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WSTEP

Przedstawiona praca dotyczy dziedziny poszukiwania namiastek
w zywnosci i oceny ich wartosci. Jej celem jest rozwigzanie zagadnienia,
problematycznej wg danych z pisSmiennictwa, toksycznosci nasion buka
(Fagus silvatica L., Fagaceae), pospolicie zwanych buczyna.

Problem wykorzystania nasion buka jako surowca jest w Polsce wazny
ze wzgledow gospodarczych, poniewaz nasiona te posiadajg duzg zawartosé
tluszczu i bialek, a zbiory owocéw buka sg rokrocznie duze. Przemyst
cukierniczy mial zamiar zastosowac¢ ten wysokokaloryczny surowiec jako
namiastke nasion sezamowych np. do wyrobu produktéw typu chalwy.

W zwigzku z tym nalezalo odpowiedzie¢ na pytanie, czy z punktu wi-
dzenia zdrowia nasiona buka moga by¢ dopuszczone do Zzywnosci.

Problem toksycznosci owocéw bukowych nie jest nowy. Dane z pi-
$Smiennictwa dotyczace toksycznosci nasion i makuchéw bukowych, a takze
zastosowania ich jako artykulu spozywczego lub paszy, wynoszg do chwili
obecnej 29 pozycji bibliograficznych 1—2%. Pierwsza wzmianka o toksycz-
nosci tych nasion pochodzi juz z roku 1795 3. Niestety, doniesienia z pi-
$Smiennictwa sg calkowicie sprzeczne miedzy sobg. Wg jednej grupy
autoréw nasiona buka sg zupelnie nieszkodliwe dla ludzi i mogsg stanowié
cenny wysokokaloryczny produkt spozywczy 4, a takze pasze dla zwie-
rzat 14 912,13, 1517 Natomiast inni autorzy okreslaja nasiona buka jako
trucizne dla ludzi® 567913 i zwierzat®> "}, wyrazajgc przy tym zupelnie
rézne opinie dotyczgce skladnika toksycznego.

Jako przyczyny toksycznosci nasion buka podawane sg alkaloidy. Wy-
mieniany jest zwlaszcza alkaloid fagina 1820, ktéry jeszcze w r. 1956 zostatl
mylnie opisany jako saponina !%. Jako skladniki toksyczne wymieniane sg

* Wycigg z pracy kandydackiej.
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rowniez kwas szczawiowy 7 22 23 cholina 228 | powstajgca z niej droga
przemian gakteryjnych zasada neuryna?®?, wreszcie nadmiar garb-
nikéw 12,

Niektérzy autorzy uwazaja wprawdzie nasiona buka za toksyczne, lecz
nie wyrazajag zdecydowanych opinii dotyczacych skladnika toksycznego
tych nasion %% 9%1% Nie godza sie oni réwniez z pogladem, ze przyczyna
toksycznosci nasion buka moga byé: kwas szczawiowy ¥ 92428 alka-
loidy % 13, saponiny ? lub cholina % 2.

Mimo uplywu przeszlo 160 lat od chwili ogloszenia pierwszej wzmianki
o toksycznosci nasion buka ? i licznych badan prowadzonych w tej dzie-
dzinie, zagadnienie to nie zostalo dotad rozwigzane, poniewaz zadne
z przeprowadzonych badan nie doprowadzily do zadowalajacych wynikow.
Podejmujac te prace i opierajac sie na wlasnych doswiadczeniach,
chcialam wyrobi¢ sobie jasny sad o przyczynie toksycznosci nasion buka.
Majac za podstawe dane z pismiennictwa zajelam sie sprawdzeniem tok-
syczno$ci nasion buka oraz ustaleniem i oznaczeniem skladnika tok-
sycznego.

Badania chemiczne mialy na celu wykrycie i oznaczenie podawanych
w piSmiennictwie skladnikéw toksycznych, a mianowicie: alkaloidow,
saponin, kwasu szczawiowego wolnego i zwigzanego w postaci szczawia-
néw oraz choliny i garbnikéw.

Badania biologiczne prowadzone na szczurach mialy na celu spraW-
dzenie toksycznos$ci nasion buka przy podawaniu ich w diecie,

W badaniach chemicznych nie znalazlam w nasionach buka ani alka-
loidéw, ani saponin, ani garbnik6éw. Natomiast znalazlam i oznaczylam
choline oraz kwas szczawiowy wolny i zwigzany w postaci szczawianéw.
W doswiadczeniach biologicznych stwierdzilam toksyczno$é nasion buka
na szczury przy podawaniu tych nasion w normalnej diecie.

CZESC DOSWIADCZALNA

Z owocéw buka zdejmowalam twardg pokrywe owocows, ktéra stanowl
okoto 35% wagi owocow. Otrzymane piramidalne nasiona wraz z okrywa
nasienng, po dokladnym roztarciu, stanowily material do§wiadczalny.

Oznaczylam procentowy sktad podstawowych skladnikéw w nasionach
buka: 6,27% wody; 45,48% tluszczu; 25,79% bialka (Nx 6,25); 18,98%
weglowodandow; 3,489% popiolu calkowitego. Wyniki te sg zgodne z po-
dawanymi przez pis$miennictwo 11, 15—17, 24, 30—32,

1. Alkaloidy

Do badan nad zawarto$cig alkaloidow w nasionach buka wykorzysta-
Yam systematyczng metode rozdzialu i wykrywania alkaloidéw wg grup
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— metoda Stas-Otto 33. Ze wzgledu na mozliwos¢ wystepowania alka-
loidé6w w bardzo malych ilosciach, ekstrakcje prowadzilam z czterech
oddzielnych, dokladnie roztartych, porcji nasion. Waga kazdej porcji wy-
nosila 1000 g. Nasiona z dodatkiem kwasu winowego ogrzewalam w lazni
wodnej z 90° alkoholem etylowym w temp. 40° w ciggu 24 godz. pod
chlodnicg zwrotng. Odsaczylam alkohol, nasiona zalalam nowa porcja
alkoholu i powtérnie ekstrahowalam w ciggu 24 godz. w temp. 40°. Czyn-
nos$é¢ te powtérzylam trzykrotnie. Odparowana na szkielku kropla alkoholu
nie zostawiala juz widocznego §ladu.

Polaczone przesacze odparowalam w temp. 40° i plyn przesgczylam.
Substancje bialkowe i dekstryny strgcalam przez dodawanie alkoholu
kroplami az do chwili, gdy od nastepnych kropel osad juz nie wytrgcat
sie. Po 12 godz. osad odsaczylam, plyn odparowalam do gestosSci syropu
i ponownie strgcatam alkoholem biatka i dekstryny. Do przesgczu dodalam
wody i odparowalam reszte alkoholu. Otrzymalam okolo 50 ml roztworu,
ktory przesaczylam, a nastepnie przez ekstrakcje eterem i chloroformem

rozdzielitam na 5 grup:

do grupy I — nalezg alkaloidy przechodzace do eteru z roztworow
kwasnych;

do grupy II — przechodzgce do eteru z roztworéw alkalicznych;

do grupy III — przechodzgce do eteru z roztworéw amoniakalnych;

do grupy IV — przechodzace do chloroformu z roztworéw amonia-
kalnych;

do grupy V — substancje, ktére pozostajg w roztworze wodnym i nie

dadzg sie wyciagnaé eterem i chloroformem.

