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The author used column and thin layer chromatography to determine
the oecurrence and quantitative relationships of particular carotenocids in
fruit-bodies of fungi of the genus Amanita. & species were examined.

40 carotenoids were found to be present, 32 of these were identified.
Numerous carotenoids were demonstrated for the first in fungi.

WSTEP

Stwierdzone u grzybéw karotenoidy w wiekszosci (Czeczuga 1974)
stanowig albo prowitamine witaminy A, albo swoja aktywnoécia biologicz-
ng przypominajg ten zwigzek biologicznie czynny (Bauerfeind 1972).
Stad uzasadnione ostatnio zainteresowanie wystepowaniem tych barwni-
kéw w grzybach, Zawartos¢ poszezegolnych karotenoidéw u réinych ich
gatunkéw (Valadon, Mummary 1968) moZe byé pomocna w ba-
daniach taksonomicznych.

MATERIAL I METODY

Zbadano owoeniki Amanite citring (Schaeff.) S. F. Gray, 4. musecaria
(L. ex Fr.) Hooker, A. pantherina (D.C. ex Fr.) Secr., A. phalloides (Vaill.
ex Fr.) Secr,, A, rubescens (Pers. ex Fr.) S. F. Gray, A. spissa (Fr.) Kum-
mer, A. vaginate (Bull. ex Fr.) Quél., A. verna (Bull. ex Fr.) Pers. ex
Vitt. zebrane w latach 1972-1973 w Puszezy Knyszynsko-Bialostockiej.

Zebrany material zalewano 95 acetonem w butelkach z ciemnego
szkla i do chwili analizy przechowywano w lodéwee w atmosferze azotu.
Rozdzialu poszezegolnych barwnikéw karotenoidowych dokonano dzieki
chromatografii kolumnowej i cienkowarstwowe]j. Przedtem material pod-
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dano hydrolizie w atmosferze azotu w temperaturze pokojowej w ciagu
24 godzin. Po hydrolizie ekstrakt puszezano na kolumne wypelniong
AlLO,. Dlugosé¢ kolumn wahala si¢ od 15 do 25 em. Poszezegélne frakeje
eluowano uzywajac do tego roznych ukladow rozpuszezalnikow (Cze-
czuga 1972). Nastepnie eluent odparowywano, a pozostalos¢ po odparo-
waniu rozpuszczano w odpowiednim rozpuszczalniku celem wykreslenia
krzywej absorpcji; maksima sluzyly miedzy innymi do identyfikacji po-
szczegolnych karotenoidow. Maksima absorpeji oznaczano poslugujac sie
spektrofotometrem Unicam oraz Specol.

Niezaleznie od chromatografii kolumnowej uzyskany ekstrakt aceto-
nowy rozdzielano na poszezegélne pasma za pomocg chromatografii
cienkowarstwowej. Poslugiwano si¢ plytkami szklanymi o wymiarach
15 X 40 cm, ktére pokrywano silikazelem, nastepnie specjalna mikropi-
peta nanoszono ekstrakt acetonowy na lini¢ startu, uzywajac przy tym
rowniez roznych ukladow rozpuszezalnikow (Czeczuga 1972). Na-
stgpnie ustalono wartos¢ Rf wg powszechnie przyjetych zasad.

Identyfikacje poszczegolnych karotenoidow przeprowadzono na pod-
stawie maksimum absorpeji poszczegolnych frakeji, o wartosei Rf, o' test
epoksydowy, a takize o uzyskane stosunki epifazy i hipofazy (Czeczu-
ga 1974 a). Stosunki ilosciowe poszezegolnych karotenoiddow oznaczano
metodg Daviesa (Czeczuga 1974 a).

WYNIKI

Wykryto w badanych owoenikach grzybow 40 karotenoidow (tab. 1)
{10 nie udalo sie zidentyfikowac). Przedstawiono maksima absorpeji w roz-
nych rozpuszezalnikach zidentyfikowanych i nie zidentyfikowanych karo-
tenoidéw oraz ich stosunki epi- i hipofazy (tab. 1), Zestawiono rowniez
wystepowanie poszezegolnych karotenoidow oraz procentows ich zawar-
tos¢ w badanych gatunkach (tab. 2).

