje i magnezijski klorid.
Buduéi da su glicerolipidi bez fosfora, glikolipidi topljivi u acetonu,
obradom acefonom odvoje se iz lipidne smjese samo fosfolipidi, a ne
svi polarni lipidi. :

6.3 Protustrujna razdioba — Countercurrent distribution

Princip je protustrujne razdiobe mnogokratina ekstrakeija. Volumeni
jedne faze otapala napredujuéi u jednom smjeru dolaze u ravnoteiu 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 (prijeéi) u jednu ili drugu fazu nemijedajuéih
otapala. Ta tehnika zahtijeva relativno velike koli¢ine materijala (lipidne
smjese) i veliki broj prijenosa.

6.4 Kromatogrefija na stupcu — Column chromatography

Kromatografijom na stupcu adsorbensa, a osobito na stupcu silika-
-gela, mogu se lipidne smijese djelotvorno rastaviti na polarnu i nepo-
larnu lipidnu frakciju. NanoSenjem otopine lipidne smjese u kloroformu
ili eteru na stupac silika-gela i pranjem stupca istim otapalom, eluiraju
se nepolarnj lipidi, a nakon toga se jade adsorbirani polarni lipidi elui-
raju polarnim otapalom metanolom.

Velik broj autora metanolni eluat naziva fosfolipidnom frakcijom
(27, 106, 109, 124, 149), dok Stevan-Huston (137) i Sun-Horocks {138)
primjenjuju tofan naziv polarni lipidi, jer se metanolom eluiraju svi
polarnj 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 nepolarni lipidi (kloroformni eluat), druga frakeija su glikolipidi
(acetonski eluat), a treéa su fosfolipidi (metanolni eluat),

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

Katkada se kromatografija na stupcu primjenjuje za razdvajanie
lipidnih smjesa u viSe frakcija (15, 32, 76, 153). To se postize postepenim
mijenjanjem polarnosti eluenta. Kao primjer neka posluZi postupak D. R.
Bodya i suradnika (15):

Frakeija 1. heksan eluira ugljikovodike

Frakecija 2. 15%o benzena u heksanu eluira sterol-estere

Frakeija 3. 5% etera u heksanu eluira trigliceride i slobodne
masne kiseline

Frakeija 4. kloroform eluira mono-, digliceride i .
slobodne sterole

Frakeiia 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
hidrolitidke razgradnje odrede masne kiseline ili se svaka frakecija ras-
tavlja na pojedinaéne komponente kromatografijom na tankom sloju
adsorbenta.

8.5 Kromatografija na tankom sloju — Thin-layer chromatography

. Kromatografija na tankom sloju adsorbenta je novija analititka

kromatografska tehnika. Prvi istraZivaéi koii su uveli u analizu razdva-
janje na tankom sloju adsorbenta (aluminijskog oksida), bili su Izmailov
i.Shraiber. Oni su 1938. godine objavili svoja istraZivanja pod naslovom
»Primjena analize kromatogrefije kapi u farmaciji: (65), ali je kromato-
grafija na tankom sloju opéenito prihvatéena i nasla pravu primjenu
istom 1958. godine i otada se na veliko primjenjuje u analiti¢kim istra-
Zivanjima (14, 87, 136).

U kromatografiji na tankom sloju adsorbenta najéeSée se upotreb-
ljavaju adsorbenti silika-gel, aluminijev oksid, dijatomejska zemlja i
praskasta celuloza.

U istraZivanjima lipida kromatografija na tankom sloju adsorbenta
nagla je svoju potpunu primjenu pa je u velikom broju slu¢aja potpuna
konstitucijska analiza neke lipidne smjese skoro nemoguéa bez te ana-
liticke tehnike,. -
7 Prednosti kromatografije na tankom sloju adsorbenta pred kroma-
tografijom na stupcu i na papiru jesu:

1. bolje rastavljanje analizirane smjese na pojedinaéne sastojke;

2. brzo razvijanje kromatograma;

3.. potrebne koli¢ine uzorka za analizu su veoma male (najéeSte
0,1 mg analizirane smjese za jednu. mrlju na kromatogramu).

" 7. Analitidki postupei za odredivanje masnih kiselina — Analytical
. methods for determining fatty acids

_ Analiticki se postupci za kvalitativno i kvantitativno odredivanje
masnih kiselina mogu ‘danas s punim. pravom podijeliti na kemijske (u
Siresn smislu) 1 kromatografske postupke.

7.1 Kemijski postupci — Chemical methods
Kemijski postuf)c-i za odredivanje masnih kiselina ocbuhvaéaju:

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

7.12 Odredivanje slobodnih masnih kiseling — Determination of free
fatty acids

Muékanjem eterske otopine lipida 0,5 N vodenom otopinom kalijskog
hidroksida odvoje se sapuni slobodnih masnih kiselina, a iz njih se masne
kiseline oslobode sumpornom Kkiselinom. Qslchodene se masne kiseline
ekstrahiraju eterom te nakon otparivanja otapala i suSenja izvaZu (94).
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7.13 Odredivenje ukupnih masnih kiselina — Determination of total
fatty acids

Lipidi se saponificiraju alkoholnom otopinom IuZine (KOH), a iz
nastalih se sapuna ukupne masne kiseline oslobode solnom ili sumpornom
kiselinom. Tako oslobodene masne kiseline ekstrahiraju se eterom 1ili
petroleterom, pa nakon otparivanja otapala osude i izvaZzu.

7.14 Odvajangje hlapljivih masnih kiseling od mehlapljivih — Separation
of wvolatile fatty acids from non-volatile ones

Ako istraZivani lipidi sadrZe hlapljive masne kiseline (C,—C,;,), kao
na primjer ‘mlijeéni lipidi, potrebno je hlapljive masne kiseline -odvojiti
od nehlapljivih i onda odrediti njihove kolitine. Hlapljive se masne kise-
line odvajaju od nehlapljivih destilacijom hlapliivih masnih kiselina
strujom vodene pare (40, 61).

7.15 Rastavljanje nehlapljivih zasiéenih masnih kiselinag od nezasiéenih —
Separation of non-volatile seturated fatty acids from unsaturated
_fatty acids

Smjesa nehlapljivih, tj. viS§ih masnih kiselina (viSe od C,;) rastavlja
se na zasi¢ene i mezasicene masne Kkiseline jednim od slijedeéih pos-
tupaka:

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

Obradom alkoholne otopine masnih kiselina alkoholnom ofopinom
olovnog acetata iskristaliziraju olovne soli zasi¢enih masnih kiselina koje
se uklone filtriranjem, a nezasiéene se dobiju otparivanjem otapala iz
filtrata. Taj se postupak moZe primijeniti samo onda ako smjesa masnih
kiselina sadrZi preteZno palmitinsku kiselinu i ako ne sadrZi veée koli-
¢ine linolne i linolenske kiseline. U tom sluaju postoji opasnost oksi-
dacijskih promjena polinezasi¢enih kiselina tijekom oslobadanja masmh
kiselina iz njihovih olovnih soli.

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

Litijske soli polinezasiéenih kiselina dugih lanaca topljive su u 95%0-
~tnom acetonu. Taj se postupak primjenjuje ako su u smjesi masnih
kiselina nazofne polinezagicene masne kiseline s vife od osamnaest
ug1]1k0v1h atoma u lancu kao u ribljim uljima.

7.153 Tvorbg urec-kompleksa — Urea complex formation (26, 60)

Urea tvori sa svim ravnolanéanim masnim kiselinama komplekse,
adukte ili klatrate, zavisno od vrste masnih kiselina. Obradom smjese
masnih kiselina metanclnom ili vodenom otopinom uree najprije iskris-
taliziraju urea-kompleksi zasi¢enih masnih kiselina, zatim urea-kompleksi
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oleinske i na kraju urea-kompleksi polinezasiéenih masnih kiselina. Oslo-
badanje je masnih kiselina iz urea-kompleksa veoma jednostavno, jer
se raspadaju samim grijanjem u vitku vode.

7.154 Bertramov postupak — Bertram's method (11, T7)

Oksidacijom nezasiéenih masnih kiselina (najéeSée s KMnO,) nas-
taju dihidroksi kiseline, koje su netopljive u petroleteru, pa se tako
mogu odvojili od zasienih iz smiese masnih kiselina.

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

Postupak frakcijske kristalizacije masnih kiselina na niskim tempe-
raturama (—50°C i ni%Ze) veoma je jednostavan i praktidan postupak,
a festo se primjenjuje za -rastavljanje zasi¢enih od nezasiéenih masnih
kiselina, Zasi¢ene su masne kiseline slabije topliive od nezasiéenih u
nekim organskim otapalima (acetonu, petroleteru), pa se hladenjem
istaloze.

Obradom smjese masnih kiselina acetonom rastavljaju se linolna,
linolenska i polinezasiéene masne kiseline od oleinske i zasi¢enih, a obra-
dom eterom rastavlja se oleinska od zasiéenih masnih kiselina.

7.16 Odredivanje masnih kiseling frakcijskom destilacijom njihovih estera
Determination of fatty acids through fractional distillation
of their esters (40)

Nakon rastavljanja smjese masnih kiselina na zasiéene i nezasiéene
masne kiseline jednim od spomenutih postupaka: (7.151 — 7.155) u svakoj
se frakeiji masne kiseline esterificiraju metanolom uz 1% sumporne
kiseline, 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 doti®ne
frakeije.

717 Odredivanje nezasiéenih masnih kiseling alkalnom izomerizacijom
Determination of unsaturated fatty acids through alkaeli
isomerization (41, 55)

Zasiéeni su alifatski spojevi bezbojni, osim u dalekom UV-podrudju.
Nazotnost je dvostrukog veza uzrokom selektivnoi apsorpeiji u odgova-
rajuéem valnom podrudju. Buduéi da konjugirani sistemi, za razliku od
nekonjugiranih, daju osjetljive apsorpcijske maksimume u lako pristu-
patnom ultravioletnom podrudju, koji su dovolino specifidni da bi se
mogli primijeniti za odredivanje polinezasiéenih masnih kiselina, po-
trebno je smjesu masnih kiselina prevesti u konjugirane sisteme i nakon
toga obaviti spektrofotometriisko mjerenje. Izomerizacija nezasiéenih
masnih kiselina obavlja se grijanjem smjese masnih kiselina alkalnim
reagensom (obictno glicerolnom ili glikolnom otopinom kalijskog hidro-
ksida), po ¢emu je &itav postupak i dobio struéni naziv.
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Taj se postupak upotrebljuje za odredivanje polinezasi¢enih masnih
kiselina od dien do pentaen cis-kiselina. Nazotnost trans-kiselina, pig-
menata i konjugiran.ih masnih kiselina u istraZivanom uzorku onemo-
guéuju primjenu tog postupka.

Pojedine masne kiseline, koje se izlude iz smjese nekim od spome—
nutih postupaka, 1dent1f101ra_1u se odredivanjem kiselinskog broja, jod-
nog broja, infracrvenog i ultraljubicastog spektra, taliSta, pripravom ne-
kih karakterizacijskih derivata, a katkada 1 elementarnom analizom.

Zbog jednostavnijeg prikaza analiti¢kih postupaka za odredivanje
masnih kiselina, u »kemijskim postupcima« obuhvaéene su destilacija
vodenom parom i frakecijska kristalizacija, koje se Cesto kombiniraju s
drugim kemijskim postupcima u analizi masnih kiselina, pa bi se mogle
svrstati u »kemuske postupke u Sirem smislu«.

Razdvajanje 1 odredlvame pojedinih masnih kiselina iz njihove smjese
kemijskim postupcima vrlo ]e teZak i gotovo neostvarljiv posao.

