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Pochodne choliny wystepuja w tkankach produktéw spozywczych
pochodzenia zwierzecego lub roslinnego w postaci glicerofosfatydéw
badz sfingolipidéw i innych zwigzkéw organicznych. Zwigzkom choli-
nowym towarzyszg liczne enzymy zdolne do hydrolizy estré4w cholino-
wych z uwolnieniem choliny wolnej. Do tego rodzaju enzymoéw za-
liczamy fosfolipazy A i B odszczepiajagce od czgsteczki lecytyny kwasy
ttuszczowe w pozycji a i . Fosfolipaza C przeksztalca lecytyne do dwu-
glicerydu i fosfocholiny nie odszczepiajgc choliny wolnej podobnie
jak fosfolipaza A i B. Fosfolipaza D (tak zwana esteraza glicerofosfaty-
dylocholinowa) uwalnia choling z polgczenia glicerofosfatydylocholiny,
tworzgc choline wolng i kwas fosforowy (6).

Prace dotyczace biochemii lecytynaz i cholinoesteraz w produktach
stanowig dorobek wielu badaczy jak Hanahan i Chaikoff, Acker, Hadorn
i Jungkunz i innych (1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 10). Najwiecej prac poswigecono
metodyce oznaczania choliny wolnej obok choliny zwigzanej. Wymieni¢
tu nalezy metody wagowe z reineckanem choliny (8), metody kolory-
metryczne (15) i metody miareczkowe (16).

Wybér najwlasciwszej metody byl przedmiotem dlugoletnich badan
i jest obszernie oméwiony w pismiennictwie. Po sprawdzeniu, ze metoda
(nadjodowa) Romana (16) w zastosowaniu do malych ilosci choliny, od
0,32—2,8 mg w probie, jest najbardziej dokladna, podczas gdy metoda
wagowa z reineckanem amonu spelnia te warunki przy stezeniach po-
wyzej 10 mg. Powyzsze zgodne jest ze stwierdzong wigkszg stracalnoscig
choliny nadjodowej (w stezeniu 107%) niz reineckan u choliny (w stezeniu
10—%) (17). |

Do badan indeksu cholinowego zastosowaliSmy metode miareczkowa
Romana (10, 11).
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Indeks cholinowy

W oparciu o stwierdzenie, ze w wyniku biochemicznych proceséw
zaleznie od czasu i temperatury w produktach spozywczych zawartos¢
choliny wolnej stale wzrasta, a zawarto$¢ choliny zwigzanej zmniejsza
sie postanowili§my zbada¢ jak uklada sie stosunek choliny wolnej i zwig-
zanej w procesach przechowywania produktu spozywczego w temperatu-
rze w granicach 0°, +5° +20°, w warunkach od pelnej $wiezosci, az do
jej zaniku. Ponadto zbadaliSmy te stosunki dla kilku przykladow zwig-
zanych z procesami fermentacyjnymi. Pojecie indeksu cholinowego sta-
nowi stosunek choliny wolnej w mg do choliny zwigzanej z tym ze dla
wzgledow praktycznych i mozliwosci ujecia graficznego liczb matych
stosunek ten jest pomnozony przez 100.

W oparciu o wzrost choliny wolnej i wzrost indeksu cholinowego mozna
sprawdzaé¢ stan $wiezosci produktu w zaleznosci od temperatury, czasu
i warunkéw magazynowania. Liczne prace wykonane w Zakladzie Bro-
matologii Akademii Medycznej w Eodzi (13, 14) potwierdzajg slusznos¢
przytoczonych zalozen indeksu cholinowego i pozwalajg oceni¢ Swiezosé
tego produktu.

W toku tych prac przebadano migso wolowe, wieprzowe, rybie, grzyby
pieczarki, kilka jarzyn: szczaw i szpinak, groch, fasole suchg craz kon-
serwowang. Zbadano takze warto$¢ indeksu cholinowego dla procesu
dojrzewania sera tylzyckiego i kapusty kiszonej.