Amanite citrina (Schaeff.) S. F. Gray

Ustalono obecno$é osmiu karotenoidow. Sa to neurosporen, izokrypto-
ksantyna, rubiksantyna, saproksantyna, izozeaksantyna, zeaksantyna,
1"-hydroksyspirilloksantyna oraz 1,2-1",2"-tetrahydro-1,1".dihydroksyliko-
pen. Dominowaly zeaksantyna stanowigca 32,1% oraz 1'-hydroksyspirillok-
santyna wynoszgca 17,2% wszystkich karotenoidow stwierdzonych w owoc-
nikach A. citrina.

Amanita muscaria (L. ex Fr.) Hooker

Analiza chromatograficzna wykazala obecno$¢ rodoksantyny, rodowi-
briny, 2-ketorodowibriny, estrowej formy aleuriaksantyny, fleksiksantyny,
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Tabela 1 — Table 1
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Maksyma absorpeji i wspilezynniki epi- i hipofazy wykrytych karotenoidow

u badanych przedstawicieli Amanita

Maxima of absorption and coefficients of epi- and hypophase of detected
carotenoids in the examined represent actives of Amanita

; Wsp6t-
s Rozpuszczalnik — Solvent eiynnik
karotenoidu epi’fi hipo-
eter azy
Name of Sk heksan etanol benzen | ~oatficient
carotenoid el hexane ethanol benzene of epi- and
hypophase
1 2 3 4 5 6
p-carctene 421, 451, 478 100:0
<-carotene 37, 461, 494 100 : 0
canthaxanthin 467 5644
cryptoxantin 425, 452, 480 8614
neurosporene 414, 439, 466 | 416, 440, 470 100 : 0
neurosporaxan-

“thin 450, 477, 505 | 440, 472, 505 460, 486,515 100:0
fi-zeacarotene 440, 425, 450 427, 450 96: 4
rhodopin-13-ol 442, 464, 493 14 : 86
isocryptoxanthin 447,474 88:12
rhodoxanthin 496, 538 60 : 40
rhodovibrin 455, 465, 514 66 : 34
rhodopin 443, 470, 504 T4 1 26
yubixanthin 438, 459, 488 435, 463, 496 80 : 20
torulene 460, 484, 518 100:0
torularhodin 467, 501, 537 463, 493, 529 50 : 50
flavoxanthin 421, 450 | 400, 420, 446 | 400, 421, 448 0:100
flexixanthin 483, 510 37:63
capsorubin 455, 485, 520 1:99
capsanthin 475, 504 458, 484, 515 4:96
zeaxanthin 424, 448, 475 | 425, 450, 480 | 425, 451, 482 | 440, 463, 492 11:89
isozeaxanthin 446, 473 451,478 22:78
aleuriaxanthin 434, 460, 490 90 : 10
aleuriaxanthin

ester 434, 462, 493 12:88

deoxyflexixanthir 4717, 505 480 36 ; 64
plectaniaxanthin | 456, 482, 515 90: 10
plectaniaxanthin

ester 458, 484, 515 14 : 86
Iyeoxanthin 445, 475, 505 72:28
saproxanthin 445, 470, 500 29 - 78
2-keto-rhodo-

vibrin 485, 511, 546 40 : 60
1'hydroxy-spirillo-

xanthin 462, 492, 530 54 : 46
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cd. tab, 1
1 [ 2 | 3 i 4 | 5 | 6
1,2-1'%-tetrahy-
dro-1,1"-dihy-
droxylycopene 445,470,500 | 458, 485,520]  5:95
4-keto-torulene | 464, 492, 320 86:14
n—1 465,505,535 10:90
n—2 455, 503, 525 12:88
n—3 478,495,535 8:92
n—4 455, 505 30:70
n—5 455,495,545|  0:100
n—6 435, 460, 478 40: 60
n—17 445, 470,525 11:89
n—8 485,505| 14:86 -

kapsantyny, zeaksaniyny oraz 1,2-1"2'-tetrahydro-1,1"-dihydroksylikopenu.
W najwigkszej iloici wystapily 2-ketorodowibrina stanowigca 27,99,
wszystkich karotenoidéw oraz zeaksantyna (24,6%), kapsantyna (15,4%),
a takze pochodny likopenu-1,2-1'2'<tetrahydro-1,1"-dihydroksylikopen
(11,5%).