U tu se svrhu danas najéesée upotrebliuju kromatografski postupci,
koji su mnogo djelotvorniii od kemijskih postupaka.

7.2 Kromatografski postupci — Chromatographic methods

U analititkim istraZivanjima masnih kiselina primjenjuju se svi
kromatografski postupei. 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 pokreine (mo-
bilne) faze (plinovite ili tekuée), koja je u ravnoteZi s nepokretnom (sta-
cionarnom) fazom i na razdiobi sastojaka smjese koja se analizira izmedu
tih dviju faza.

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

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

U adsorpcijskoj kromatoegrafiji pokretna je faza nepolarno otapale,
au razd]elnm polarno otapalo,

Kada je u razdjelnoj kromatografiji nepokretna faza slabo polarna (hi-
drofobirani adsorbent), a pokretna je faza hidrofilne 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 trigliceridi), a masne kiseline u slo-
bodnom stanju rastavljaju se razdjelnom kromatografijom i razd1e1nom
kromatografijom obratnih faza na stupcu (koloni) (26).
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Razdjelna kromatografija ne stupcu

Taj se postupak zasniva na razdiobi masnih kiselina izmedu dva ota-
pala (faze) koja se medusobno ne mijegaju.

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

Razdjelna kromatografija obrutnih faza na stupcu

Razdjelnom se kromatografijom obratnih faza dobivaju bolji rezul-
tati nego razdjelnom kromatografijom. Jedan od boljih takvih postu-
paka je postupak Marting i Howarda za razdvajanje dugolantanih zasi-
¢enih masnih kiselina (C;,—C,,) (55, 61).

Nepokretna je faza u tom postupku hidrofobiranj 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 kromatografskim postupcima na stup-
cu {koloni) ograniteno. Pokazalo se, da je svaki dvostruki vez u neza-
sicenoj kiselini uzrok eluiranju te kiseline zajedno sa zasienom kise-
linom, koja ima dva ugljikova atoma manje. Tako se oleinska kiselina
eluira zajedno s palmitinskom, a linolna s miristinskom kiselinom (55,
61},

1.22 Kromatografija na pepiru — Paper chromatography

Kromatografija na papiru uglavnom je razdielna kromatografija
obratnih faza. Nepokretna je faza papir za filtriranje, hidrofobiran petro-
lejskim ugljikovodicima visokog vrelista, silikonom, parafinskim ili mi-
neralnim uljem. Pokretna je faza polarno otapalo ili smjesa polarnih
otapala. .

Na papiru za filtriranje koji je impregniran silikonom, a pokretna
je faza "70%-tna octena kiselina, dobro se razdvajaju dugolandane zasi-
¢ene od nezasi¢enih 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 zasi¢enih i nezasiéenih 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 nezasiéene masne kiseline),

Kromatografija na papiru primienjue seé i za odredivanie estera
masnih kiselina, jer oni kvantitativno reagiraju s alkalnom otopinom hi-
droksilamina. Nastala hidroksilaminska kiselina tvori s feri ionima
(FeCly) plavi helatni kompleks (26).

120



R—COOR" + NH,0H O—H-*R ﬁ—l;lH +.R—0H

0 OH
R—F—NH + Fetd—w R—ﬁ—nlz—u +HY
0 OH 00
~/
Fe
plavi kompleks

7.23 Kromatografije na tankom sloju — Thin-layer chromatogrephy

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

Na silikoniziranom silika-gelu pokretna faza nitrometan-acetonitril-
-octena kiselina (75/10/10) razdvaja metilne estere masnih kiselina uklju-
¢ivEi vetinu kritiénih parova.

Pokretna faza eter-petroleter (1 :9) rastavlja na silika-gelu 1mpreg-
niranom srebrnimm nitratom metilne estere masmh kiselina na zasitene,
mono-, di- i polinezasiéene estere.

Za uotavanje razdvojenih estera najdeSfe se upotrebliuje univer-
zalni reagens 2,7-diklor flucrescein. Suhi se razvijeni kromatogrami prs-
kaju etanolnom otopinom reagensa, a mrlje razdvojenih estera otkri-
vaju se u ultraljubitastom svietlu (26).

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

7.24 Plinska k‘romatogmﬁja — Guas chromatography (34, -42. 62)

Plinska je kromatografija do sada najbolji analiti¢ki postupak za
kvantitativno odredivanje masnih kiselina prirodnih lipida. Tim se pos-
tupkom smjesa masnih kiselina, odnosnc njihovih estera, jasno i pot-
puno rastavlja na pojedinaéne sastoijke, §to nije moguée niti jednim
drugim kemijskim ili 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 naéina:

a) diferencijalnom adsorpeijom na krutom adsorbentu (plinska
adsorpeijska kromatografija; Ges-Solid-Chromatography GSC);

b) diferencijalnim otapanjem ili razdjeljivaniem u odgovarajuéoj
tekuéini (plinska tekuéinsko-razdjelna kromatograﬁ]a Gas- Ltqmd -Par-
tition-Chromatography GLC).
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Iako je tekuéinsko-razdjelna plinska kromatografija noviji postupak
od adsorpcijske plinske kromatografije, nasla je veéu primjenu u istra-
Zivanjima zbog sustavnog rada velikog broja istraZivaéa, osobito pos-
Ijednjih dvadeset godina,

I 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-
grafsku kolonu. Jate adsorbirani ili apsorbirani sastojeci ostaju u koloni
dulje, a oni koji se slabo adsorbiraju, putuju brie pa izlaze iz kolone
razdvojeni. Postupno izlaze iz kolone i ostali sastojci, ali nepotpuno
medusobno razdvojeni, a na kraju izlazi smjesa izvornog sastava.

Postupak istiskivanjem zasniva se na istiskivanju selektivno sor-
biranih sastojaka smjese plinom vece sorpcijske moéi od one sastojaka
uzorka.

Oba postupka — frontalna analiza i istiskivanje — ne dolaze u
obzir kao analiti®ki postupei. Oni se uspjedno primjenjuju u preparativne
svrhe za koncentriranje jednog sastojka iz smjese i za uklanjanje malih
koli¢ina nedistoéa.

Eluiranje ili ispiranje najvife se primjenjuje u plinskoj kromato-
grafiji jer se kolona neprekidno obnavlja inertnim plinom nositeljem.
Svi se sastojei mogu potpuno razdvojiti, a pomijeSani su samo s inert-
nim plinom, §to olak3ava kvantitativno odredivanje, a i vrijeme analize
je kratko. .

U postupku eluiranja odredena koli¥ina istra%ivane smjese unosi
se strujom inertnog plina nositelja u kromatografsku kolonu. Prolazeéi
kolonom, smjesa se razdjeljuje izmedu nepokretne {stacionarne) faze i
pokretne (mobilne) faze struje plina nositelja. Ako je razlika u sorpciji
pojedinih sastojaka dosta velika, onda je i brzina putovanja toliko raz-
ligita da nastaju razdvojeni slojevi ili vrpee u koloni. Plin nositelj ispire
iz kolone pojedine frakeije, koje odijeljene slojevima &istog plina nosi-
telja prolaze kroz uredaj za mijerenje koncentracije (detektor).

Obrada kromatografskikh 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 zadravane supstance za
baZdarenje, pa se prema podacima iz literature odredi nepoznati sastojak.

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

Za kvantitativno odredivanje sastojaka analizirane smjese upotreb-
ljuju se visina brijega i povr§ina brijega. Buduéi da linearna zavisnost
visine brijega o koncentraciji sastojaka vrijedi samo za kolidine uzorka
koje su manje od 10 pg, ¢eite se za kvantitativnu interpretaciju kroma-
tografskih podataka koristi povriina brijega.
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Povrina se brijega moZe izmjeriti planimetriranjem, mnoZenjem
visine brijega sa Sirinom brijega na polovici njegove visine, konstruira-
njem trokuta 3to ga tvore tangente povudene u totkama infleksije bri-
jega, vaganjem izrezanih bregova i automatskim integratorom.

Izratunavanje koncentracije pojedinih sastojaka analizirane smjese
mjerenjem povrSina bregova obavlja se na dva naéina.

Jedan je nadin upotreba ba%darne krivulje koja prikazuje omjer kon-
centracije odredivanog sastojka prema povrsini brijega.

Po drugom nadinu povriina brijega jedne komponente podijeli se
zbrojem povrina svih bregova, i koncentracija se komponente izrazi u
tezinskim postoteima.

Odredivanje masnih kiselina plinskom kromatografijom

Primjena plinske kromatografije u kvantitativnoj analizi masnih
kiselina potela je 1954. godine. Prvi analiti®ki postupak razradili su A. T.
James i A. J. P."Martin (67). Tim je postupkom razdvojena smjesa mas-
nih kiselina (do C;;) 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;» do Cj na sili~
koniziranom celitu. Razdvoieni metilni esteri masnih kiselina odredeni
su pomoéu diferencijalnog detektora na toplinsku vodljivost.

Danas je opéenito prihvaéena plinsko-tekuéinska razdjelna kromato-
grafija (GLC) metilnih estera masnih kiselina za kvantitativno odre-
divanje pojedinih masnih kiselina u niihovim 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 plinsko-
-kromatografski postupak za razdvajanje metilnih estera visih zasiéenih
i nezasiéenih masnih kiselina. Tim se nostupkom razdvajzju metilni
esterji masnih kiselina (C,, do C,;) na silikoniziranom celitu, na tempe-
raturi 257°C.

U tekuéinskoj razdjelnoj plinskoj kromatografiji za dobro razdva-
janie najva¥nija je razdjelna tekuéina (stacionarna faza). U novije doba
(1965—1970.) najceSée se za rastavljanje metilnih estera zasi¢enih i ne-
zasiéenih masnih kiselina fod C. dalie) upotrebliuje etilenglikolni ester
jantarne kiseline (etilenglikol sukcinat) na krutom nosatu kromosorbu,
razligitih granulacija (21, 52, 74, 107, 139).

Velik je napredak u plinsko-tekuéinskoj razdjelnoj kromatografiji
metilnih estera masnih kiselina uéinjen primjenom plameno-tonizacij-
skog detektora za mierenje plinovitih tvari na izlasku iz kromatografske
kolone. Taj je detektor prvi put opisao J. E. Lovelock (84) 1958. godine.

Plameno-ionizaciiski detektor je oko 100 puta osjetliiviii od detek-
tora na toplinsku vodljivost. Njegova relativna neosjetljivost na tem-
peraturu i promjene brzine prolaza plina nositelja uéinili su plinsku
kromatografiju gotovo idealnim postupkom za kvantitativno odredivanje
. masnih kiselina. Gotovo svi dana$nji uredaji plinske kromatografije
imaju plameno-ionizaciiski detektor.
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II. EKSPERIMENTALNI DIO — EXPERIMENTAL
8. Izbor gljiva za istraZivanja — Choice of mushrooms for inwvestigations

Za istraZivanja su izabrane slijedeée gljive uZeg i Sireg zagrebatkog
podrudja:

A. Jestive gljive Nalaziste
blagva (Amanite caesarea) Quel. Velika Gorica (Zagreb)
peturka (Agaricus bisporus) Lange Horvati (Zagreb)
velika sunéanica
(Macrolepiota procera) Sing. Zlatar (Hrvatsko Zagorie)
kostanjevdica
(Tricholoma conglobatum) Vitt. Stubica (Hrvatsko Zagorje)
grmacica (Clytocibe tabescens) Scop. Kraljevec (Zagreb)
zlatnoZuta griva (Clavarie aurea) Fr. MarkuSevac {Zagreb)
vrganj (Boletus edulis) Bull. Kraljevec (Zagreb)
turéin (Leccinum aurantivm) Bull, Zlatar (Hrvatsko Zagorije)
B. Otrovne gljive Nalaziste

zelena pupavka (Amanita phalloides) Fr.  Duga Resa
Zuékasta pupavka '

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

Fr. ex Schiff. Duga Resa
Iudara (Boletus satangs} Lenz. Duga Resa

Izabrane gljive za istrafivanja brane su u iesen 1968. i 1969. godine.