Po odparowaniu rozpuszczalnikéw otrzymalam na szkielkach zegar-
kowych nikle osady substancji rozdzielonych na w. w. grupy. Osady te
poddalam badaniom organoleptycznym, mikroskopowym i chemicznym.

a) Zaden z osadéw nie wykazywal smaku gorzkiego.
- b) W badaniu mikroskopowym zaden z osadéw nie byl krystaliczny.
c) W badaniach chemicznych wykonanych systematycznie wg metody
Stas-Otto 3 nie uzyskalam w zadnym przypadku dodatniego wyniku
reakcji na alkaloidy. Jest to zgodne z opiniami Eekelena i Laana?® oraz
Rozentala i Budzynskiej 13, ktérzy uwazaja, ze nasiona buka nie zawierajg
alkaloidéw. Nie istnieje wiec opisywany w pismiennictwie alkaloid nasion
buka — fagina 1820,

2. Saponiny

Wg definicji Rosenthalera 3* saponiny sg to glikozydy (lub odpowiednie
polaczenia kwasu uronowego), ktérych roztwory wodne silnie pienig
sie i ktérych aglikony naleza do grupy politerpenéw albo cholanu. Sapo-
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niny wystepuja w nieduzych iloSciach w niektérych artykutach zywnosci
np. w soi®, szpinaku 3% 37, burakach cukrowych!, w winie 38, Saponiny
dodawane np. do chalwy polepszaja jej smak . Zaproponowano nawet
dodatek max. 200 mg saponin na 100 g gotowego produktu. Wg Koflera 3°
saponiny podawane z pokarmem $winiom zwiekszaja przyswajalnosé
substancji odzywczych, co powoduje szybsze przybieranie na wadze. Sapo-
niny podawane doustnie w niewielkich dawkach nie wywierajg dzialania
toksycznego #°. Dopiero przy podawaniu doustnym w bardzo duzych
dawkach dzialaja u ludzi draznigco na blony $luzowe. Saponiny podane
W injekcji powoduja $mieré, poniewaz sg silnymi truciznami proto-
plazmy %0, Jednak dodatek saponin do zywno$ci np. do chalwy w Polsce
nie jest dozwolony. Dlatego nasiona buka jako ewentualna namiastka
zywnosci nie moglyby ich zawieraé.

W badaniach nad wykryciem saponin w nasionach buka wykorzysta-
lam ich wlasciwosci hemolityczne 1 41— dzialanie toksyczne na kijanki
1 ryby! oraz charakterystyczne reakcje barwne saponin - 38 42 Wyniki

poréwnywatam kazdorazowo z osiaggnietymi na wzorcowych roztworach
saponiny Mercka.

Badanie saponin metodg hemolizy krwinek czer-
wonych. Hemolityczne dzialanie saponin na krwinki polega na wigza-
niu cholesterolu zawartego w krwinkach przez saponiny. Dzieki temu
hemoglobina przechodzi do roztworu otaczajgcego krwinke. Roztwoér ten
zabarwia sie na czerwono, a krwinki rozpuszczajg sie.

Rowniez woda hemolizuje krwinki, poniewaz zmienia ich cignienie
osmotyczne. Dlatego doswiadczenia przeprowadza sie w roztworze soli
fizjologicznej z dodatkiem buforu fosforanowego dla utrzymania stalego
PH roztworu (miesza sie 80,6 ml m/15 KH, PO, z 19,4 ml m/15 NaH,PO,
1 dodaje 0,809% NaCl) 41,

Z licznych metod ekstrakeji saponin wybralam metode Fischera 4.
Polega ona na pélgodzinnym ogrzewaniu nasion ze zbuforowanym roz-
tworem soli fizjologicznej we wrzgcej taZzni wodnej i sgczeniu.

Otrzymane wyciagi badalam bezposrednio po ekstrakeji oraz po ich
oczyszczeniu i zageszczeniu. Oczyszczenie i zageszezenie, przeprowadzone
wg metody Miillera 43, polegalo na przepuszczeniu przez umieszczony
w cylindrze wyciag silnego strumienia obojetnego gazu (N, lub CO,). Wy-
ciekajacg przez brzegi cylindra piane zbieralam przez lejek do naczynia
podstawionego pod nim. Ekstrakty z nasion pienily sie bardzo stabo w po-

réwnaniu z roztworami saponiny Mercka i wymagaly przepuszczania
bardzo silnego strumienia gazu.

Serig roztworéw bezposrednio po ekstrakcji oraz po zageszczeniu w ilo-
Sciach 0,06—1,0 ml uzupelniatam zbuforowanym roztworem soli fizjolo-
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gicznej do 1 ml i dodawalam po 1 ml zawiesiny krwinek w soli fizjo-
logicznej.

Zawiesine krwinek przygotowywalam co drugi dzien ze $wiezej krwi
konskiej przez wytrzasnigcie jej z kulkami szklanymi (pozbawienie wlok-
nika) i rozcienczenie 39 objetoSciami zbuforowanej soli fizjologicznej 41.
W Zadnym przypadku, nawet przy roztworach zageszczonych, nie stwier-
dzilam hemolizy krwinek czerwonych w ciggu 24 godz. Obserwowany
czas hemolizy nie powinien by¢ diuzszy od 6 godz.

Hemolizy poszczegélnych krwinek nie obserwowalam réwniez wtedy,
gdy zageszczony roztwor badany umieszczalam pod mikroskopem i z boku
dodawalam na szkielko zawiesiny krwinek, tak, ze wplywaly one do roz-
tworu badanego. Wg wielu autoréw hemolize obserwuje sie pod mikro-
skopem juz przy $ladowych stezeniach saponin. Jest to jedna z naj-
czulszych jakoSciowych préb na saponiny 1 42 44,

Rowniez postugujac sie czulszg metodg Miillera 43 (wieksze rozciencze-
nie krwinek 1:99) nie otrzymalam w zadnym przypadku hemolizy.

JakoSciowe odczynniki na saponiny 3% 42 nie wywolywaly reakcji
barwnych ani bezposrednio w wyciggach wodnych, ani w wyciagach
zageszczonych.

W tych samych warunkach saponina Mercka w stezeniu 0,01% daje
dodatnie reakcje z odczynnikami jakosciowymi, a 0,3 ml tego roztworu
wywoluje hemolize krwinek czerwonych metodg Fischera*! w ciggu
15 min. Indeks hemolityczny tej saponiny, czyli rozcienczenie, ktére
W ciggu 15 min powoduje hemolize, wynosi 10400.

Badalam réwniez wplyw odczynnikéw odbialczajacych na saponiny !.
Stwierdzitam, ze odczynniki te wprawdzie cze$ciowo wytracajg saponiny,
lecz roztwory odbialczone dalej silnie pienig sie i wykazujg wysokie
indeksy hemolityczne. Natomiast ekstrakty z nasion po odbialczeniu prze-
stawaly zupelnie pieni¢ si¢ podczas przepuszczania przez nie obojetnego
gazu 1 nie udalo si¢ ich zage$ci¢é metoda zbierania piany. Fakt ten wska-
zywalby na to, Ze slabe pienienie sie wyciaggéw wodnych z nasion spo-
wodowane jest obecno$cig bialek, a nie saponin.