Amanite pantherina (D.C. ex Fr.) Seer.

Dominujgeym karotenoidem, podobnie jak w owocnikach Amanita
citrina, okazala sig réwnies zeaksantyna stanowigea 21,00/ stwierdzonych
karotenoidéw. Do dalszych dominujgeyeh karotenoidow zaliczy¢ nalezy
rowniez kantaksantyne stanowiges 16,8%) wszystkich karotenoidow; 14,7%,
stanowila aleuriaksantyna. Ponadto ustalono obecno§é jeszcze neurospo-
renu (10,1%), neurosporaksantyny (7.4%), likoksantyny (2,9%), 1"-hydro-
ksyspirilloksantyny (5,5%,) oraz deoksyfleksiksantyny (3,1°}). Jednej
frakeji, ktora w benzenie wykazala maksimum absorpcji w obrebie 465,
505, 535 mm, a stosunek epifazy do hipofazy jak 10:90, nie zidentyfiko-
wano; karotenoid ten stanowil 13,5%; stwierdzonych karotenoidow.

Amanita phalloides (Vaill. ex Fr.) Secr.

Analiza chromatograficzna wykazala obecnosé neurosporenu, fleksi-
ksantyny, rodopiny 13-ol, izozeaksantyny, torularodyny oraz 1,2-1"2"-te-
trahydro-1,1"-dihydroksylikopenu. Dwaéch frakeji nie zidentyfikowano.
Pierwsza w efanolu wykazala maksimum absorpcji w zakresie 435, 500
i 525 nm, wspolezynnik epi- i hipofazy 12:88; stanowila ona 20,3%, wszyst-
kich karotenoidow. Druga frakcja w benzenie wykazala maksimum ab-
sorpcji w obrebie 478, 495, 435 nm, wspoleczynnik epi- i hipofazowy jak



Tabeln 2 — Table 2
Proceniowa zawarlosé poszezegolnych Kkarotenoidéw u badanych przedstawicieli
Amanita
Per cent content of particular carotenoids in the examined representative of Amanita

‘Gatunki — Species

Nazwa karotenoidow
Name of caroteaoids

A, citrina

A, muscaria

A. pantherina

A, phalloides

A, rubescens

A, vaginata
merna

3
3
<

A,

f-carotene
y-caroiene 4,4
canthaxanthin 16,8 25
cryptoxantin 16
neurosporene 2.5 10,1 1,8 16
neurosporaxanthin 4 4.2 29,6
fi-zeacarotene 46
rhodopin-13-0l 2, 180
isocryptoxanthin 136
rhodoxanthin 9
rhodovibrin 29
rhodopin 222
rubixanthin 134 6,1 (7]
torulene 835
torularhodin 4.3 10,6
flavoxanthin 2,8 3,8
{lexixanthin 24 15,2 4,8
capsorubin 8,2
capsanthin 154 388 | 12,0
zeaxanthin a1 | 248 | 210 56 47,1
isozeaxanthin 8.3 13,5 96 | 2,8
aleuriaxanthin 14,7 19,1
aleuriaxanthin ester T4
deoxyflexixanthin 8.1
plectaniaxanthin 23
plectaniaxanthin ester 10
Iycoxanthin 29 g
saproxanthin 25
2-ketorhodovibrin 219
I’-hydroxyspirilloxanthin 17,2 55 57
1,2-1"2"-tetrahydro-1,1"di- C
hydroxyiycopene 104 | 11,5 59
4-ketotorulene 15,2
n—1 135
n—2 293
n—3 272
n—4 1n1
n—>5 30
n—=G& 24
n—7 10,2
n—&g& 16,2

2 2
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8:92. Zawartos¢ tej frakeji w badanym materiale wynosila 279%,. Ze
zidentyfikowanych karotenoidow najwiekszy procent stanowily fleksi=
ksantyna (15,2" ) oraz izozeaksantyna (13,5%).