Od jestivih gljiva izabrane su najpoznatije domaée gljive koje go-
tovo svake godine rastu u zagrebatkoj okolici, a neke se od njih kao
grmatica (Clytocibe tabescens), kostanjevéica (Tricholoma conglabatum),
vrganj (Boletus edulis) i blagva (Amanite caesarea) prodaju {1 velikim
koli¢inama na zagrebadkim tr¥nicama. ’

Grmagica (Clytocibe tabescens) je u Zagrebu vrlo cijenjena jestiva
gljiva’'i mnogo je troSe, To je zapravo prava zagrebacka gljiva, jer po
dosadaSnjem znanju nalazi sé uglavnom u zagrebackoj okoli¢i, a nadena je
Jjo& i u Gorskom Kotaru. Zanimljive je da tu jestivu gljivu ne spominje
nama pristupaéna, inozemna stru¢na literatura, a ni domaéa osim knjiga
K. Blagaiéa (13) i M. Urbanija (143).

Buduéi da na zagrebatkom trziftu nema samonikle jestive ' gljive
peturke (Agaricus campestris), u istraZivake svrhe uzeta je industrij-
ski uzgojena (kultivirana) peturka {Agaricus bisporus) koja se, kad god
Je ima na trZiStu, nalazi na jelovniku zagrebatkih ugostiteliskih podu-
zeta kao kuliniarski specijalitet. Tu je gliivu do prije nekoliko godina in-
dustrijski” proizvodio »Vrtlarski kombinat Zitnjak« u Zagrebu, a danas
je proizvodi privatni proizvoda& Duro Petrovié iz Horvata kraj Zagreba. .
Od njega je i nabavljena.

124



Prilikom izbora gljiva za istraZivania uzete su u obzir i morfoloske
znadajke gljiva. Sve izabrane gljive, i jestive i otrovne, pripadaju pod-
razredu Holobasidiomycetes 1 redu Hymenomyceteles (plodni€arke), u
kojemu se nalaze gotovo sve prave gliive.

Sto se tite otrovnih gljiva, za istraZivanja su izabrane najpoznatije,
a i one, koje se zbog neupuéenosti puka najlakse zamijene s nekom jes-
tivom gljivom. Pri tome se imalo na umu, da izabrane otrovne gljive
budu #lanovi istog roda ili porodice kao i izabrane jestive gljive. Tako
je, na primjer, smrtna otrovnica (Amanita phalloides) &lan roda Amanita
i porodice Agaricaceae kao i jestiva blagva (Amanita caesarea), a obadvije
na osnovi morfoloskih znacajka pripadaju podredu Agaricales (listitarke).
U tom se podredu nalaze gotovo sve jestive i otrovne gljive.

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

Podjela je izabranih gljiva za istra%ivanja na osnovi botanicke
sistematike prikazana u tabeli 3.

Tab. 3
Razred: Basidiomycetes— Stapéare
Podrazred: Holobasidiomycetes — Prave gljive
Red I. Hymenomycetiales — Plodnitarke

Podred 1: Agaricales—Listidarke
Porodica: Agaricacede
rod: Amanita
vrsta: blagva (Amanita caesared) Quel.
zelena pupavka {Amanrita phalloides) Fr.
fuékasta pupavka (Amanite citrina) Gray
panterovka (Amanita pantherina) Quel.
muhara (Amanite muscarie) Hooke
rod: Agaricus
vrsta: peturka (Agaricus bisporus) Lange
rod: Lepiota
vrsta: velika sunéanica (Macrolepiota procera) Sing.
rod: Tricholoma
vrsta: kostanjevéica (Tricholoma conglobatum) Viit.
grmadica (Clytocibe tabescens) Scop.

Porodica: Rusulaceae

rod: Lactarius
vrsta: brezovka (Lactarius torminosus) Fr. ex Schéff.

Podred 2: Aphyllophorales — NelistiGarke

Porodica: Clavariaceae
rod: Clavaria
vrsta: zlatnozuta griva (Clavaria aurea) Fr.

Podred 3: Boletales — Vrganjevke
Porodica: Boletaceae

rod: Boletus
vrsta: vrganj (Boletus edulis) Bull.
turdin (Leccinum aurantium) Bull,
ludara (Boletus satanas) Lenz.
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9. IstraZivadki dio — Research

Istrazivatki se dio sastojao od:

8.1 bramja gljive i priprave uzoraka za analizu,
9.2 odredivanja koli¢ing vode odnosno suhe tvari,
9.3 odredivanja koliding ukupnih lipida:
9.31 ekstrakcije ukupnih lipida,
9.32 uklenjanja nelipidnih tvari iz lipidnog ekstrakta,
9.4 istraZivanja izdvojenih lipida:
9.41 odredivanja kolidina nepolarnih i polarnih lipide,
9.42 hidrolize nepolarnih i polarnih lipida,
0.43 izdvajanje masnih kiseling iz hidrolizata,
9.4¢ odredivanje sastava masnih kiselina plinskom kromato-
grafijom,
9.441 priprave metilnih estera masnih kiselina,
9.442 plinske kromatografije metilnih estera masnih ki-
selina,

9.1 Branje gljiva i priprave uzoraka zg analizu — Collection of mushrooms
and preparation of samples for analysis

Zdrave i neoStetene gljive odmah su nakon branja na nalazitu odis-
¢ene od Cestica tla, pijeska, iglica, ostataka liféa i drugih ne&istoéa. Istog
je dana u svjeZim gljivama odredena koli¢ina vode odnosno suhe tvari.
Ubrane su gljive izrezane nofem od nerdajuceg Celika na tanke plogke
oko 3 mm debljine, razastrte i dva dana sufene na zraku u Zraénoj i
suhoj prostoriji, Zra¥no sudeni naresci gliiva suSeni su zatim tri sata
u vakuum-suSioniku na 50°C pod sniZenim pritiskom (40 mm Hg).

Tako osuSeni uzorci gljiva ohladeni su u eksikatoru sa silika-gelom,
samljeveni u elekiriénom mlinu &ekiéary, prosijani kroz standardna sita
0,8 do 0,08* i spremljeni u smede staklene boce s brufenim staklenim
¢epovima, u kojima su &uvani u laboratoriju do podetka analize.

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

Koliéine vode i ostalih hlapljivih tvari odnosno suhe tvari odre-
divane su sufenjem uzoraka grijanjem sve dotle, dok se teZina uzoraka
nije vife mijenjala (144).

9.3 Odredivanje koli¢ing ukupnih lipida — Determination of total lipids

Odredivanje koli¢ina ukupnih lipida u uzoreima gljiva sastojalo se
od ekstrakcije ukupnih lipida i od uklanjanja nelipidnih tvari iz lipid-
nog ekstrakta.

& Priifs;ieb 0,8—0,08; TGL 4188, VEB Metallweberei, Neustadt — Orla.
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0.31 Ekstrakeije ukupnih lipida — 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 smijese
(17 ml po gramu dehidriranog uzorka), ostavljeno preko noéi i nastav-
ljena ekstrakcija na elekiritnoj mueékalici tri sata. Nakon filtriranja
kroz kvalitativni papir za filtriranje ponovljena je ekstrakeija sa 100 ml
kloroform-metanolne smjese, na elektriénoj mucékalici, i ponovno chav-
Ijeno filtriranje. Spojeni su filtrati suSeni bezvodnim natrijskim sulfatom.
Iz osuSenoga lipidnog ekstrakta natrijski je sulfat uklonjen filtriranjem.

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

Nelipidne su tvari uklanjane iz 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 polarnih
lipida u vodenometanolni sloj spretavaju kalijski ioni.

Iz kloroformnoga je sloja otpareno otapalo u rotirajuéem vakuum is-
parivaéu 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 jo§ dva puta, da se ostaci proteclipida
potpuno razgrade. Nakon zadnjeg uparivanja, suhi je lipidni ostatak
otopljen u smjesi kloroforma i metanola 1:1 (vfv) te filtriran kroz kvan-
titativni papir za filtriranje (bijelu vrpcu), da se uklone istalozene bje-
lantevine iz razgradenih proteolipida.

9.4 Istrafivanja izdvojenih lipida — Investigation of isoleted lipids

IstraZivanja izdvojenih lipida obuhvatila su: .
— odredivanje kolidina nepolarnih i polarnih lipida,
— hidrolizu nepolarnih i polarnih lipida,
_ — izdvajanje masnih kiselina iz hidrolizata i
— odredivanje masnih kiselina plinskom kromatografijom.

8.41 Odredivanje kolifing nepolarnih i polarnih lipidea — Determination
of content of non-polar and polar lipids

Ukupni su lipidi rastavljeni na mepolarne i polarne lipide kroma-
tografijom na stupcu silika gela (»Riedel« — Hannover). Oko 300 mg
ukupnih lipida otoplieno u 8to je moguée manje kloroforma nanijeto je
na stupac adsorbenta (& 15 mm X 350 mm). Nepolarni su lipidi eluirani
s 200 ml kloroforma, a polarni s 300 ml metanocla. Otapala su iz eluata
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uklonjena otparivanjem u rotirajuéem vakuum isparivadu, te su nakon
suSenja u v.akuum susioniku na 40°C pod sniZenim pritiskom (40 mm
Hg) i vaganja dobivene koliine nepolarnih i polarnih lipida.

8.42 Hidroliza mepolarnih i polarnih lipida — Hydrolysis of
non-polar and polar lipids

Hidroliza (saponifikacija) nepolarnih i polarnih lipida obavljena je
kuhanjem tih lipida u vodenometanolnoj otopini kalijskog hidroksida uz
dodatak nekoliko zrnaca plovudea pod povratnim hladilom dva i po sata.
Na jedan gram lipida dodano je 10 ml vodenometanolne otopine kalijskog
hidroksida (30 ¢ KOH + 40 m] H,0 -- 30 ml CH,OH)*.

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

Neosapunjive su tvari uklonjene iz hidrolizata ekstrakeijom petrol-
eterom. Jz zaostalih alkalijskih sapuna masne su kiseline oslobodene
solnom kiselinom, a zatim ekstrahirane petroleterom i eterom.

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

Nakon otparivanja otapala smjesa masnih Kkiselina je suSena jedan
sat u vakuum suSioniku na 37°C pod sni?enim pritiskom (40 mm Hg)
te je nakon hladenja u eksikatoru izvagana.

9.44 Odredivanje sastava masnih kiselina plinskom kromatografijorn
Determination of the composition of fatty acids by means
of gas chromatography

Kvantitativni omjer (relativni postoci) masnih kiselina u nepolarnim
i polarnim lipidima istraZivanih gljiva odreden je plinsko-tekuéinskom
razdjelnom kromatografijom (GLC) metilnih estera masnih Kkiselina.

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

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

Metilni su esteri masnih kiselina pripravljeni Metcalfe-Schmitzo-
vim postupkom (93), koji se zasniva na reakeiji masnih kiselina i meta-
nolne otopine bornog fluorida BF..

U izvaganu smjesu masnih kiselina dodano je 5 ml 12,5%/s-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 zrnaca plovudca te je zagrijavano na parnoj kupelji pod
povratnim hladilom toliko vremena, da reakcijska smjesa vrije todno
dvije minute a zatim je odmah tikvica i njezin sadr¥aj chladena mla-
zom fekuée vode.