Badanie saponin na kijankach i rybach. W piSmien-
nictwie spotkalam wzmianki, ze kijanki i male ryby ging po umieszczeniu
ich w roztworach saponin!. Wlasciwo$¢ te chcialam wykorzystaé jako
prébe jako$ciows obecno$ci saponin w wyciggach wodnych z nasion. Poza
tym sadzilam, ze obserwujgc czas S$mierci kijanek i ryb jako funkcje
stezenia czystej saponiny (np. Mercka), mozna by wysuna¢ pewne wniosKki,
dotyczagce ewentualnego stezenia saponin w badanych wyciggach z na-
sion. Do badan wybralem kijanki zab Rana esculenta oraz ryby z gatun-
ku Lebistes reciculatus (Peters) przystosowane do zycia w malych akwa-
riach.
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Wbrew danych z piSmiennictwa stwierdzilam, ze kijanki sg malo
wrazliwe na saponiny. 5 kijanek umieszczonych w 0,2% roztworze sapo-
niny Mercka zginelo po uplywie 3,5 godz., a w roztworze 0,01% po
15 godzinach. W stezeniach ponizej 0,005% saponiny kijanki zyly w ciggu
7 dni.

Ryby okazaly sie wrazliwsze na saponiny. W 0,02% roztworze sapo-
niny Mercka ryby ging w ciggu 30 min, wsrod objawow gwaltownego
niepokoju, trzepotania pletw, przekrwienia oskrzeli, plywania ruchem
sSrubowym i na boku.

W stezeniu 0,010% saponiny ryby ging w ciggu 1 godz.
W stezeniu 0,005% saponiny ryby ging w ciggu 2 godz.
W stezeniu 0,004% saponiny ryby ging w ciggu 3—5 godz.
W stezeniu 0,003% saponiny ryby ging w ciggu 10 godz.
W stezeniu 0,002% saponiny ryby ging w ciggu 24—48 godz.

Do kazdego doswiadczenia uzywatam 5 ryb.

Stwierdzitam, ze ryby zyja i zachowujg sie normalnie w roztworach
o pH bliskim 7. Przy zbyt malych akwariach ging w ciagu kilku dni
wskutek zakwaszenia wody CO, wydzielonym w procesie oddychania.
pH tych roztworéw spada do okolo 5. Dlatego tez, gdy roztwory badanej
saponiny byly zageszczone za pomocg CO,, przepuszczalam przez nie
dodatkowo tlen z butli i dopiero wtedy umieszczalam w nich ryby.

Dla ryb okazal sie toksyczny réwniez i szczawian amonu. W dostep-
nym mi piSmiennictwie nie znalazlam zadnych danych na ten temat.
Poniewaz pH 0,1% roztworéw kwasu szczawiowego jest zbyt niskie dla
ryb (pH 2,26), do doswiadczenia uzylam 0,1% roztwoér szczawianu sodu
o pH 6,1. 5 ryb umieszczonych w tym roztworze zginelo w ciggu 30 godz,
chociaz pH roztworu pozostalo bez zmiany.

Ryby umieszczone w ekstraktach wodnych z nasion buka zachowywaly
sie normalnie w ciggu kilku godzin, a nawet dni i ginely wtedy, gdy pH
roztworéw obnizylo sie do okolo 5. Réwniez w wyciggach zageszczonych,
przez ktére przepuszczalam tlen i w wyciggach odbialczonych solami
metali ciezkich nie zaobserwowalam giniecia ryb w ciggu kilku dni.
Stezenie szczawianéw w wyciggach wodnych z nasion buka jest zbyt
mate, aby dzialal on toksycznie na ryby.

Natomiast w zageszczonych roztworach czystych saponin (powstalych
z piany) w tych samych warunkach ryby ginely w ciggu 5—15 min.
W roztworach saponin pozostalych w cylindrze po wyplynieciu piany,
ryby ginely w ciggu 45—60 min.

Wbrew pogladom Hotovy’ego 2! wynika z powyzszych do§wiadczen,
ze nasiona buka nie zawierajg saponin i dlatego saponiny nie mogg by¢
przyczyng toksycznosci tych nasion.
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3. Garbniki

Z chemicznego punktu widzenia garbniki sg to pochodne pirogalolu
i pirokatechiny zwigzane w postaci estréw lub glikozydow z fenolokwa-
sami, np. galusowym, elagowym 43,

Z punktu widzenia analizy chemicznej za garbnik roslinny uwazana
jest substancja pochlaniania przez skoére, rozpuszczalna w wodzie, stracana
roztworem zelatyny i dajaca z FeCl; zabarwienia od zielonego do niebie-
skiego 5.

Poza metodami chemicznymi, budzgcymi zreszta wiele zastrzezen,
analiza garbnikoéw oparta jest na pochlanianiu ich przez skoére. Ilosé po-
chlanianego garbnika zalezy od wielu czynnikéw, jak stezenie roztworu,
warto$¢é pH, rodzaj i ilo$¢ niegarbnikéw, wlasSciwosci proszku skdrzanego
uzytego do oznaczania itd. Stworzylo to koniecznos¢ Scistego przestrze-
gania postepowania analitycznego i1 uzywania SciSle znormalizowane]
aparatury.

Garbniki w nasionach buka probowalam oznaczy¢ miedzynarodowag
metodg filtracyjng % 47 przez ich adsorpcje na proszku skorzanym *.

Zmielone i odtluszczone nasiona ekstrahowalam wodg w aparacie
Kocha 47 o znormalizowanych wymiarach. Po 3 dniach zlalam plyn znad
osadu, cze$¢ plynu zakwaszalam HCI do pH 4 (najlepsza adsorpcja garb-
nika przez skore) i przepuszczalam przez proszek skérzany, umieszczony
w dzwonie szklanym. Rurkag kapilarng dwa razy zgieta odprowadzalam
plyn odgarbowany. Wyciag wodny i plyn odgarbowany w iloSciach po
50 ml odparowalam w laZni wodnej, suszylam w temp. 100° do stalej
wagi i obliczalam procent garbnikéw z wzoru:

procent garbnikéw = A% — B% ;
gdzie A — pozostalo§é calkowita wyrazona w procentach, B — niegarb-
niki wyrazone w procentach.

W sklad niegarbnikéw wchodza zwigzki, ktére przechodzg do wycig-
géw wodnych razem z garbnikiem. Sg to weglowodany (jedno-, dwu-
i wielocukry), substancje azotowe, fenolowe, ligninowe oraz sole kwaséw
mineralnych i organicznych %5.

Stwierdzilam, ze réznice wagowe suchych pozostaloSci wyciggéw wod-
nych przed i po filtracji (A% i B%) mieszcza sie w granicach bledéw
doswiadczalnych.

Wyniki negatywne na obecno$¢ garbnikéw otrzymalam réwniez w re-
akcjach jakosciowych (z zelatyna i FeCl;) przeprowadzonych bezposrednio
z wyciggami wodnymi. Nasiona buka nie zawieraja wiec garbnikow,
a Engels 12 nie mial racji uwazajac, ze garbniki sa przyczyng toksycznosci
tych nasion.

* Oznaczenie garbnikéw wykonalam w Instytucie Przemysiu Skoérzanego w War-
szawie.
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et

4, Cholina

Z metod iloSciowego oznaczania choliny wybratlam metode koloryme-
tryczng 4849, Reineckan amonu strgca choline iloSciowo, dajac ciezki czer-
wono-srebrzysty osad reineckanu choliny, rozpuszczalny w acetonie, nie-
rozpuszczalny w wyzszych alkoholach, strgcajacy sie woda z roztwordw
acetonowych.