Amanita rubescens (Pers. ex Fr.) S. F. Gray

Acetonowy ekstrakt rozdzielono na dziesi¢é¢ frakeji, z ktorych dwoch
nie zidentyfikowano. Stwierdzono obecnoé¢ kantaksantyny, kapsorubinu,
kapsantynu, aleuriaksantyny, plektaniaksantyny, flawoksantyny, fleksi-
ksantyny oraz zeaksantyny. Pierwszej frakcji nie zidentyfikowano; w ete-
rze naftowym jako rozpuszczalniku wykazala ona maksimum absorpeji
w zakresie 455 i 505 nm, wspdlczynnik epi- i hipofazy jak 30:70. Nato-
miast druga nie zidentyfikowana frakcja w benzenie jako rozpuszcezalniku
miala maksimum absorpcji w obrebie 455, 495 i 545 nm majgce hipofazowy
charakier. Pod wzgledem ilo$ciowym dominujgeym karotenoidem okazala
sie kapsantyna (38,8 ) oraz aleuriaksantyna (19,1%,).

Amanita spissa (Fr.) Kummer

Ustalono obecnosé nastepujacych karotenoidow: y-karotenu, f-zeaka-
rotenu, neurosporaksantyny, kapsantyny, 4-keto-torulenu oraz izozea-
ksantyny. Za dominujace karotenoidy nalezy uzna¢ neurosporaksantyn
(44,2%), 4-keto-torulen (15,2%), y-karoten (14,4"), a takize kapsaniyne
(12,0%).

Amanita vaginata (Bull. ex Fr.) Quél.

Z odmiu wyodrebnionych frakeji zidentyfikowano sze$¢, wérdd ktorych
wyodrebniono kryptoksantyne, neurosporen, rubiksantyne, rodopin, zea-
ksantyne oraz izozeaksantyne. Dominujaeymi karotenoidami okazaly sie
w badanym materiale: zeaksantyna stanowigca 47,1", oraz rodopin wy-
noszacy 22,2%, wykrytych karotenoidow. Nie zidentyfikowane karotenoidy
stanowily razem 12,6%) wszystkich karotenoidow.

Amanita verna (Bull. ex Fr.) Pers. ex Vitt.

Stosujge chroomatografie kolumnowsg acetonowy ekstrakt z owocni-
kéw Amanita verna rozdzielono na 9 frakeji. Dwach frakeji nie zidenty-
fikowano. Wyodrebniono natomiast takie karotenoidy jak f-karoten, kan-
taksantyne, neurosporaksantyne, torulen, torularodyne, rubiksantyne, fla-
woksantyne, rodopin-13-ol, zeaksantyne¢ oraz 1’-hydroksyspirilloksantyne.
Spoéréd zidentyfikowanych karotenoidéw do dominujacych zaliczyé na-
lezy neurosporaksantyne (29,6), rodopin-13-0l (16,0%,) oraz zeaksaniyne
(15,4%).
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OMOWIENIE WYNIKOW