Nastali su metilni esteri masnih kiselina dvaput ekstrahirani petrol-
eterom u lijevku za odjeljivanje. Petroleterski ekstrakti su prani vodom
do neutralne reakeije (indikatorski kongo papir ne mijenja boju) i osusSeni
bezvodnim natrijskim sulfatom koji je uklonjen filtriranjem. Otapalo
je iz filtrata uklonjeno otparivanjem u rotirajuéem vakuum isparivadu
na 37°C. ' :

Suhim je metilnim esterima masnih kiselina nakon uklanjanja petrol-
etera dodano nekoliko kapi etera pa su kapilarnom pipetom prenijeti u
male koni¢ne epruvete, iz kojih je eter uklonjen strujom dufika u vode-
noj kupelji od 37°C. Tragovi su etera uklonjeni suSenjem metilnih es-
fera jedan sat u vakuum suSioniku na 37°C pod sniZenim pritiskom
(40 mm Hg). Tako osuSeni metilni esteri su u tim malim koni¢nim epru-
vetama, zacepljenima gumenim ¢&epovima ¢éuvani u hladioniku do po-
tetka 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-tekuéinskom raz-
djelnom kromatografijom na plinskom kromatografu »Perkin-Elmer Va-
por Refractometer« Model 154D s plameno-ionizacijskim detektorom.
Pri tome je primijenjen postupak Zavoda za patofiziclogiju Veterinar-
skog fakulteta u Zagrebu.

Celitna kromatografska kolona dufine 2m i unutarnieg promjera
1/8 in&a (3,17 mm) napunjena je nepokretnom (stacionarnom) fazom eti-
lenglikolnim esterom jantarne kiseline, koja je nanijeta na kruti nosad
Chromosorb GAW-DMCS 80 do 100 mesha u omjeru 20:80. Kolona
se kondicionirala preko noéi na 180°C. Pokreina (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 kromatografske kolone bila je 180 °C,

c) brzina strujanja dusika, plina 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.

Uzorei metilnih estera masnih kiselina unijeti su »Hamilton micro-
syringe« brizgalicom (3trcaljkom) 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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Kvantifativni omjer pojedinih metilnih estera masnih kiselina odre-
den je planimetrijskim mjerenjem povriina bregova na kromatogramima
i kontroliranjem vrijednostima, koje su dobivene integratorom.

Relativni postoci masnih kiselina dobiveni su mnoZenjem kvocijenta
pojedinaénih povrsina i ukupne povrSine bregova sa 100,

10. Rezultati istraZivanja — Results of the investigutions

Rezultati su istraZivanja prikazani u pet tabela (Tab. 4—38).

Kolifine vode i suhe tvari u 100 g istraZivanih gljive

Tab. 4
U svieZim gljivama U sufenim gljivama '
Jestive gljive voda suha tvar voda suha tvar
g g 4

Blagva
Amanite caesarec 91,67 8,33 _ .20 92,75
Pelurka .
Agaricus bisporus 89,78 10,22 6,72 93,28
Velika sunéanica
Macrolepiote procera 89,79 10,21 237 90,63
Kostanjevtica
Tricholoma croglobaium 89,66 10,34 8,87 91,13
Grmatica
Clitocybe tabescens 90,16 9,84 8,46 91,54
ZlatnoZuta griva
Clavaria aurea 90,56 9,44 8,14 91,86
Vrganj ’
Boletus edulis 88,32 11,68 9,16 90,84
Turéin
Leccinum aeurantium 91,38 8,62 9,54 90,46

Otrovne gljive
Zelena pupavka .
Amanite phalloides 93,10 6,90 8,91 91,09
Zuékasta pupavka
Amanita citrina 90,01 9,99 8,86 91,14
Panterovka
Amanite panthering 91,85 8,15 9,75. 90,25
Muhara
Amanita muscarie 91,07 8,93 9,12 80,88
Brezovka .
Lacterius torminosus 91,97 8,03 9,56 90,44
Ludara
Boletys satanas 90,40 9,60 10,73 89,27

130



aArqop 'urpidny wiudnsn N eury
je[a1) alwo tuArie)juUBAY NS IUap
q: 'uigzaod waluaralwr wiyslirjeuuer g

9 EPqe)) eunpidy wWriurefod I WIwrel
aansal spiuowres ewprdrp wnuiepod T

[oSTY YIUSEW BI9)S9 YmuIiow werfojeurory ns o, (F L &

@S0 YIUSEW euweigoleulo

I BAP 1 8S JzZE[RU ®¥eqe] WISQ

TUAT

(g8 ‘qel) waynd ltf;}{suﬁge.x ns

-9STy Yrusew Toojsod TUATIRIRY (4, ¢

-odau n eurEsy Ylusewl (10o3sod

"(Daivsand Dpumuy) oaSe[q oAIl[S

wrurefodau n eur

-9IP0 BUIUILIF0)BWIOIN BU BAOSaX
8) Bul

16T

UKUPNI, NEPOLARN! | POLARNI LIPIDI U SUHOJ TVARI GLJIVA Tab. §

Omjer
JESTIVE GLJIVE Nepolarni odi Polarni od Eggto?cl;‘?rlah ;ﬁ?ﬁ# Ssgnc‘ilc? rrin
. Ukupni % |ukupnih % |ukupnit % U sufo] Evar polarnim
E.Irg%’r?ita cuesareq B.64 75,80 2297 55 197 K 532 :4
i%%ﬁggs bisporus 2.89 57,56 4052 hea i AR
K‘ﬂéﬁé&g&ag‘é@ﬂm 5,42 é4,82 36,00 335 494 478 :d
%?cﬁgﬁgicgonglob atom 4,24 49 40 49,42 207 207 400 :4
g{i‘;ggﬁgg tabescens 448 6492 3407 2,90 453 A,94 4
%E’ggﬁéum raava 526 | se3a “ip7 308 247 4,424
\B/g?e?gl Iedu!is 452 540 4892 2,45 2,03 4,20 14
-{grg{r“num aurantium S47 7094 2820 ‘ .4'57 AT4 254 =4
OTROVNE GLJIVE
iﬂ%nn?tcf Lg%ﬂg? des 43,46 7922 zo,qlz 1S 66 2,74 3,92 :4
E%cé-:gitaaggﬁggka 45,74 79,24 2040 w247 | e 3,944,
ﬁ?ﬁi@vgnuweﬂno 379 . | esez 16,96 1,45 220 5,244
: Kg‘;ﬁ&% muscaria 40,41 7145 2876 7,44 299 | 247
?ggm torminosus 8,90 7650 2234 Y 1,99 4214
nglgggs sotanas. .64 6802, 3z 4,52 208 249 : 4




g8l

POSTOCI MASNIH KISELINA NEPOLARNIH LIPIDA U GLJIVAMA Tab.&
. Omyjer
.. . zasicenih
Zasicene Nezasice- prema ne
JESTIVE GLIIVE rmasne ne masng zastéenim
kisaline . kiseline masnim
ukupno [42:0 440 450 46:0 47:0  {8:0 [ukupno [4a:4 e 474 18 48:2 483 20:% 20:4 YCao [Kiselinuma
Blagva . )
Amanita caesarea 23,46 | Ode 080 020 4795 435 | 76,56 0p9 5546 2041 1:326
Pedurka
Agaricus bisporus 24,3f | trog 74 4137 4O 549 | 75,42 ogy 594 G741 120 4: 340
Velika sunéarica
Macrolepiota procera| 29,54 | 030 435 057 241 240 | 7043 428 OGE 1566 4983 4258
Kostanievéica
Tricho!mma conglopatum | 2464 | trag 985 tmg 4082 og7| 78,04 Okt B34 6366 4:3,61
Gririacica
Clitoeybe tabescens 24,97 (1,25 0%4 04 4729 4,57 | 18Ol 5@7 3225 4009 4:355
Zlathouta griva
Clavaria auréq 2428 | 030 070 OT4 842 s42| 78232 (=12 48fo 2984 1:368
Vrganj ) '
Boletus edulis 1666 | tog osa 050 4289 229 | 232z 449 ‘2464 5739 1:499
Torcin
Leccinum aurantivm 2295 049 3B 4825 105 | 7704 303 . 037 27985 4609 1:3 36
OTROVNE GLJIVE
Zeleng pupavka ]
Amanita phallcides 28,00 32 082 3% 290| 71,98 428 5406 oG4 1: 257
Zuékasta pupavka .
Amanita citrine 26,57 trag trmg 2384 27e | 7272 cpo 552 1860 d:274
Panterovka .
Amanita pantherina 24 oo trag trea 4200 80| 7887 022 5784 20861 1: 3,76
Muhara .
Armanita muscaria 41599 029 045 1099 56| a39a 030 oM 4327 1:525
Brezovka .
Lactarius torminosus | 2928 | tag 039 ©ps 536 i | 6057 05t 3795 224 {:1,54
Ludara
Boletus satanas 2378 |tmg 042 4m 2074 18| 76,47 247 Og6 2591 4752 4:320
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POSTOCI MASNIH KISELINA POLARNIH LIPIDA U GLJIVAMA Tab.7

Omjer
. zasidenit
Zasicene Nezasice prema e
JESTIVE GLJIVE mashe " |ne masne 2asiCerim
kiseline kiseline mashim
vkupno| 42:0 44:0 45:0 46:0 A7:0 480 [UKUPNO |44 4G 474 4B 482 483 20:3 20:4 >Czo |kiselinama
Blagva ’
Amanita caesared | 187 | oso 4s2 03 402 224 | 8126 204 252 3996 282 a7 27 Aid B4
Padurka | | )
Agaricus bisporus | 209 1824 455 o1 299 | espt A ©O57  3E7 T4 Ohh 276 247 | 112,22
Velika sunanica
Macrolepiota procara| »2s 245 09 2685 A4z | 6872 logs 685 1348 2549 327 1222
Kostanjevdica .
Tricholoma conglobatum| 2427 655 o453 1587 142 | 7870 o4 o7 39 €783 340 4:342
Grmadica
Clitocybe tabescens 1994 ABD 420 o3 i526 o5 | BOvs 35 406 238 B45( 451 {402
Zlathazuta griva
Clavaria aureq 24,9 org  4a7 2657 4902 22¢ | GBoa 203 495 234 4097 4:243
Vrganj -
Bro?e,tus edulis AB57 | 047 407 O59 1549 0s5 | 8137 Q95 4255 @205 584 1:438
Turéin
leccinum aurantium | 22m oo 2> 678 i7o | 7783 3zh 225 243 4208 587 41352

OTROVNE GUWJIVE
Zelena pupavka

Amanita phdlloides | 2o8e Lite O 2258 24 | 6940 | 32 A0ge  4se 3276 ig@d 442 1227
Zudkasta pupavka ;

Amanita citring 3593 Shh A0 gASO 490 | Gaon | 36 980  2oa  3zET 1229 578 Ardg
Panterovko _

Amanita pantherina | 2064 Sie  OAt 963 Goh | Y934 248  Auh 4398 19236 232 EA 11384
Mubhara

Amanita muscaria | 820 053 oM 1250 446 | eAT? 093 O53 5375 7656 4:448
Brezovka

Lactarivs torminosus| =ge 218 of0 2778 wo | eBat 93 4T A48 3548 273 41244
Ludara

Boletus satanas 49,69 089 479 4478 o83  4vo | eqrs 478 Ag2  28% 43T 499 A407
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W POSTOCI MASNIH KISEUNA U UKUPNIM LIPIDIMA GLJIVA - . ' - Tab.8

Omjer
y t zasicenih
: zasicene nezasice- prema ne-
JESTIVE GUIVE masne .+ remasneg| - Zasicenim
. kiaeline kiseline mashim
vkupho 142:0 440 450 "lio 47:0 480 |ukupno [i44 4ed A7 IBM 482 483 203 2014 YCao |Kiselnamng
Blagva ‘ " . .
Amanitd coesarea 2205 | G25 o®8 0z lego 3s1 | 7653 098 057 Sk 129 o7  0@d 413,47
Pedurka ) '
Agaricus bisporls 26,56 i0os 442 030 478 | 7430 096 o@n AW G220 087 A3 oo | 4-2g88
Velika sundanica ) o ) -
Macrolepiota procera | 2954 | ofs 1M osh 2503 207 | e8z4 834 277 444 43g {18 1:2,34
Kostanjevdica . - . . -
Tricholomaconglobdium| 2256 | bog 806 om 131 A8 | 7550 043 OP6 875 ©4B ie7 - 135
Grmadica I
Clltoc.ykv:e tfobescens 2405 [ 43 A4o2 oz 4642- 128 | 7793 475 A28 AT AW 454 4:376
Zlatnotota griva
Clavaria aurea 2555 | o8 oFs 0% oM Qa2 294 | Tags {o7 opo  37er 3409 {1288
Vrganj
Bolatus edulis 1736 | o2 4ot o5y B33 167 | ais57 107 1896 5B52 262 1:469
Tordin
Leccinurh aurantium 2251 058 395 767 i | ves9 309 089 640 4455 166 4:340

OTROVNE GLJVE
Zelena pupcvka'

 Amanhita phalloides 2835 A5 o79 3% e7a | 7098 |omr 321 o088  Agwe 45T op3 41250
Zuékasta pupavka .