CH,0OH CfH2OH

|

CH, CH, + H,O

| + [Cr(CNS),(NH;),] H > |

N = (CHy); 11\T = (CHjy);

i |

OH [Cr(CNS),(NH,),]
cholina reineckan amonu reineckan choliny

Wzér sumaryczny reineckanu choliny jest nastepujacy:CyH,,ON,S,Cr,
ciezar czasteczkowy wynosi 422,58. Mierzylam fotometrycznie przepusz-
czalno$¢ swiatla czerwonych acetonowych roztworéw reineckanu choliny
jako funkcje stezenia choliny.

Wykreslenie krzywej pracy. Do 5% wodnego roztworu
chlorku choliny dodalam 2% roztwoér reineckanu amonu w metanolu
w 10% nadmiarze stechiometrycznym. Stracony osad reineckanu choliny
odsaczylam, przemylam alkoholem izobutylowym, rozpuscilam w acetonie
i stragcilam ponownie wodg, w celu otrzymania osadu o wigkszej czystosci.
Osad przemyty alkoholem izobutylowym suszylam nad H,SO, do stalej
wagl. ‘ ‘

Rozpuszczajgc otrzymany reineckan choliny w acetonie sporzadzilam
roztwér podstawowy, zawierajacy 50 mg% choliny. Przez dalsze rozcien-
czanie acetonem roztworu podstawowego otrzymalam serie roztworéw
wzorcowych, zawierajagcych 1—50 mg% choliny. Do pomiaréw przepusz-
czalnosci $§wiatla uzylam wizualnego kolorymetru Pulfricha model Ib/15
z filtrem S-53 oraz fotoelektrycznego kolorymetru Schiltknechta z fil-
- trem zielonym. W pierwszym przypadku uzywalam naczyniek o czynnych
grubosciach warstw 1= 0,5—5 cm i przeliczalam ekstrynkcje (gesto$é op-
tyczng) na grubo$é warstwy I=1cm. W drugim przypadku uzywalam
zawsze naczynka o grubosci warstwy 1 = 2 cm. Mierzylam ekstynkcje (na
kolorymetrze Pulfricha) lub procent przepuszczalnosci, ktéry przeliczalam
na ekstynkcje (na kolorymetrze Schiltknechta) jako funkcje stezen rein-
eckanu choliny w roztworach wzorcowych (tabele 1 i 2).

Na podstawie danych z pomiaréw wykreslitam krzywe wzorcowe
dla obydwu kolorymetréw (rys. 1 i 2). Barwa acetonowych roztworéw
reineckanu choliny jest trwala. Procent przepuszczalno$ci wzorcowych
rcztworéw nie ulega zmianie w ciggu miesigca.
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Tabela 1
Kolorymetryczne oznaczanie choliny

Nr C E Nr C E

1 50 0,56 6 ‘ 8 0,095

2 40 0,425 7 6 0,064

3 30 0,33 8 4 0,045

4 20 0,22 9 2 0,026

5 10 0,115 10 1 0,018
Kolorymetr Pulfricha typ Ib/15. Filtr zielony S-53

Nr — numer proby

C — stezenie: mg% choliny
E — ekstynkcja (Srednia z 5—6 pomiardow)
Tabela 2
Kolorymetryczne oznaczenie choliny

Nr C T o E Nr C T E
1 50 35 0,456 6 8 84 0,075
2 40 42 0,377 7 6 89 0,051
3 30 52,5 0,280 8 4 92 0,036
4 20 65 0,187 9 2 | 98 0,009
5 10 80 0,097

Kolorymetr Schiltknechta. Filtr zielony
Nr — numer proéby
C — stezenie
TY% — procent przepuszczalnosci (Srednia z 5—6 pomiarow)
E — ekstynkcja

Oznaczenie choliny w nasionach buka. Oznaczenie
choliny wolnej oraz pochodzenia fosfatydowego w nasionach buka prze-
prowadzilam w nastepujacy sposob:

Nasiona w ilo$ci 10 g roztarlam dokladnie z 8 g bezwodnego Na,HPO,,
zmieszalam z 10 g sproszkowanego pumeksu i ekstrahowalam bezwod-
nym alkoholem metylowym w aparacie. Soxhleta w ciggu 24 godz. Metanol
oddestylowalam w lazni wodnej, a pozostalosé¢, zawierajaca cholineg i fosfa-
tydy cholinowe zmydlalam w ciggu 1 godziny we wrzacej lazni wodnej
nasyconym ha zimno roztworem Ba(OH), w ilosci 30 ml. Calo$¢, po za-
kwaszeniu kwasem octowym wobec fenolotaleiny do pH 5—6, saczytam,
przemywalam wodg i w przesgczu stracalam reineckan choliny przez do-
danie 5 ml 2% roztworu reineckanu amonu w alkoholu metylowym. Rei-
neckan choliny odsaczylam, przemylam alkoholem izobutylowym, roz-
puscilam w 25 ml acetonu i mierzylam ekstynkcje na kolorymetrze Pul-
fricha model I b/15 przy filtrze S-53 oraz procent przepuszczalnosci Swia-
tla na kolorymetrze Schiltknechta przy filtrze zielonym. Procent prze-
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Rysunek 1. Krzywa wzorcowa reineckanu choliny
Figure 1. Standard curve of choline reineckate

Kolorymetr Pulfricha typ Ib/15

Pulfrich Colorimeter type Ib/15

Filtr zielony S-53

Green filter S-53

¢ — stezenie: 0—50 mg choliny/100 ml

concentration: mg of choline/100 ml

E — ekstynkcja

optical density
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mg choliny/100ml, mg of choline/100mI
Rysunek 2. Krzywa wzorcowa reineckanu choliny
Figure 2. Standard curve of choline reinectate
Kolorymetr Schiltknechta
Schilknecht Colorimeter
Filtr zielony
Green filter
¢ — stezenie: 0—50 mg choliny/100 ml

concentration: 0—50 mg of choline/100 ml
E — ekstynkcja

optical density
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puszczalno$ci przeliczalam na ekstynkcje. Na podstawie ekstynkcji roz-
tworéw badanych z krzywej wzorcowej (rys. 1 i 2) wyznaczalam stezenie
choliny w prébkach, ktére przeliczalam na procentows zawarto$é choliny
w nasionach buka. Otrzymalam wyniki zgodne przy uzyciu obydwu
kolorymetréw.

W nasionach buka znalazlam 0,10% choliny wolnej oraz pochodzenia
fosfatydowego.

W celu identyfikacji wyekstrahowanej z nasion choliny poddalam
probom jakoSciowym przesgcz, ktéry po zmydleniu fosfatydow zawieral
choline wolng. Z kwasami: fosforowolframowym, fosforomolibdenowym,
chloroplatynowym oraz HgCl, i J w KJ otrzymalam osady podawane w pi-
Smiennictwie jako charakterystyczne dla choliny !. Po ekstrakcji badanego
przesagczu benzenem i dodaniu do ekstraktu kwasu chloroplatynowego
w mieszaninie rownych objetosci alkoholu i eteru, otrzymalam osad kry-
staliczny. Osad ten by! widoczny pod mikroskopem jako rombowe plytki.
Jest to reakcja na wykrywanie wolnej cheliny 1.