Ogdélna metoda przygotowania materiatu
do badan

W celu dokladnego rozdrobnienia materialu badanego uciera sig¢ tkanki
z substancjami nieorganicznymi i odwadniajacymi jak ziemia okrzem-
kowa, piasek morski, fosforan dwusodowy suchy itp. Materiat tak przy-
gotowany jest ekstrahowany za pomocg alkoholu metylowego w aparacie
Soxhleta. Ekstrakcja trwa 12—14 godzin. Po oddzieleniu alkoholu (de-
stylacja w prézni w temperaturze 40°) pozostalo$¢ sucha zostaje rozpro-
wadzona woda destylowang i podwojng iloSciag alkoholu izopropylowego.
Calo$é ogrzewa sie na lazni wodnej przez 15—20 minut. Po ostudzeniu
roztwér jest 3 do 4 razy wyklécany z benzenem. W tym wypadku frakcja
benzenowa zawiera choline zwigzang — lecytyne. Po oddestylowaniu ben-
zenu pozostalosé hydrolizuje si¢ 20% HNO; przez 2 do 3 godzin pod
chlodnicg zwrotng. Roztwér zobojetnia sie NaOH i zakwasza kwasem
octbwym lodowatym do pH 5, nastepnie oznacza si¢ zawartos¢ choliny
metodg Romana.
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Frakcja wodna po ekstrakcji benzenowej stuzy do oznaczania choliny
wolnej. Roztwér ten moze zawieraé zanieczyszczenia utrudniajgce ozna-
czanie choliny wolnej, nalezy go oczysci¢ droga adsorpcji na kolumnie
permutytowej. Stosowalismy kolumny male o wysokosci 4 c¢m, Srednicy
1 cm wypelnione permutytem G o ziarnach 0,6—0,75 mm. Szybko$¢
przeptywu 1 ml na minute. Eluacje choliny przeprowadza si¢ za pomocg
15% HNO; (4) lub 15% KNOs;.

W wyniku oznaczen mamy dwie frakcje, benzenowsg i wodng reprezen-
tujace: 1) choline zwigzang, 2) choling wolng.
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Rys. 1. Indeks cholinowy w miesie

Sposéb ten moze byé modyfikowany oznaczajac choling ogélng po od-
destylowaniu alkoholu metylowego, hydrolizuje sie¢ calos¢ i oznacza,
a w innej prébce oznacza badZz choline wolna, badz tez choling zwigzana.
Wtedy od choliny ogélnej odejmuje si¢ wynik choliny wolnej lub zwia-
zanej i otrzymuje si¢ szukane wartosci.
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Oznaczanie choliny metoda Romana polega na wytrgceniu kompleksu
jodo-cholinowego za pomocg roztworu J w KJ. Krysztaly jodo-choliny
oddziela si¢ drogg wirowania nastepnie przemywa wodg z lodu. Osad roz-
puszcza sie w chloroformie i miareczkuje 0,01 n tiosiarczanem sodowym
w obecnosci skrobi. 1 ml tiosiarcza-
nu sodowego odpowiada 0,1515 mg
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Rys. 2. Indeks cholinowy w czasie prze- Rys. 3. Indeks cholinowy w pieczarce

chowywania jaj w okresie 6 miesiecy

Grzyby pieczarki przechowywane w temperaturze 0° przez 96 godzin
maja indeks cholinowy niezmieniony, a w temperaturze 30° ksztaltuje
sie od 0,65 do 1845 (rys. 3). Dla jarzyn indeks cholinowy wynosi od
0,57—60. O ile swieze liScie jarzyn sa pasteryzowane w temperaturze 75°
przez 15 minut zachowujg swéj indeks cholinowy 0.
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DYSKUSJA

Doc. dr Z. Chartampowicz, WSR, Poznan

Bardzo zainteresowala mnie ta piekna i ciekawa praca. Moze ona mie¢ szczegdélne
znaczenie dla praktyki, jezeli indeks cholinowy jako wskaznik zepsucia mozna
uogodlnié¢ i przenie$¢ na wszystkie materialy ro$linne. Interesuje mnie, czy metoda
ta jest wystarczajgco czula zeby mozna jg stosowa¢ do materialéw rosSlinnych,
zawierajgcych mato choliny. Byloby to rewelacjg, gdyz przemyslowi brakuje takich
wlasnie kontrolnych testéw, ktére pozwoliltyby stwierdzi¢ czy surowiec uzyty do
produkecji byl wilasciwy i czy produkt byt prawidlowo utrwalony. Te dane moglyby
mie¢ réwniez znaczenie w procesach sgdowych.