Amanita citring | 2824 109 Qg2 2375 318 | voa7 |o2r 267 o4 dem 7z i1 41250
Fanterovka . '

Mmi-?niw panthering 2073 082 007 M9 8. | 7799 O58 0z 550 % 037 456 11376
uharq . I
Amahita muscaria 1ego 035 oz loja - 435 | eazs Q47 05 6555 AT0B . 415, o

Brezovka
Lactarius torminosus | 2746 | tag o78 ops 4om2 2568 | ©1.54 . 24T A0e My UM fa:E) Lige
Ludara

Boletus satanas 2230 |trag os6 452 857 Ofe  A49 | 7677 317 05 fese 4593 o5 11344




Slika 3
EROMATOGRAM METILNIH ESTERA MASNIH KISELINA NEPOLARNIH:

LIPIDA BLAGVE (Amanita caesarea)
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Slika 4

KRCMATOGRAM METIINIH ESTERA MASNIH KISELINA POLARFIH LIPIDA BIAGVE (Amanita caesarea)
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III. RASPRAVA O REZULTATIMA — DISCUSSION OF RESULTS

1. Voda i suha tvar

Iz dobivenih istraZivadkih rezultata (tabela 4) vidi se da od svih
istra¥ivanih jestivih gliiva najviSe vode sadrZi sviefa blagva (Amanita
caesarea), tj. 91,67%, a najmanje svie¥i vrganj (Boletus edulis) 88,32%.
To znadi da u 100 g svieZeg vrganja ima najviie suhe tvari, tj. 11,68 g,
a najmanje u svijeZoj blagvi i to 8,33 g.

Prosjetna kolidina vode u istraZivanim jestivim gliivama bila je
90,16%, a suhe tvari 9,84%.

.U istraZivanim otrovnim gljivama najviSe vode sadrzi svieZa zelena
pupavka (Amanita phalloides), tj. 93,10%, a najmanje svjeia Zuckasta
pupavka (Amanita citring) 90,01%0, To znati, da u 100 g svieZe Zutkaste
pupavke ima najviSe suhe tvari, tj. 9,99 g, a najmanje u svjeZoj zelenoj
pupavci 1 to 6,90 g.

Prosjetna koli¢ina vode u istraZivanim otrovnim gljivama bila je
91,40%0, a suhe tvari 8,60%.

Prosjetna koli¢ina vode u svim istraZivanim i jestivim i otrovnim
gljivama bila je 90,69%, a suhe tvari 9,31%.

U sugenim gljivama bilo je prosietno 8,44% vode u jestivim i 9,49%
u otrovnim gljivama.

2. Ukupni lipidi

U 100 suhe tvari istraZivanih jestivih gljiva ima prosjetno 5,20 g
ukupnih lipida. NajviSe ih sadrZ blagva (Amanite ceesarea), tj. 8,64 g,
a najmanje pedurka (Agaricus bisporus) i to samo 2,89 g ukupnih lipida
u 100 g suhe tvari (Tab. 5).

U 100 g suhe tvari istraZivanih otrovnih gljiva ima prosjetno 11,49 g
ukupnih lipida. NajviSe ih je nadeno u suhoi tvari Zuékaste pupavke (Ama-
nite 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 pliiva peturka (Agaricus bisporus) jedina je industrijski
uzgojena gliiva od svih istrazivanih gljiva. Suha tvar peturke 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 pedurke prema literaturnim podacima (22, 48) sadrZe lipida
u kolidinama istog reda veli¥ine kao i uzgojena peturka, ne moZe se
zaklju@iti, da uzgojene gliive iste vrste odnosno roda sadrze manje lipida
od samoniklih gljiva.

3. Nepolarni i polarni lipidi

Ukupni lipidi istraZivanih jestivih gljiva sadrZe nepolarnih lipida
od 49,10% do 75,80%, prosjedno 61,57%, a polarnih od 22,77% do
49,12%0, prosjetno 37,09% (Tab. 5). Omjer je izmedu mepolarnih i polar-
nih lipida u istraZivanim jestivim gljivama od 1:1 do 3,32:1,
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Najvife se nepolarnih lipida nalazi u suhoj tvari blagve (Amanita
caesareq, tj. 6,55%, a najmanje u suhoj tvari konstanjeviice (Tricholoma
conglobatum} 2,07%. U kostanjevéici se nalazi jednaka koli¢ina nepo-
larnih i polarnih lipida i njihov je medusobni omijer 1:1,

Ukupni lipidi istra¥ivanih ofrovnih gljiva sadrie nepolarnih lipida
od 68,02% do 83,02%, prosjeéno 76,18%, a polarnih od 15,96% do
31,12%, prosjedno 23,06%. Omjer je izmedu nepolarnih i polarnih lipida
u dstraZivanim otrovnim sgljivama od 2,19:1 do 5.24: 1.

NajviSe se nepolarnih lipida nalazi u suhoj tvari Zuékaste pupavke
(Amanita citrina), tj. 12,47%, a najmanje u suhoj tvari ludare (Boletus
satanas) 4,52%0, _

Iz prikazanih rezultata u tabeli 5 vidljivo je, da istra¥ivane otrovne
gljive sadrZe znatno vi%e nepolarnih lipida od istrafivanih jestivih gljiva.

4. Masne kiseline nepolarnih lipida (Tab. 6)

A. Jestive gljive

U nepolarnim lipidima jestivih gljiva ima vife nezasiéenih nego
zasitenih masnih kiselina. Omjer izmedu zasiéenih i nezasiéenih masnih
kiselina je od 1:2,38 do 1:4,99. NajviSe se nezasifenih masnih kiselina
nalazi u nepolarnim lipidima vrganja (Boletus edulis) i to 83,22%, a
najmanje u nepolarnim lipidima velike sun&anice {Macrolepiota pro-
cera), tj. 70,43% od ukupnih masnih kiselina.

Od zasi¢enih masnih kiselina nazo#ne su laurinska (12 : 0), miristin-
ska (14:0), pentadekan (15:0), palmitinska (16:0) i stearinska kise-
lina (18:0).

Najvife ima palmitinske kiseline i to od 10,71% (pedurka — Agaricus
bisporus) do 24,81% (velika sun¥anica — Macrolepiota procerd), pa stea-
rinske od 0,97% (kostanjevéica — Tricholoma conglobatum) do 5,49%
(peturka). Nepolarni lipidi pedurke sadr?e i dosta miristinske kiseline,
6,74% od ukupnih masnih kiselina.

- U nepolarnim lipidima svih istraZivanih jestivih gljiva od nezasi-
Genih masnih kiselina nadene su palmitoleinska (186 : 1), oleinska (18:1),
i linolna kiselina (18 : 2), a samo u nevpolarnim lipidima velike sunéanice
i turéina (Leccinum aurantium) heptadecen kiselina (17 : 1), dok se lino-
lenska kiselina (18 : 3) nalazi =amo u nenolarnim lipidima pefurke (1,20%0).

- Od nezasi¢enih masnib kiselina ima mnogo oleinske i linolne kise-
line. Zanimljivo je da nevolarni lipidi nefurke (Agaricus bisporus) sadrfe
najmanje oleinske kiseline. samo 5.94%, a najviSe linolne kiseline i to
67,41%, od ukupnih masnih kiselina.

B. Otrovne gljive

U nepolarnim lipidima otrovnih-gljiva takoder ima vi%e nezasitenih
nego zasiéenih masnih kiselina. Omjer je izmedu zasiéenih i nezasi¢enih
masnih kiselina od 1:1,54 do 1 :5,25. Najvife se nezasiéenih masnih kise-
lina nalazi u nepolarnim lipidima muhare (Amanita muscaria), i to
83,98%, a najmanje u nepolarnim lipidima brezovke {Lactarius tormi-
nosus}, i to 60,57% od ukupnih masnih kiselina (Tab. 6).
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U nepolarnim lipidima istraZivanih otrovnih gljiva nadene su iste
zasiéene masne kiseline kao i u nepolarnim lipidima istrazivanih jes-
tivih gljiva.

Najvife ima palmitinske kiseline (16:0) od 5,38% (brezovka —
Lactarius torminosus) do 23,96% (zelena pupavka — Amanite phalloides).
Od toga uolljivo odstupa brezovka (Lactarius torminosus), u &ijim nepo-
larnim lipidima ima najviSe stearinske kiseline, i to &ak 33,16% od
svih masnih kiselina.

Palmitoleinska (16:1), oleinska (18:1) i linclna kiselina (18:2)
glavni su predstavnici nezasiéenih masnih kiselina, koje su nadene u
nepolarnim lipidima istraZivanih otrovnih gljiva. Jedino nepolarni lipidi
ludare (Boletus satanas) sadrie heptadecen kiselinu (17:1) i to samo
0,26%0 od ukupnih masnih kiselina.

U nepolarnim lipidima pravih otrovnica zelene pupavke (Amanita
phalloides), Zutkaste pupavke (Amanite citring), panterovke (Amanita
panthering) 1 muhare (Amanita muscerie) nalazl se mnogo vife oleinske
nego linolne kiseline, NajviSe je nezasicenih masnih kiselina nadeno
u nepolarnim lipidima muhare, i to 83,98% od ukupnih masnih kise- -
lina, a od toga je samo oleinske kiseline 70,41%0.

Nepolarnij lipidi i jestivih, i otrovnih gljiva sadrie viSe nezasi¢enih
masnih kiselina nego zasi¢enih.

Nepolarni lipidi otrovnih gljiva sadrze mnogo viSe oleinske kiseline
nego linolne, a nepolarni lipidi jestivih gljiva viSe linolne nego oleinske
kiseline. Iznimka su nepolarni lipidi jestive gljive blagve (Amanite cae-
sarea), u kojima je nadeno vie oleinske nego linolne kao i u otrovni-
cama, a takoder i nepolarni lipidi otrovne gljive ludare (Boletus satanas),
koji sadr¥e viSe linolne kiseline nego oleinske kao i nepolarni lipidi
jestivih gljiva.