W pozostalym przesaczu stracilam reineckan choliny, ktory przekrysta-
lizowalam pigciokrotnie i wysuszylam nad H,SO, do stalej wagi. W pro-
dukcie tym cznaczylam wegiel i woddér na drodze analizy elementarnej.

znaleziono teoretycznie
procent wodoru 4,79 4,77
procent wegla 25,80 25,58

Znalezione procentowe zawartoSci wegla i wodoru w wytrgconym
reineckanie choliny odpowiadajg w granicach bledu dos$wiadczalnego war-
toSciom teoretycznym. :

Wnioski w sprawie choliny. Niesluszny jest poglad Gada-
mera 2%, ze nasiona buka nie zawierajg choliny, jak réwniez poglady
Boehma 25, Budagyana i Arnitinnowa 2%, Pritzkera i Jungkunza 2%, Ko-
berta 26 i Potta ??, ktérzy sadza, Ze cholina jest trucizng nasion buka.

W nadmiernych dawkach cholina moze wywolywaé¢ pewne dzialanie
toksyczne, objawiajgce sie u kurczat spadkiem wzrostu. U ludzi mozna
oczekiwaé objawow zatrucia przy podawaniu okolo 15 g choliny dziennie.
Zawarto$¢ choliny w nasionach buka wynoszaca 0,10% nie moze dzialaé
toksycznie na ustrdj, tym bardziej, ze cholina nie jest uwazana za silng
trucizne 1. Cholina wystepuje w ustroju i odgrywa duzg role w procesach
enzymatycznych. Zachwianie rownowagi enzymatycznej w ustroju przez
tak male ilo$ci choliny nie jest mozliwe.

Wedlug badan Bednarczyka #® cholina znajduje sie¢ w wigkszosci arty-
kuléw spozyweczych, np. ziemniaki zawieraja 20 mg% choliny, mieso
w zaleznos$ci od gatunku 337540 mg%, maka w zaleznosci od gatunku
28—56 mg%. Przecietna ilo$¢ choliny podawana dziennie w pokarmach
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wynosi 700 mg. Natomiast wedlug Szczygla 5® zapotrzebowanie dzienne
na choline wynosi u ludzi 1,5—3,0 g.

Wobec powyzszego cholina, ktorej zawartos¢ w nasionach buka wynosi
tylko 0,10%, nie moze by¢ przyczyng toksycznosci tych nasion. Poglad ten
jest zgodny z opiniag Eekelena i Laana® oraz Sabalitschki 22 23,

5. Kwas szczawiowy i jego sole

Najwiekszym rozdzialem pracy sg badania nad zawarto$cig kwasu
szczawiowego 1 szczawianéw w nasionach buka. Kwas szczawiowy byt
uznany przez Sabalitschke 72223 za przyczyne toksycznosci, ale tylko
sple$nialych nasion buka. Wedlug tego autora nasiona niesple$niate sg
nietcksyczne. Wielu innych autorow 8 9 2428 nje podzielalo jednak po-
gladu, ze kwas szczawiowy moze by¢ przyczynag toksycznosci tych nasion.

Oznaczenie kwasu szczawiowego i szczawianéw sodu, potasu i wapnia
w nasionach buka przeprowadzilam, biorgc pod uwage te wszystkie czyn-
niki, ktére moglyby wplynaé¢ na wynik oznaczen. Czynnikami tymi sg:

a) wybor wlasciwego rozpuszczalnika do ekstrakcji,

b) wybdér odpowiedniej metodyki ekstrakeji,

c) odbialczenie wyciggdéw i oczyszczenie ich z substancji przeszkadza-
jacych w oznaczaniu kwasu szczawiowego,

d) wreszcie wybor wlasciwej metody oznaczania oczyszczonego kwasu
szczawiowego.

Z bardzo licznych metod wykrywania i oznaczania kwasu szczawio-
wego 1 jego soli probowalam zastosowaé¢ metody wagowe, metody mia-
reczkowe i metody kolorymetryczne.

Na podstawie przeprowadzonych do$wiadczen, wyprowadzilam naste-
pujace wnioski:

1. Jako rozpuszczalnikéw do ekstrakcji kwasu szczawiowego i szcza-
wiandw z nasion buka nalezy uzywaé wode i wodny roztwér HCI 5 52,
najlepiej w stezeniu 1n 5. Natomiast nie mozna uzywaé proponowanych
przez niektérych autoréw 90° alkoholu etylowego i 1% alkoholowego
HCl11 %, Chociaz te ostatnie rozpuszczalniki nie ekstrahuja bialek, co
skraca czas i koszt analizy, lecz otrzymane wyniki sg zawsze o wiele
nizsze od faktycznej zawarto$ci kwasu szczawiowego i jego soli w mate-
riale badanym. Prawdopodobnie kwas szczawiowy w tych rozpuszczalni-
kach czesciowo rozklada sie lub zostaje zwigzany w czasie ogrzewania.

2. Nie mozna réwniez stosowaé ekstraktora Bessona w procesie eks-
trakeji kwasu szczawiowego, poniewaz otrzymuje sie wyniki niepowta-
rzalne i zbyt rozbiezne.

3. Wyciagi kwasu szczawiowego z nasion nalezy oczyszczaé przez ich

odbialczenie, a nastepnie stracenie szczawianu wapnia, co przewiduje
metoda Bakera 51,
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Stwierdzitam, ze samo strgcenie szczawianu wapnia bez odbialczenia,
jak proponuje Pritzker i Jungkunz w zastosowaniu do liSci herbaty 52,
albo tylko odbialczenie bez nastepnego stracenia szczawianu wapnia z ba-
danych wyciggéw nasion buka nie jest dostatecznym oczyszczeniem wy-
ekstrahowanego kwasu szczawiowego. Dlatego lepsza jest w zastosowaniu
do nasicn buka metoda Bakera 3! cd metedy Pritzkera i Jungkunza 52

4. Osad szczawianu wapnia jest osadem lekkim, bardzo latwo zlewa-
jacym si¢ razem ze znajdujgcym sie nad nim plynem. Dlatego tylko
sagczenie przez bardzo geste sgczki, a nie polecane przez Bakera wiro-
wanie ®!, daje gwarancje iloSciowego oddzielenia csadu od plynu.

9. Do oznaczen kwasu szczawiowego i szczawiandéw w nasionach buka
nie.mozna zastosowa¢ metody wagowej °2, poniewaz otrzymywane wyniki
zaleza od temperatury prazenia osadu i nie sg powtarzalne.

6. Powtarzalne wyniki oznaczen kwasu szczawiowego i szczawianow
w nasionach buka uzyskalam, stosujac metody: manganometryczng 5!
i kolorymetryczng °3. Metoda manganometryczna, jak wiadomo, polega na
rozpuszczeniu szczawianu wapnia w H,SO, i miareczkowaniu mianowa-
nym roztworem KMnO,. Metoda kolorymetryczna polega na czeSciowym
odbarwieniu przez kwas szczawiowy czerwonego kompleksu, zawieraja-
cego siarczan zelazowo-amonowy z salicylanem scdu w $rodowisku ama-
niaku.

Metoda kclorymetryczna przeznaczona jest przez jej autoréw do ozna-
czen czystych roztworéw kwasu szczawiowego. Stwierdzilam natomiast,
Zze nie mozna jej w tej postaci zastosowaé¢ do oznaczen kwasu szczawio-
wego w wyciagach z nasion buka. Dlatego dostosowalam te metode do
badanych wyciggéw z nasion. Oparlam sie przy tym na wlasciwosciach
kompleksow zelazowo-szczawianowych i przesuwaniu sie réwnowagi mie-
dzy nimi w zaleznoS$ci od pH $srodowiska 5558,

Obydwiema tymi metodami, tj. metoda manganometryczng 5! i zmo-
dyfikowang metoda kolorymetryczng 53, uzyskalam wyniki powtarzalne
i zgodne miedzy sobg w granicach bledéw doswiadczalnych.