Liczne karotenoidy stwierdzone w owoenikach badanych gatunkow
grzybow z rodzaju Amanite byly juz nieraz wykazywane u innych gatun-
kow grzybéow (Czeczuga 1974). Sa to: f-karoten, vy-karoten, torulen,
neurosporen, neurosporaksantyna, lykoksantyna oraz rodopin. W latach
szesédziesigtych w owocnikach Aleuria auwrantia ustalono obecnosé no-
wego karotenoidu, ktéry zostal nazwany aleuriaksantyna (Liaaen-
-Jensen 1965). Karotenoid ten wystapil rowniez w owocnikach Amanita
muscaria, A. panthering oraz A, rubescens, Dotyezy to rowniez plektania-
ksantyny, karotencidu stwierdzonego po raz pierwszy w owocnikach
Plectania cocciner (Arpin, Liaaen-Jensen 1967). W naszym
materiale karotenoid ten znaleziono w owocnikach Amanita rubescens,
Ponadto niektore karotenoidy stwierdzone w owocnikach niektorych ga-
tunkow Amanita byly juz wykazywane przez nielicznych badaczy, O wy-
stgpowaniu u niektorych grzybow rubiksantyny donosili Valadon i
Mummary (1968). Obecnos¢ rodoksantyny i torularodyny w micelach
Epicoccum nigrum wykazali Foppen i Gribanowski-Sassu
(1968). Na szczegolne podkredlenie zasluguje stwierdzenie wystepowania
takich karotenoidow jak: kantaksantyna, kryptoksantyna oraz zeaksanty-
na. Otoz kantaksantyna po raz pierwszy byla opisana przez Hax o (1950)
w owocnikach Cantharellus cinnabarinus jako karotenoid dominujaey.
W naszym materiale kantaksantyne stwierdzono w owocnikach Amanita
pantherina, A. rubescens, oraz A. verna. A w owocnikach Amanita panthe-
rina karotenoid ten byl jednym z dominujacych stanowiac 16,8%, wszyst-
kich karotenoidow. Kryptoksantyna i zeaksantyna (Goodwin 1963) na-
lezq do karotenoidéw bardzo rzadko wystepujacych u grzybow. W owocni-
kach badanych gatunkow z rodzaju Amanite kryptoksantyna lub jej po-
chodna izokryptoksantyna stwierdzone zostaly w owocnikach A. citrina
(izokryptoksantyna) oraz A. vaginata. Kryptoksantyna wykazana byla przez
Turian (1960) u Calocera viscosa. Jezeli chodzi o zeaksantyne to ani jej
pochodnej — izozeaksantyny, nie stwierdzono jedynie w owoenikach Ama-
nita verna, W siedmiu przypadkach zeaksantyna lub izozeaksantyna nale-
zaly do dominujacych karotenoidéw. W owocnikach np. Amanite vaginata
zeaksaniyna stanowila 47,1, wszystkich karotenoidow,

Takie karotenoidy natomiast jak rodowibrina, flawoksantyna, fleksi-
ksantyna, kapsorubina, kapsantyna, deoksyfleksiksantyna, saproksantyna,
2-ketorodowibrina, 4-keto-torulen, 1'-hydroksyspirilloksantyna oraz 1,2-
-1"2'-tetrahydro-1,1"-dihydroksylikopen po raz pierwszy zostaly stwier-
dzone u grzybow i niektore z nich stanowily pokaine iloéei. Rodowibrine
znaleziono w owocnikach Amanita muscaria; w owocnikach tego mucho-
mora stwierdzono réwniez obecnodé 2-keterodowibriny, ktéra nalezy do
dominujacych karotenoidow (27,8%). Jezeli chodzi o flawoksantyne, to
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wykryto ja w owocnikach Amanita rubescens oraz A. verna. Natomiast
taki karotenoid jak fleksiksantyna stwierdzono w owoenikach Amanita
mauscaria, A. phalloides oraz A. rubescens, a deoksyfleksiksantyne —
w owocnikach A. pantherina. Kapsorubing wykryto w owocnikach Ama-
nita rubescens. W wiekszej ilosci gatunkéw stwierdzono kapsantyne. Do
gatunkow tych naleig Amanita muscaria, A, rubescens oraz A. spissa.
A w owocnikach Amanita rubescens kapsantyna nalezy do dominujacych
karotenoidow. Natomiast saproksantyna, stwierdzona tylko w owocnikach
Amanita citrina, stanowila jedynie 2,5%,. Podobnie 4-ketotorulen stwier-
dzono jedynie w owocnikach Amanita spissa; nalezal on do karotenoidow
dominujgcych stanowige 15,2, wszystkich karotenoidéw. Jesli chodzi
o 1-hydroksyspirilloksantyne, to stwierdzono ja w owocnikach 5 gatun-
kéw; w owocnikach Amanita citrina nalezala ona do karotenoidow domi-
nujgeych (17,0°;). W owocnikach czterech gatunkoéw z rodzaju Amanita
stwierdzono obecnos¢ 1,2-1"2'~tetrahydro-1"1-dihydroksylikopenu.

_ Badania karotenoidéw w owocnikach gatunkéw z rodzaju Amanite,
jak wynika z przytoczonych danych, wykazaly zarowno réznice jakoscio-
we, jak i ilo$ciowe poszczegolnych karotenoidow. Moze to mieé istotne
znaczenie z punktu widzenia taksonomicznego, na co zwracaja uwa-
ge niektorzy autorzy (Arpin, Liaaen-Jensen 1967, Valadon,
Mummary 1968).
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