5. Masne kiseline polarnih lipida

A, Jestive gljive

U polarnim lipidima istraZivanih jestivih gljiva ima viSe nezasiCenih
masnih kiseling nego zasiéenih. Omjer izmedu zasienih i nezasi¢enih
masnih kiselina je od 1:2,13 do 1:4,38. NajviSe se nezasicenih masnih
kiselina nalazi u polarnim lipidima vrganja (Boletus edulis), i to 81,37%,
a najmanje u polarnim lipidima zlatnoZute grive (Claveria aurea), od-
nosno 68,06%0 od ukupnih masnih kiselina (Tab. 7).

U polarnim lipidima svih istraZivanih jestivih gljiva od zasi¢enih mas-
nih kiselina nazotne su miristinska (14 :0), pentadekan (15:0), palmi-
tinska (16:0) i stearinska kiselina (18 :0). Laurinska je kiselina (12 :0)
nadena u polarnim lipidima blagve (Boletus caesarea), grmatice (Clito-
cybe tabescens) 1 vrganja (Boletus edulis), a margarinska kiselina (17 : 0)
samo u polarnim lipidima zlatnofute grive (Clavaria aurea).
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Najvife je nadeno palmitinske kiseline, i to od 10,21% (pefurka —
Agaricus bisporus) do 26,85% (velika sundanica — Macrolepiota procera).
(v)_stale su zasi¢ene masne kiseline zastupljene u mnogo manjim koli-
éinama.

Polarni se lipidi pedurke (Agaricus bisporus) razlikuju od polarnih
lipida drugih istraZivanih jestivih gljiva po tome, §to sadrZe veoma mnogo
miristinske kiseline, i to 15,24%b i relativho mnogo stearinske kiseline,
3,99% od ukupnih masnih kiselina,

U polarnim lipidima svih istraZivanih jestivih gliiva nadene su sli-
jedeCe nezasi¢ene masne kiseline; palmitoleinska (16 : 1), heptadecen
(17 : 1), osim u vrganju (Boletus edulis), oleinska (18 : 1), linolna (18:2) 1
arahidonska kiselina (20 : 4), osim u zlatnoZfutoj grivi Clavaria aureq. Je-
dino polarni lpidi pedurke (Agaricus bisporus) sadr¥e linolensku kise-
linu (18:3), i to 0,44% i 2,47% neidentificirane masne kiseline s vise
od 20 ugljikovih atoma u molekuli. Eikosatrien kiselina (20 : 3) nadena je
sameo u polarnim lipidima blagve (Amanita caesarea).

Od nezasi¢enih masnih kiselina u polarnim lipidima jestivih gljiva
najviSe ima linolne kiseline, od 32,82% (blagva — Amanite caesareq)
- do 67,23% (kostanjevéica — Tricholoma conglobatum). Polarni lipidi pe-
¢urke (Agaricus bisporus) i kostanjeviice Tricholoma conglobatum) sadrie
prema polarnim lipidima drugih jestivih gljiva neobi®no malo oleinske
kiseline,

Palmitoleinska kiselina je nadena u polarnim lipidima jestivih gljiva
u malim koli€inama. Iznimka su polarni lipidi velike sundanice (Macro-
lepiota procera), koji sadrie 10,23% palmitoleinske kiseline.

B. Otrovne gljive

I u polarnim lipidima istraZivanih otrovnih gliiva ima viSe nezasi-
¢enih nego zasi¢enih masnih kiselina. Omijer izmedu zasiéenih i nezasi-
jenih masnih kiselina je od 1:1,81 do 1:4,48. Najvife se nezasiéenih
masnih kiselina nalazi u polarnim linidima muhare (Amanita muscaria),
i to 81,77%. a najmanje u polarnim lividima Zuékaste pupavke (Amanita
citring), 64,04% od ukupnih masnih kiselina (Tab. 7).

U polarnim lipidima otrovnih gljiva nadene su iste zasi¢ene masne
kiseline kao i u polarnim lipidima jestivih gljiva. Jedino nije nadena
laurinska kiselina. NajviSe se nalazi palmitinske kiseline. do 24,50%, uz
iznimku -panterovke (Amanite pantherina), &iji polarni lipidi sadrfe samo
9,03%, palmitinske kiseline.

U polarnim lipidima svih istrazivanih otrovnih gljiva nadene su
slijedeée nezasiéene masne kiseline: palmitoleinska, heotadecen, oleinska,
linolna i arahidonska kiselina (osim u muhari — Amanite muscaria). .
Polarni lipidi zelene i Zuékaste pupavke (Amanita phalloides i Amanita
citring) sadrie i miristoleinsku kiselinu (14 : 1), a panterovke jof i lino-
lensku kiselinu. -

U polarnim lipidima otrovnih gliiva. kao.i u nepolarnim lipidima,
nadeno je mnogo viSe oleinske nego linolne kiseline. Iznimka su polarni
lipidi Iudare (Boletus satanas), koji sadrZe viSe linolne nego oleinske
kiseline.
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8. Masne kiseline u ukupnim lipidima gljtve

MnoZenjem relativnih postotaka masnih kiselina nepolarnih i polar-
nih lipida postocima mnepolarnih i polarnih lipida u ukupnim lipidima i
zbrajanjem dobivenih vrijednosti izraunati su relativni postoci masnih
kiselina u ukupnim lipidima (Tab. 8).

A, Jestive gljive

U ukupnim lipidima istraZivanih jestivih gljiva ima viSe nezasi-
¢enih nego zasi¢enih masnih kiselina. NajviSe ih ima u ukupnim lipidima
vrganja (Boletus edulis) i to 81,57%, a najmanje u ukupnim lipidima
velike sundanice (Macrolepiota procera), 68,34%. Omjer izmedu zasiéenih
i nezasiéenth masnih kiselina je od 1:2,31 do 1:4,69.

Od zasitenih su masnih kiselina nadene laurinska, miristinska, pen-
tadekan, palmitinska i stearinska kiselina. Jedine u peturci (Agaricus bis-
porus) i turdinu (Leccinum aurantium) nema laurinske kiseline. Marga-
rinska je kiselina nadena samo u zlatnoZutoj grivi (Claveria aurea).

U ukupnim lipidima istraZivanih jestivih gljiva ima najviSe palmi-
tinske kiseline, i to od 10,30% u peturci (Agaricus bisporus) do 25,03%
u velikoj sunéanici (Macrolepiota procera), pa stearinske kiseline od
1,18% u kostanjevéici (Tricholoma conglobatum) do 4,78% u pedurci. Pe-
¢urka su i kostanjeviica bogate i miristinskom kiselinom (10,06% od-
nosno 8,06% -od ukupnih masnih kiselina).

Palmitoleinska, heptadecen, oleinska, linolna i arahidonska kiselina
glavni su predstavnici nezasi¢enih masnih kiselina u ukupnim lipidima
jestivih gljiva, Jedino vrganj (Boletus edulis) ne sadrzi heptadecen
kiselinu, a zlatnoZuta griva (Clavaria aurea) arahidonsku kiselinu. Eiko-
satrien kiselina nadena je u blagvi (Amanite caesarea), a linolenska i
jedna neidentificirana kiselina koja ima viSe od dvadeset ugljikovih atoma
u molekuli nadene su u pedurci (Agaericus bisporus).

0Od nezasiéenih masnih kiselina najvife ima linolne kiseline, a zatim .
oleinske kiseline. NajviSe je linolne kiseline nadeno u ukupnim lipidima
kostanjevéice (Tricholoma conglobatum), i to 64,28%, a oleinske u lipi-
dima blagve (Amanita caesarea) 51,14%, Lipidi pedurke (Agaricus bis-
porus) i kostanjevéice sadrie iznimno malo oleinske kiseline (4,91%b
odnosno 8,76%0), Zanimljivo je, da je u ukupnim lipidima tih dviju jes-
tivih gljiva nadeno razmjerno mnogo miristinske kiseline, i to 10,06%
odnosno 8,06%¢ od ukupnih masnih kiselina.

Od esencijalnih masnih kiselina linolne, linolenske i arahidonske
kiseline, jedino pedurka (Agaricus bisporus) sadrZi sve tri. Ostale istra-
¥ivane jestive gljive sadrie linolnu i arahidonsku kiselinu, Iznimka je
zlatnoZuta griva (Clavaria aurea), koja ne sadrZi arahidonsku nego samo
linolnu kiselinu.

Kostanjevgica (Tricholoma conglobatum), peturka (Agaricus bisporus)
i vrganj (Boletus edulis) razlikuju se od ostalih istraZivanih jestivih
gliiva po tome, $to njihovi ukupni lipidi sadrZe velike koliine esenci-
jalnih masnih kiselina (linolna + linclenska + arahidonska kiselina),
i to kostanjevtice 65,95%, peturke 64,20%, a vrganja 61,54% od ukupnih

141



masnih kiselina. Preradunavanjem relativnih postotaka esencijalnih mas-
nih kiselina u lipidima istraZivanih jestivih gliiva na suhu tvar gljiva,
dobiveni su rezultati koji pokazuju da najvise -esencijalnih masnih kise-
lina sadrZi turdin (Leccinum aurantium) i to 2,85%, pa vrganj (Boletus
edulis) i kostanjevéica (Tricholoma conglobatum) 2,78% od ukupnih mas-
nih kiselina.

B. Otrovne gljive

I u ukupnim lipidima istraZivanih otrovnih gljiva ima viSe neza-
si¢enih. nego zasiéenih masnih kiselina. NajviSe nezasi¢enih masnih kise-
lina sadrZe ukupni lipidi muhare (Amanitq muscaria), 1 to 83,25%, a naj-
manje ukupni lipidi brezovke (Lactarius torminosus) 61,54% od ukupnih
masnih kiselina. Omjer izmedu zasi¢enih i nezasifenih masnih kiselina
jeod 1:1,66 do 1:5,01,

U otrovnim su gljivama nadene iste zasiéene masne kiseline kao i u
istraZivanim jestivim gljivama, jedino nema laurinske kiseline, Samo
su u brezovei (Lactarius torminosus) i ludari (Boletus satanas) nadeni
tragovi laurinske kiseline. Margarinska je kiselina madena samo u ludari,

Od zasi¢enih masnih kiselina u ukupnim lipidima istraZivanih otrov-
nih gljiva najviSe ima palmitinske kiseline, i to od 10,32% u brezovei
(Lactarius torminosus) do 23,75% u zuckastoj pupavei (Amanita citrina)
i stearinske kiseline od 1,49% u ludari (Boletus satanas) do 8,35% u
panterovei (Amanite pantherina), Iznimka je brezovka lipidi koje sa-
drZe neobiéno mnogo stearinske kiseline, tj. 25,680 od ukupnih masnih
kiselina.

Palmitoleinska, heptadecen, oleinska, linolna i arahidonska kiselina
jesu nezasi¢ene masne kiseline koje su nadene u istra¥ivanim otrovnim
gljivama. Jedina je iznimka muhara (Amanitg muscarie) koja ne sadrzi
arahidonsku kiselinu. Osim spomenutih nezasiéenih masnih kiselina u
zelenoj pupavci (Amanita phalloides) i u zuckastoj pupavci (Amanite ci-
trine) nadene su vrlo male kolidine miristoleinske kiseline {0,77%0 od-
nosno 0,27%). Samo panterovka (Amanita panthering) sadrzi linolensku
kiselinu, i to 0,37% od ukupnih masnih kiselina u ukupnim lipidima.