Manganometryczna metoda oznaczenia kwasu
szczawiowego i jego soli. 60 g materialu badanego rozciera
si¢ w mozdzierzu z okolo 100 ml wody, przenosi ilosciowo do zlewki i na
kazde 10 objetosci roztworu dodaje si¢ 2 objetosci rozcieficzonego HCIl
(1 + 1) tak, aby otrzymaé w przyblizeniu normalne stezenie HCl. Po do-
daniu 1—2 kropli alkoholu kaprylowego (aby zapobiec pienieniu sie
roztworu), calo$¢ ogrzewa sie w temperaturze wrzenia w ciggu 15 min.
Po ochlodzeniu zawartoéé zlewki przenosi sie iloSciowo do kolby miaro-
wej na 500 ml, rozciencza do kreski i od czasu do czasu wstrzgsajac zo-
stawia na kilkanascie godzin (najlepiej na noc). Po tym okresie prébe
sgczy sig¢ przez suchy saczek i w 25 ml przesaczu oznacza sie catkowity
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kwas szczawiowy, pochodzacy zaréwno z kwasu szczawiowego wolnego,
jak rowniez z szczawianu sodu, potasu i wapnia.

Wolny kwas szczawiowy oraz szczawiany sodu i potasu ekstrahuje
sie z materialu badanego identycznie jak poprzednio, uzywajgc jako roz-
puszczalnika wode destylowana.

Odbialczenie 25 ml roztworu po ekstrakcji kwasem solnym nastepuje
przez dodanie 5 ml odczynnika fosforo-wolframowego. Odczynnik ten
przygotowuje sie przez rozpuszczenie 25 g wolframianu sodu w wodzie,
dodanie 40 ml kwasu fosforowego o gestosci 1,75 i rozcienczenie wodg
do litra.

Po wymieszaniu wyciggu z odczynnikiem biatka strgcajg sie¢ w ciggu
5 godz. Osad bialek odwirowuje sie i z 20 ml odbialczonego roztworu
pobranych pipetg straca sie szczawian wapnia po uprzednim zalkalizo-
waniu roztworu amoniakiem o gesto$ci 0,88, az do momentu pojawienia
sie delikatnego osadu wolframianu. Po dedaniu 5 ml odczynnika wapnio-
wego strgca sie szczawian wapnia w ciggu kilkunastu godzin w tempe-
raturze 5—7°.

Odczynnik wapniowy przygotowuje sie przez rozpuszczenie 25 g bez-
wodnego CaCl, w 500 ml 509% kwasu octowego i dodanie tego roztworu
do roztworu 330 g octanu sodu w 500 ml wody.

Szczawian wapnia sgczy sie przez gesty iloSciowy sgczek i przemywa
20 ml 5% kwasu octowego przechowywanego nad szczawianem wapnia
i nastepnie rozpuszcza sie w 5 ml 10% H,SO,. Calo$¢é miareczkuje sie
0,02n KMnO,. 1 ml 0,02 n KMnO, = 1,26 mg (COOH), * 2H,0.

Odbialczenie ekstraktéw wodnych nastepuje przez dodanie do 25 ml
ekstraktu 2,5 ml rozcieticzonego HCI (1 + 1) i 2,5 ml odczynnika fosforo-
-wolframowego. Postepowanie dalsze jest identyczne z opisanym wyzej.

Znaleziong w prébce zawartosé kwasu szczawiowego i jego soli prze-
licza si¢ na ich procentows zawarto§¢ w nasionach.

Kolorymetryczna metoda oznaczania kwasu
szczawiowego i jego soli. Kwas szczawiowy w granicach ste-
zen 0,25+107%—2,5-10"5 mola/ml (czyli 0,315—3,15 mg/ml) zmniejsza
natezenie barwy odczynnika w przyblizeniu zgodnie z prawem Lamberta-
-Beera.

Przyrzadzilam wzorcowy odczynnik barwny i wzorcowy roztwor kwa-
su szczawiowego, zawierajgcy 10=° mola (COOH),:2H,0/1 ml (czyli
126 + 1075 g/ml).

Odczynnik barwny przyrzadzitam w nastepujacy sposéb:

a) Roztwér A: wodny roztwér siarczanu zelazowo-amonowego, za-

wierajacy 0,1 mg tlenku zelazowego w 1 ml (0,491 g siarczanu Zelazowo-
-amonowego w 1 litrze).
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b) Odczynnik barwny: 500 ml roztworu A zmieszalam z 250 ml
1% roztworu salicylanu sodu i dodawalam kroplami rozcieiczony amoniak
(1 + 1) az do wystagpienia barwy zo6ltej, a nastepnie jeszcze 10 kropli amo-
niaku (1 + 1) w nadmiarze. Calo§¢ uzupelnitlam do 1000 ml rozcienczonym
kwasem octowym (1+ 1). 20 ml odczynnika barwnego zawiera 1 mg
tlenku zelazowego.

Do zawsze jednakowej objeto$ci odczynnika (20 ml) dodawalam
0,1—3,0 ml wzorcowego roztworu kwasu szczawiowego i uzupelnialam
woda do objetosci 50 ml. Procent przepuszczalnosci roztworow (T %) mie-
rzylam na fotoelektrycznym kolorymetrze Schiltknechta w naczynku
o czynnej grubosci warstwy 1= 2 cm. Procent przepuszczalnosci przeli-

Tabela 3
Kolorymetryczne oznaczenie kwasu szczawiowego

ml T o, | E ml T | E

0,1 99 0,004 1,6 49 0,310
0,2 92 0,036 1,7 48,25 0,317
0,3 86 0,066 1,8 48 0,319
04 80 0,097 1,9 47 0,328
0,5 74 0,131 2,0 46,5 0,333
0,6 71 0,148 2,1 46 0,337
0,7 66,5 0,184 2,2 45,5 0,342
0,8 63 0,201 2.3 45,5 0,342
0,9 60 0,222 24 455 0,342
1,0 57 0,244 2,56 45,5 0,342
1,1 55 0,260 2,6 45,5 0,342
1,2 53 0,276 2,7 455 0,342
1,3 51,5 0.288 2,8 455 0,342
14 51 0,292 2,9 45,5 0,342
1,5 50 0,301 3,0 45,5 0,342

Kolorymetr Schiltknechta. Filtr zielony
ml — ml wzorcowego roztworu kwasu szczawiowego
T% — procent przepuszczalno$ci (Srednia z 5—6 pomiaréw)
E — ekstynkcja |

czalam na ekstynkcje (tabela 3), a z tych ostatnich wartosci sporzadzi-
lam krzywag wzorcowg E =1 (c) (rys. 3).

Do pomiaréw przepuszczalnosci wybratam filtr zielony, poniewaz przy
jego uzyciu dla tej samej réznicy stezen kwasu szczawiowego otrzymaltam
najwieksze roéznice ekstynkcji.