Prof. dr K. Monikowski, AM, Lo6dz

Sadze, ze proponowany indeks cholinowy wnosi rzeczywiscie pewng nowoS$é.
Ustalenie choliny ogélnej w produktach spozywczych przeprowadzone w sposéb
mniej lub wiecej prawidlowy, nie prowadzi do interpretacji jakoSciowych wzgle-
dem badanego produktu. Jezeli chodzi o choline ,,wolng”, czyli nie zwigzang z fos-
folipidami, to stwierdzili§my, Ze udzial jej w bilansie cholinowym jest znamienny
i zalezny od czasu magazynowania produktu. Dotyczy to i grzybéw i wszystkich
produktéw przechowywanych przez dluzszy okres. W literaturze dotyczacej bioche-
mii zywno$ci nie stwierdziliSmy zainteresowania tym zagadnieniem i powigzania
efektu starzenia sie, dojrzewania i psucia sie produktu z narastaniem ilosci cho-
liny ,wolnej”. Niniejsza praca byla zainicjowana i wykonana pod tym katem
widzenia.
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Na Sympozjum Biochemicznym Kroélewskiego Towarzystwa Lekarskiego w roku
1959 (,,Proizwodstwo i primenenje fermentnych preparatow w piszczewoj promy-
szlennosti” Piszczepromizdat 1963) Hutchison zwraca uwage na konieczno$é opraco-
wania metody biochemicznej umozliwiajgcej ocene proceséw starzenia sie i zepsucia
produktow zbozowych w oparciu o enzymy lipazowe, powodujgce wzrost ilo§ci kwa-
s6w tluszczowych. Do tego wniosku sklania go fakt, udowodniony przez wielu auto-
row (Houston D. F., Stark R. P., Hunter J. R., Roberts R. L., Kester E. B. i inni)
korelacji miedzy kietkowaniem zbé6z, a wzrostem kwasowo$ci tluszczowej w zbo-
zach i makach. Sadze, ze indeks cholinowy moze to zadanie lepiej spemlmié¢, gdyz
stopniowy wzrost indeksu cholinowego jest odpowiednikiem zmian biochemicznych
w procesach starzenia sie i dojrzewania wszelkich produktow.

W praktycznym ujeciu ilustruje to nastepujgcy przyklad: jezeli do puszki kon-
serw miesnych wprowadzimy mieso o okre$lonym indeksie cholinowym i poddamy
calo§é sterylizacji to wszystkie enzymy fosfolipidowe zostang przez temperature
unieruchomione i stan indeksu cholinowego pozostanie bez zmian. Jezeli po do-
wolnie dlugim czasie konserwa zostanie otworzona, to na podstawie indeksu cho-
linowego mozna bedzie stwierdzi¢ w jakim stanie $§wiezo$ci znajdowalo sie mieso
w chwili wprowadzenia do puszki, pod warunkiem, ze konserwa nie byla zbomba-
zowana lub nie ulegla zepsuciu pod wplywem drobnoustrojéw. Sadze, ze temat wart
jest dalszego opracowywania.

Dr W. Lasota, AM, Lo6dz

W produktach roslinnych zawarto$é¢ choliny jest bardzo niewielka i wynosi od
7 do 20 mg%. Np. w kapu$cie zawarto§é choliny ogélnej wynosi 22 mg9%. Musz¢
przyznaé¢, ze metoda, ktorg stosowalam nie jest tak bardzo nowoczesna jak inne
metody, np. polarograficzne, chromatograficzne itd. Jest to metoda miareczkowa,
bardzo dokltadna dla malych iloSci choliny. Oznaczalam blad metody w granicach
od 0,16 do 1 mg w probie i uzyskiwalam wyniki bardzo dobre i powtarzalne. Me-
toda Reineckanowa — kolorymetryczna speilnia te warunki przy wyzszych steze-
niach w granicach od 2 do 4 mg w probie. Praktycznie t3 metodg moglam oznaczyé
niewielkie ilo$ci choliny znajdujace sie w ro$linach. Ciekawg obserwacje zanoto-
wano przy badaniu fasoli. OznaczaliSmy zawarto$¢ choliny wolnej i zwigzanej
w fasoli zielonej przeznaczonej do produkcji konserw i stwierdziliSmy, ze zawar-
tos¢ choliny zmienia sie w czasie wegetacji. Zupelnia inacze] przedstawiala sie
zawarto$é choliny wolnej i zwigzanej w dojrzatej fasoli tj. suchej. Te same zmiany
zaobserwowano przy badaniu grochu.