Od nezasi¢enih masnih kiselina najviSe ima oleinske i linolne kise-
line, U ukupnim je lipidima muhare (Amanita muscaria) nadeno naj-
viSe oleinske kiseline, i to 65,55%, a najmanje u lipidima ludare (Boletus
satanas), 26,46%. Ukupni lipidi ludare sadrie najviSe linolne kiseline,
i to 45,93%, a zelene pupavke (Amanita phalloides) najmanje, 15,76%
od ukupnih masnih kiselina. Ukupni lipidi muhare {Amanita muscaria)
sadrie majviSe nezasitenih masnih kiselina, od kojih oleinske kiseline
ima 65,55% od ukupnih masnih kiselina.

IV. ZAKLJUCCI — CONCLUSIONS
Sistematski su istraZivane jestive i otrovne gljive uZega i Sireg
zagrebatkog podruéja. Od toga je bilo osam jestivih i fest otrovnih gljiva.
Sve su istraZivane gljive osim jedne jestive (peturka — Agaricus bis-

porus) samonikle gljive zagrebadkog podrudja.
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IstraZivane su slijedeée gljive:

I. Samonikle jestive gljive:
blagva (Amanitq caesarea Quel),
velika sunéanica (Macrolepiota procere Sing.),
kostanjevéica (Tricholoma conglobatum Vitt.),
grmadica (Clitocybe tabescens Scop.),
zlatnoZuta griva (Clavaeria aurea Fr.),
vrganj (Boletus edulis Bull),
turéin (Leccinum qurantium Bull.).

II. Industrijski uzgojene jestive gljive:;
pedurka (Agaricus bisporus Lange).

III. Samonikle otrovne gljive:
zelena pupavka (Amanite phalloides Fr.),
zuckasta pupavka (Amanitg citring Gray),
panterovka {(Amanite panthering Quel),
muhara (Amenitea muscaria Hooke),
brezovka (Lactarius torminosus Fr. ex Schiff.),
ludara (Boletus satanas Lenz.).

U svjeZim su gljivama odredivane koli¢ine vode odnosno suhe tvari,
a u suSenim gljivama koli¢ine vode i ukupnih lipida.

U izdvojenim su ukupnim lipidima odredivane koli¢ine nepolarnih i
polarnih lipida i u njima sastav vidih masnih kiselina (relativni postoci)
plinsko-tekuéinskom razdjelnom kromatografijom (GLC).

Na osnovi dobivenih rezultata odredivanja koli¢ina vode, suhe tvari
i ukupnih lipida (Tab. 4 i 5) moZe se zakljuéiti:

1. U svjeZim istra¥ivanim jestivim gljivama bilo je prosje¢no 90,16%
vode i 9,84%0 suhe tvari.

Najvi%e je suhe tvari bilo u sviefem vrganju (Boletus edulis) 11,68%b,
a najmanje u svjezoj blagvi (Amanita caesarea), i to 8,33%.

2. U svieZim istraZivanim otrovnim gljivama bilo je prosje¢no
91,40% vode i 8,60% suhe tvari. NajviSe je suhe tvari bilo u svjezoj
Zutkastoj pupavei (Amanite citring) 9,90%, a najmanje u svjeZoj zelenoj
pupavci (Amanita phalloides), i to 6,90%. -

3. U suhoj tvari istraZivanih jestivih gljiva nadeno je manje ukup-
nih lipida nego u suhoj tvari istraZivanih otrovnih gljiva.

Prosjetna kolitina ukupnih lipida u jestivim gljivama bila je 5,20 g,
a u otrovnim gljivama 11,49 g u 100 g suhe tvarl

4, IstraZivane gliive roda Amanite sadrie vete koli¢ine ukupnih
lipida nego-istraZivane gliive drugih rodova.

* U rodu Amanite nalaze se jedine tri smrtno otrovne gljive. Osim
tih nalaze se CGetiri otrovne gljive, koje oSteéuju Zivéani sustav i dvije
jestive gljive. Od tih su gljiva istraZzivane jedna jestiva i cetiri otrovne.

U 100 g suhe tvari istraZivanih gljiva roda Amanita nadene su sli-
jedeée kolidine ukupnih lipida:

u jestivoj blagvi (Amanita caesarea) 8,64 ¢
u smrino otrovnoj zelenoj pupavei (Amanita phalloides} 13,46 g
u otrovnoj Zuékastoj pupavei (Amanita citrina) 15,74 g
u otrovnoj panterovci (Amanitg panthering) 13,79 ¢
u otrovnoj muhari (Amanita muscaria) 10,41 g
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Ti podaci potkrepljuju zakljuéak, da otrovne gljive sadrie vele
koli¢ine 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 vete koli¢ine nepo-
larnih lipida mego polarnih (Tab. 5). .

I istraZivane jestive gljive sadrfe veée kolitine nepolarnih lipida
ali ne sve, kao $to je slutaj 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 .
Amanity caesarea 1:3,32 Amanita panthering  1:5,24
turéin Zzuékasta pupavka
Leccinum aurantium 1:2,51 Amanite citring 1:3,94
grmadica zelena pupavka
Clitocybe tabescens 1:1,91 Amanitg phalloides 1:3,02
velika sunéanica brezovka
Macrolepiote procera 1:1,78 Lactarius torminosus 1 :3,42
peturka muhara
Agaricus bisporus 1:1,42 Amanita muscaria 1:247
zlatnoZuta griva ludara
Clavaria aurea 1:1,42 Boletus satanas 1:2,19
vrganj
Boletus edulis 1:1,20
kostanjevédica

Tricholoma conglobatum 1:1 &

Iz prikazanih omjera izmedu polarnih i nepolarnih lipida vidljive
su razlike u koli¢inama polarnih i nepolarnih lipida u istra¥ivanim jes-
tivim 1 otrovnim gljivama.

Jestiva gljiva kostanjevéica (Tricholoma conglobatum) sadrZi jednake
koli¢in€ i polarnih i nepolarnih lipida. Ostale jestive gljive sadrie malo
vete koli¢ine nepolarnih nego polarnih lipida, a jedino blagva (Amanita
caesarea) i turéin (Leccinum aurantium,) mnogo viSe nepolarnih nego
polarnih lipida. Iz toga slijedi zakljudak, da nazotnost veée kolidine
nepolarnih lipida od polarnih nije znagajka jestivih gljiva.

Na osnovi omjera izmedu polarnih i nepolarnih lipida u istraZziva-
nim otrovnim gljivama moze se zakljuditi, da je znacajka otrovnih
gljiva ta, da sadrze mnogo veée kolidine nepolarnih nego polarnih lipida.

Medutim, ne moZe se tvrditi da se poveéanjem otrovnosti gljive
jednoliko povetava koliina nepolarnih lipida. To je vidljivo iz prika-
zanog omjera izmedu polarnih i nepolarnih lipida. Najotrovnija gljiva,
smrina otrovnica zelena pupavka (Amanita phalloides) ne sadrii najveéu
koliéinu nepolarnih lipida, pa se prema omjeru izmedu polarnih i ne-
polarnih lipida nalazi na freéem mijestu.

2. U lipidima istraZivanih jestivih i otrovnih gljiva nadene su sli-
jedete masne kiseline:
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Zasidene masne kiseline:

12 : 0 — laurinska kiselina, 14 : 0 — miristinska klsehna, 15: 0 —
pentadekan kiselina, 16 : 0 — palrmtmska kiselina, 17:0 — margann—
ska Kkiselina, 18 : 0 — stearinska klsehna

Nezasi¢ene masne kiseline:

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

3. U lipidima svih istraZivanih, i jestivih, i otrovnih gljiva nadene
su zasitene masne kiseline miristinska, pentadekan, palmitinska i stea-
rinska kiselina, i nezasiéene palmitoleinska, oleinska i linolna kiselina
(Tab. 6, 7 i 8).

4. U kvalitativnhom sastavu masnih kiselina istraZivanih jestivih i
otrovnih gljiva nema wveéih razlika.

9. T u nepolarmm i u polarnim hpichma i jestivih i otrovnih gljiva
nalaze se veée koli¢ine nezasi¢enih nego zasiéenih' masnih kiselina (Tab
61 7. .

Omjeri izmedu zasi¢enih (ZMK) i nezasiéenih masnih kiselina (NMK)
u nepolarnim lipidima istraZivanih gljiva (Tab. 6) jesu:

Jestive gljive: ‘ ZME/NMK Otrovne gljive: ZME/NMK
vrganj . muhara o arT
Boletus edulis 1:4,99 Amanita muscaria -.1:5,25
zlatnozuta griva . panterovka .
Clavaria aurea 1:3,68 Amanity panthering  1:3,75
kostanjevéica  ludara
Tricholoma conglobatum 1:3,61 " Boletus satanas - 1:3,20
grmactica . . Zuékasta pupavka T
Clitocybe tabescens ~ 1:3,55 " Amanita citrina C1:274
turdin : zelena pupavka ' -
Leccinum aurantium 1:3,36 Amaritg phalloides 1:2,517
blagva : - brezovka
Amanite caesarea 1:3,26 Lactafius torminosus = 1:1,54
%e;;‘fféis bisporus 1:3,10 Srednja vrijednost 1:3,17
velika sunéanica -

Macrolepiote procera 1:2,38
Srednja vrijednost 1:3,62 ' T i

Od jestivih istraZivanih gljiva najvise nezasi¢enih masnih “kiselina
sadrze nepolarni lipidi vrganja (Boletus edulis), a od otrovnih gljlva
nepolarni lipidi muhare (Amanita muscaria).

" Omjeri jzmedu zasi¢enih (ZMK) i nezasmemh masmh klsehna (NMK)
u polarnim lipidima istraZivanih gljiva (Tab. 7). jesu:. T L A
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Jestive gljive: ZMK/NMK Otrovne gljiwe: ZMEK/NMK

vrgani muhara
Boletus edulis " 1:4,38 Amanita muscaria  1:4,48
blagva . ludara
Amanite caesarea 1:4,34 Boletus satanas 1:4,07
grmadica panterovka
Clitocybe tabescens 1:4,02 Amanita panthering 1:3,84
turdin zelena pupavka
Laccinum curantium 1:3,52 Amanita phalloides 1:2,27
kostanjevéica brezovka
Tricholoma conglobatum 1:3,12 Lactarius torminosus 1:2,14
peturka ) Zuckasta pupavka
Agaricus bisporus - 1:2,22 Amanite citring 1:1,81
velika sunéaniea N ..
Macrolepiota, procera ’ 1:2,20 Sredn]a vrijednost 1:3,10
zlatnoZuta griva ' -
Clavaria aqurea 1:2,13

Srednja vrijednost 1:3,24

Od istraZivanih jestivih gljiva najviSe nezasiéenih masnih kiselina
sadrZe polarni lipidi vrganja (Boletus edulis), zatim blagve (Amanita cae-
sarea) i grmatice (Clitocybe tabescens), a od istraZivanih otrovnih gljiva
polarni lipidi muhare (Amanita muscaria) i udare (Boletus satanas).