Autorzy metody nie wypowiadajg sie na temat trwalo$ci odczynnika
barwnego. Sprawdzilam fotometrycznie, Zze odczynnik barwny po 24 godz.
od chwili przyrzadzenia osigga maksimum natezenia zabarwienia, ktére
pézniej jest trwale w ciggu kilku miesiecy.

6 — Roczniki Technologii i Chemii Zywnosci
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Z rysunku 3 widaé, ze dla kolorymetru Schiltknechta mozna zalo-
zy¢ przyblizong proporcjonalnosé ekstynkcji do stezen w granicach
0,1-105—1,3:-1075 mola (COOH),+H,0/1 ml (rys. 4), a nie jak podajg
autorzy 0,25 107> —2,5+10~% mola (COOH), - 2H,0/1 ml (rys. 3).

Ekstrakty z nasion otrzymane metoda Bakera ' nie nadaja sie do
oznaczen kolorymetrycznych ani bezposrednio po ich odbialczeniu, ani
tez po rozpuszczeniu osadu szczawianu wapnia, gdyz pH tych roztworow
jest zbyt niskie.

E

03.

02,

01

L]

as 7 15 2 25 ¢
mol kwasu szczaw. 10'5/ Iml - Mol of oxalic acid. 10° [1ml

Rysunek 3. Krzywa wzorcowa kwasu szczawiowego
Figure 3. Standard curve of oxalic acid
Kolorymetr Schiltknechta
Schiltknecht colorimeter
Filtr zielony
Green filter
¢ — stezenie: 0,1 -10—% — 2,8 - 10—5 moli kwasu szczawiowego/1 ml
concentration: 0,1 - 10—-5— 2,8 - 10—5 Mol. of oxalic acid/1 ml
E — ekstynkcja
optical density

Dodanie wzorcowego roztworu kwasu szczawiowego do wzorcowego
odczynnika barwnego nie powoduje zmiany pH odczynnika. Natomiast
HCl i H,SO, w stezeniach uzywanych do odbialczania i rozpuszczania
szczawianu wapnia juz w iloSciach 0,01 ml powodowaly zmiany prze-
puszczalnosci wzorcowego odczynnika barwnego.

W srodowisku kwasu octowego jon zelazowy w obecnosci salicylanu
wytwarza trzy kompleksy — fioletowy, czerwony lub z6élty 3557, ktorych
struktura chemiczna zalezy od pH $rodowiska 8. A wiec pH $rodowiska
decyduje o tym, ktéry z tych komplekséw zostanie utworzony. R6wno-
waga miedzy kompleksem salicylowym i octowym zostaje osiggnieta przy
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pH bliskim 5. Przy wyzszym pH kompleksy te mogg sie rozkladaé dzieki
tworzeniu sie koloidalnego wodorotlenku zelazowego.

W sSrodowisku kwasu octowego obecne sg jony zelazowy, salicylowy
1 szczawianowy, a réwnowaga zalezy od ilo$ci szczawianu dodanego do
ukladu. Kiedy zwigksza sie ilo$§¢ jonu szczawianowego, zmniejsza sie
ilos¢ jonu zelazowego, poniewaz kompleks OxFe' powstaje z kompleksu
RFet* (R — rodnik). Kompleks OxFe* moze dalej wigza¢ wolne jony
szczawianowe:

OxFe™ + Ox?*~ —— Ox,Fe—
Ox,Fe~ + Ox?— =~ Ox, Fe3—

HCl i H,SO, zmieniajg pH roztworu, przez co wplywajg na przesuniecie
rownowagi miedzy barwnymi kompleksami. Aby tego unikngé nalezy
doprowadzi¢ wartos¢ pH badanego roztworu do warto$ci pH wzorcowego
roztworu kwasu szczawiowego (pH 2,6). Mozna to osiggngé przez poten-
cjometryczne zobojetnienie badanej préby lub tez zobojetnienie préby
amoniakiem wobec fenoloftaleiny i dodanie kwasu octowego do odbar-
wienia wskaznika. Postepowanie drugie wydaje sie stuszniejsze dlatego,
ze w podobny sposéb przygotowuje sie odczynnik barwny.

Przeprowadzilam kilkanascie préb z czystymi roztworami HCI i H,SO,,
ktore alkalizowalam 25% amoniakiem wobec fenoloftaleiny, zakwaszalam
1% kwasem octowym do odbarwienia wskaznika, nastepnie dodawalam
20 ml wzorcowego odczynnika barwnego i uzupelnialam woda do 50 ml.
Stwierdzilam, ze kwasy te nie powoduja juz zmiany pH odczynnika
barwnego, ani zmiany jego przepuszczalnosci. Jest to dostosowanie me-
tody kolorymetrycznej 53, przeznaczonej do oznaczania kwasu szczawio-
wego w czystych roztworach, do wyciggdéw z nasion buka.

Oznaczenie kwasu szczawiowego i jego soli w nasionach buka metoda
kolorymetryczng przeprowadzilam, jak nastepuje:

Ekstrakcje kwasu szczawiowego i jego soli z nasion, odbialczenie wy-
ciggow, stracenie szczawianu wapnia i rozpuszczenie osadu w H,SO,
prowadzi sie¢ wyzej opisang metodg Bakera . 0,3—0,4 ml otrzymanego
roztworu odmierzone z mikrobiurety rozciencza sie wodg, alkalizuje
25Y% amoniakiem wobec fenoloftaleiny, zakwasza 1% kwasem octowym
do odbarwienia wskaznika, dodaje 20 ml odczynnika barwnego i uzupel-
nia wodg do 50 ml. Mierzy sie¢ procent przepuszczalno$ci tych roztwordéw
na kolorymetrze fotoelektrycznym Schiltknechta przy filtrze zielonym
w naczynku o czynnej grubosci warstwy 1= 2 cm. Procent przepuszczal-
nosci roztworow przelicza si¢ na ekstynkcje i z krzywej wzorcowej (ry-
sunek 4) odczytuje stezenie kwasu szczawiowego i jego soli w proébie.
Wartos$ci te przelicza sie na procent zawartosci kwasu szczawiowego i jego
soli w nasionach buka. Metoda kolorymetryczng i metodag manganome-

6* ; 0
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tryczng znalazlam w nasionach buka takie same zawarto$ci, mianowicie:
0,54% wolnego kwasu szczawiowego i jego soli rozpuszczalnych w wodzie
oraz 2,95% szczawianu ogélnego wraz ze szczawianem wapnia w prze-
liczeniu na (COOH), « 2H,O0.

Wnioski w sprawie kwasu szczawiowego i jego soli.
Toksyczno$¢ kwasu szczawiowego i szczawianéw byla przedmiotem licz-
nych badan. Kohmen 5% 60 opisal wysokg procentows $miertelno$é szczu-
row w wieku 21—90 dni, ktérym do diety dodawano okolo 8% szczawianu
wapnia lub szpinaku o zawartosci 0,89% szczawianéw. Kosci tych szczu-
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mol kwasu szczaw. 10 /7ml — Mol of oxalic acid. 10°/1ml

Rysunek 4. Krzywa wzorcowa Kkwasu szczawiowego

Figure 4. Standard curve of oxalic acid
Kolorymetr Schiltknechta
Schiltknecht colorimeter
Filtr zielony
Green filter
¢ — stezenie: 0,1 105 — 1,3 - 10— moli kwasu szczawiowego/1 ml
concentration: 0,1 - 10—5— 1,3 - 10—5 Mol. of oxalic acid/1 ml

E — ekstynkcja
optical density

réow byly krancowo ubogie w wapn, struktura ich zebéw trzonowych bylta
zmieniona, grubo$¢ dentyny zmniejszona i ubogo zwapniala. W moczu
1 w kale znajdowano szczawiany w mniejszych ilosciach, niz zostaly po-
dane. Autor obliczyl, ze 449% szczawianu wapnia podanego w diecie zo-
staje przyswojone przez organizm szczura. Waga szczuréw w czasie zywie-
nia dieta szczawianowa spadala, a ich mlode byly slabe, czesto padaly
1 zawsze byly mniejsze i 1zejsze od dzieci rodzicow karmionych normalng
dieta.