Omjeri izmedu zasiéenih (ZMK) i nezasiéenih masnih kiselina (NMK)
u ukupnim lipidima istraZivanih gljiva (Tab. 8) jesu:

Jestive gljive: ZMEK/NMK Otrovne gljive: ZMK/NMEK
vrganj muhara
Boletus edulis 1:4,69 Amanite muscaria 1:5,01
grmadica panterovka
Clitocybe tabescens 1:3,70 Amanite panthering  1:3,76
blagva ludara oo
Amanitqg caesarea 1:3,47 Boletus satanas 1:3,44
turéin zelena pupavka
Leccinum aurantium - 1:3,40 Amanite phalloides 1:2,50
kostanjevdiea Zutkasta pupavka’
Tricholoma conglobatum 1:3,35 Amanita citrine *  1:2,50
zlatnoZuta griva brezovka
Claualw;ia aureq 1:2,88  Lactarius torminosus 1:1,66
eféurka ;
DAgaricus bisporus 1:9,68 Srednja vrijednost 1:3,14
velika sundanica ¢
Macrolepiota procera 1:2,31
Srednja, vrijednost 1:3,31

Od istraZivanih jestivih gljiva najviSe nezasicenih masnih kiselina
sadrze ukupni lipidi vrganja (Boletus edulis), i to 81,57%, a od istra-
Zivanih otrovnih gljiva ukupni lipidi muhare {Amanita muscaria), i to
83,25% od ukupnih masnih kiselina (Tab. 8).
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Kada su postoci masnih kiselina u lipidima bili preradunani na suhu
tvar gljiva, dobiveni su rezultati koji pokazuju da najvise nezasi¢enih
masnih kiselina sadrZi od jestivih gljiva blagva (Amenita caesarea) i to
6,62%, a od otrovnih Zuckasta pupavka (Amanite citrina) 11,09% od
ukupmh masnih kiselina.

Otrovnost gljiva i kolidina nezasiéenih masnjh kiselina ne zavise
uzajamno jedna od druge. Smrina se otrovnica zelena pupavka (Amanite
phalloides) po koliCini nezasienih masnih kiselina u suhoj tvari gljive
nalazi na treéem imjestu, a po kolidini nezasiéenih masnih kiselina u
ukupnim lipidima istom na etvriom mjestu.

_ 6. Od zasiéenih masnih kiselina najvife ima u svim istraZzivanim
gljivama, i jestivim i otrovnim, palmitinske kiseline, a od nezasiéenih
oleinske i linolne kiseline (Tab. 8).

1. Sve istraZivane jestive gljive osim blagve (Amanita caesgrea) i
zlatnozute grive (Clevaria auren) sadrie viSe linolne nego oleinske kiseline.

Sve istraZivane otrovne gljive osim ludare (Boletus satanas) sadrie
viSe oleinske nego linolne kiseline,

Zanimljivo je, da jestiva gljiva blagva (Amanite caesarea) sadrzi
mnogo viSe oleinske nego linolne kiseline kao i otrovne gljive istog
roda Amanitae zelena pupavka (Amanite phalloides), Zuékasta pupavka
(Amanita citrina), panterovka (Amanite pantherina) i muhara (Amanita
muscaria).

Obratan je slutaj kod gljiva roda Boletus. Jestive gljive tog roda
vrganj (Boletus edulis) i turéin (Leccinum aurantium) i otrovna gljiva
ludara (Boletus satanas) sadrZe viSe linolne mego oleinske kiseline. -

8. Nazoénost esencijalne arahidonske kiseline mije bitna znacajka ni
jestivih, ni otrovnih gljiva. Ta kiselina nije nadena u jednoj jestivoj
gljivi zlatnoZutoj grivi (Claverig aurea) i u jednoj otrovnoj gljivi muhari
(Amanita muscaria), a nadena je u drugim istraZivanim gljivama (Tab. 8).

9. Esencijalna arahidonska kiselina nadena je samo u polarnim lipi-
dima istraZivanih jestivih i otrovnih gl]lva (Tab. ), pa je za potpunu
analizu masnih kiselina (kvalitativinu i kvantitativau) potrebno ekstra-
hirati ukupne lipide, 2 ne kao 5to se u veéini dosadadnjih sludajeva iz
bilja ekstrahiralo samo nepolarne lipide (petroleterski ili eterski ekstrakt)
poznatije pod nazivom masti i ulja odnosno neutralni lipidi.

10. Od istraZivanih jestivih gljiva turtin (Leccinum aurantium),
vrgan] (Boletus edulis) i kostanjevéica (Tricholoma conglobatum) sadrze
najviSe esencijalnih masnih kiselina (str. 142) pa su s tog stajahsta
prehrambeno najvrednije,

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

11. Na osnovi pokusnih rezultata (kolitina ukupnih lipida, omjefa
izmedu polarnih i nepolarnih lipida i koliéinskih razlika izmedu oleinske
i linolne kiseline) vidljivo je, da se istraZivane gljive botanitkog roda
Amanita razlikuju od istraZivanih gljiva drugih rodova.
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Bile su istrazivane slijedeée gljive roda- Amanita:

blagva (Amanite caesarea) jestiva gljiva
zelena pupavka (Amanita phalloides) smrtno otrovna
Zuékasta pupavka (Amanite citring) otrovna gljiva
panterovka (Amanite pantherinag) otrovna gljiva
muhara (Amanita muscaria) ) otrovna gliiva

Sve istrazivane gljive tog roda sadrfe veée kolid¢ine ukupnih lipida

u suhoj tvari gljiva (Tab. 5) od drugih istraZivanih gljiva.

Osim toga sve nabrojene gljive roda Amanite sadrie mnogo vise

nepolarnih nego polarnih lipida (Tab: 5).

Za sve je istraZivane gljive roda Amanite znaéajno to 3to sadrZe

mnogo vete koli¢ine oleinske nego linolne kiseline,

Na osnovi tih podataka moZe se zakljutiti, da gljive istog roda, i

jestive i otrovne, imaju odredene kemijske slitnosti, To su u prvom
redu kolidine ukupmh lipida, omjeri izmedu polarnih i nepolarmh lipida,
i koliéine oleinske i linolne kiseline. .
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Summary

Investigated were svstematlcallv 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 bisporus) 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., Clitocybe tabescens
Scop., Clavarie aurea Fr., Boletus edulis Bull,, Leccinum aurantium Bull.
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II. The industrially grown edible mushroom Agaricus bisporus Lange.

III. Wild-growing poisonous mushrooms: Amanite phalloides Fr.,
Amanity citring Gray, Amanita panthering Quel., Amanity muscaric
Hooke, Lactarius torminosus Fr. ex Schiff., 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 90,16% of water and
9,84“{9 of dry mafter, .

Most of the 'dry matter was found in fresh Boletus edulis — 11,68%
and least of it in Amanita caesareqa — 8,33%o.

. 2. Fresh poisono{,ts mushrooms had an average of 91,40% of water
and 8,60% of dry matter. .

. The largest amount of dry matter was found in fresh Amanita ci-
trina — 9,99%, and the smallest in fresh Amanite phalloides — 6,90%,

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.

The 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 Amanite contain consi-
derably greater quantities of total lipids than the investisated mush-
rooms of otlier 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 100g. of dry matter of the
investigated mushrooms of the genus Amanite are:

»  in the edible Amanita caesareq : 8.64¢g
in the death-causing Amanita phalloides 1346 g
in the poisonous Amanifa citring ' 154 g
in-the poisonous Amanita pantherina 13.7% g
in the poisonous Amanita muscarig 1041 g

These data bear out the conclusion that the poisonous mushrooms
contain a gréater 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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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} amocunt to: ,

Edible mushrooms PL/NL Poisonous mushrooms PL/NL
Amanite caesarea 1:3.32 Amanite pantherina 1:5.24
Leccinum aurantium 1:2,51 Amanita citrina 1:3.94
Clitocybe tebescens 1:191 Amanita phalloides 1:3.92
Macrolepiota procera 1:1.78 Lactarius torminosus 1:3.42
Agaricus bisporus 1:1.42 Amanita muscarig 1:2.47
Clavaria qurea 1:1.42 . Boletus satanas 1:219
Boletus edulis 1:1.20 s
Tricholoma conglobatum 1:1

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

The edible mushroom, Tricholoma conglobatum had equal amounts of
polar and non-polar lipids. The rest of edible mushrooms contained
slightly greater amounts of non-polar lipids than polar ones, and only
Amanita caesareq 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 Amanite 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 — heptadecene acid, 18 :1 — oleic acid, 18 :2 —lino-
leic acid, 18 :3 — linolenic acid, 20 :3 — eicosantrienoic acid, 20:4 —
arachidonic acid, ) Csy — 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 stearic acids, as well as unsaturated acids such as palmitoleie,
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—T7).

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

Edible mushrooms ZMK/NMK Poisonous mushrooms ZMK/NMK
Boletus edulis 1:499 °  Amanita muscarig 1:5.25
Clavaria aurea 1:3.68 Amanita panthering 1:3.75
Tricholoma conglobatum 1 :3.61 Boletus satanas 1:3.20
Clitocybe tabescens 1:3.55 Amanitg citring 1:2.74
Leccinum durantium 1:3.36 Amanite phalloides 1:2.57
Amanita caesareq 1:3.26. Lactarius torminosus 1:1.54
Agaricus bisporus 1:3.10 : .
Macrolepiote procera 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. T} amount to:

Edible mushrooms ZMEK/NMK Poisonous mushrooms ZMEK/NME
Boletus edulis 1:4.38 Amanita muscaeria 1:448
Amanite caesarea 1:4.24 Boletus satanas 1:4.07
Clitocybe tabescens 1:4.02 Amanita. panthering 1:3.84
Lecctnum aurantium 1:3.52 Amanita phalloides 1:2.27
Tricholoma conglobatum 1 :3.12 Lacterius torminosus 1:214
Agaricus bisporus 1:2.22 Amanita citrina 1:1.81
Macrolepiota procerd 1:2.20 .
Clavariag aureq 1:2.13 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-
Tea and Clitocybe tabescens, and of poisonous mushrooms the polar lipids
of Amanita muscariag and Boletus satanas.

The ratios of saturated fatty acids {(ZMK) to unsaturated ones (NMEK)
in the total lipids of the investigated mushrooms (Tab. 8) amount to:

154



Edible mushrooms ZMEK/NMK Poisonous mushrooms ZMEK/NMK

Boletus edulis 1:4.69 Amanita muscaria 1:5.0%
Clitocybe tabescens 1:3.70 Amanita panthering ~ 1:3.76
Amanite caesarea 1:3.47 Boletus satanas 1:3.44
Leccinum auraniium 1:3.40 Amanite phalloides 1:2.50
Tricholoma conglobatum 1:3.35 Amanita citring 1:2.50
Clavaria aurea 1:2.88 Lactariys torminosus 1:1.66
Agaricus bisporus 1:2.68

Ma_crolep'iotapprocem 1:231 Mean value 1:3.14

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 — 81,57%,
to be followed by poisonous mushrooms investigated, among which the
total lipids of Amanite muscaria contain 83,25% 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%0, while of poisonous mushrooms Ama-
nite citrina contained 11,09%0 of total fatty acids.

The toxicity of mushrooms and the contents of unsaturaied fatty
acids are not interdependent. According to the amount of unsaturated
fatty acid in the dry matier 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 Amanite caesa-
reg and Clavaria aureg — contained more linoleic than oleic acid.

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

Tt is not without interest to note that the edible mushroom Amenita
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, Amanitg citrina, Amanite pontherina and Amanita muscaria.

Tt 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 satenas, 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 acid was
not found in one edible mushroom, i. e. Claveria aurea, also in one poi-
sonous mushroom, Amanita muscarie, while it was found in 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. 7). Thus for a
complete (qualitative and quantitative) analysis of fatty acids is necessary

155



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 neqtral lipids.

10. Of the investigated edible mushrooms Leccinum aurantium,
Boletus edulis and Tricholoma conglobatum had the largest gquantities
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 lipid ratics, 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:

Amanitq caesareq edible mushroom
Amanita phalloides death-causing mushroom
Amanitg citring poisonous mushroom
Amanita pantherina poisonous mushroom
Amanite muscarig - . poisonous mushroom

All the investigated mushrooms of this genus contained greater quan-
tities of fotal 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 Amanite it is char-
acteristic that they had considerably greater amounts of oleic than
linoleic acid (Tab. 8). "

From the data obtained it may be inferred that mushrooms 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 mon-polar lipids, and the amounts of oleic and
linoleic acids. : -
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