Dyckerhoff i wspotpracownicy 6, a takze inni autorzy 3% 62, 63 zwrocili
uwage na to, ze jon szczawianowy skraca czas krzepliwosci krwi. Druck-
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rey % potwierdzil to w doswiadczeniach na krolikach i psach. 10 mg szcza-
wianu sodu podane dozylnie psu skroécilo czas krzepliwosci jego krwi
025%.

Hamujgcy wplyw kwasu szczawiowego na procesy enzymatyczne
ustroju badal Haarmann . Stwierdzil on, ze kwas szczawiowy ma wplyw
na metabolizm weglowodanéw. Dziala on hamujgco na enzymy produ-
kujace w mie$niach kwas mlekowy z glikogenu. Kwas szczawiowy hamuje
zamiane pierwotnego estru kwasu heksozofosforowego w trudno hydro-
lizujacy ester. Toksycznosé¢ jonu C,0,%~ jest wedlug Jonesa % wieksza
od toksycznosci jonu CNS-, a niewiele mniejsza od toksyczno$ci jonu
AsO,3-.

Kwas szczawiowy jest trucizng tym niebezpieczniejszg, ze rézna jest
wrazliwo$é osobnicza przy zatruciach tym kwasem. Dlatego trudna do
ustalenia jest jego dawka $miertelna. Charakterystyczne jest spostrzezenie
Eekelena i Laana 3 9, ze bardzo rozbiezna byla wrazliwos¢ osobnicza przy
masowych zatruciach nasionami buka w 1942 r. w Holandii.

Wedlug Neureitera i wspolautoréw ® $miertelna dawka kwasu szcza-
wiowego wynosi przecietnie 15—20 g, a zgon nastepuje szybko. Przy
mniejszych dawkach okres zatrucia jest dluzszy, co opéznia zgon. Ciezkie
zatrucia moga wystapié po spozyciu kilku graméw kwasu szczawiowego lub
jego kwasnych soli. Wg Schillinga-Siengalewicza % zatrucie Smiertelne
powoduje dawka 5—15 g kwasu szczawiowego. Autor opisuje S$mier¢
51-letniej kobiety, ktéra nastapila w ciagu 40 minut po omylkowym spo-
zyciu kwasu szczawiowego. Roéwniez wg Krauzego i Szymczyka 3% $mier-
telna dawka kwasu szczawiowego moze wynosi¢ juz 5 g.

Objawy zatrué¢ ostrych i przewleklych kwasem szczawiowym opisane
sg w piSmiennictwie 3% 50,5974, 83

Jeghers i Murphy % podajg toksykologiczny przeglad metabolizmu
szczawian6w w przypadkach zatru¢ rabarbarem oraz schorzen, wywola-
nych obecnoscig szczawianéw w diecie, jak oksalurii, oksalemii i innych.
Fizjopatologie przemiany kwasu szczawiowego badali Kaliszewicz i wspo6l-
pracownicy 71.

Ostre zatrucia S$miertelne ws$rod dzieci notowano po spozyciu po-
karmoéw z duza zawartoscig szczawianow %8. W Anglii w latach 1912—1916
zanotowano 448 przypadkoéw zatrucia $Smiertelnego szczawianami pocho-
dzacymi z diety 63 68,

Znane sg rowniez zatrucia zwierzat szczawianami pochodzgcymi z pa-
szy. Opisano zatrucia koni, ktoére karmiono sianem, zawierajgcym bogate
w szczawiany trawy i ziola 7? oraz ostre zatrucia kwasem szczawiowym
ludzi i krolikéw, polaczone z degeneracja zyl i odkladaniem sie z16z szcza-
wianu wapnia w $wietle zyl 73. Opisano takze zatrucia bydla na pastwi-
skach dzikim szczawiem 74,

¢
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W swietle opisanych wyzej licznych przewleklych i $miertelnych za-
tru¢ ludzi i zwierzat szczawianami, pochodzacymi z pozywienia, a takze
wobec duzej toksycznosci kwasu szczawiowego i zmiennej osobniczej
wrazliwos$ci na te trucizne, uznalam kwas szczawiowy za przyczyne tok-
sycznosci nasion buka. Opierajac sie na badaniach Kohmena 5% 6 réwniez
szczawian wapnia nalezy uznaé¢ za skladnik toksyczny tych nasion.

Wedlug Szabuniewicza % przecietna ilosé kwasu szczawiowego, podana
W pokarmach, nie powinna przekroczy¢ 15—20 mg dziennie. Taka ilosé
szczawianoéw znajduje si¢ juz w okolo 0,5 g nasion buka. Nalezy sie spo-
dziewa¢, ze w pokarmach i wyrobach cukierniczych mozna podaé co
najmniej kilka do kilkunastu graméw nasion buka jako dawke jedno-
razowa (np. 15 dkg chalwy o zawartoSci 50% nasion buka posiadaloby
2,25 g szczawianu ogdélnego).

Jezeli nawet toksycznos$¢ szczawianu wapnia uznaé za problematyczna,
to toksycznos¢é kwasu szczawiowego i jego soli rozpuszezalnych w wodzie
nie ulega zadnej watpliwos$ci. Poniewaz nasiona buka zawieraja 0,54 %
rozpuszczalnych w wodzie szczawianow, dawki nasion buka powyzej 3 g
dziennie juz stanowia niebezpieczenstwo dla zdrowia. Czestsze spozywanie
pokarméw, zawierajacych nasiona buka stwarza powazng obawe wy-
wolania zatrué¢ przewleklych szczawianami, zwlaszcza przy zwiekszonej
wrazliwosci osobniczej i wsrod dzieci.

Do wyprowadzenia takiego wniosku upowaznia mnie dodatkowo fakt
stosunkowo duzej zawartoSci szczawianéw w nasionach buka (2,95%)
w porownaniu z ich zawartoscig np. w rabarbarze (0,24—0,5%), szpinaku
(0,3—0,8%) i szczawiu (0,3%) 5% 5% 60, Jezeli rabarbar, szpinak i szczaw
wywolaly opisane powazne przypadki ostrych i przewleklych zatrug,
a nawet Smierci, to nasiona buka stanowig o wiele groZniejsze niebezpie-
czenstwo dla zdrowia.

6. DosSwiadczenia na szczurach

Na poparcie wniosku o toksycznosci nasion buka wykonalam doswiad-
czenie na szczurach. Chodzito mi nie o ilosciowe ujecie zagadnienia, tzn.
ustalenie minimalnej dawki nasion buka o dzialaniu toksycznym dla
zwierzat, ale o ogélny efekt toksycznosci tych nasion przy skarmianiu
nimi zwierzat w pewnym okresie czasu. W podobny sposéb postepuje sie,
badajac substancje podejrzane o skladniki trujace. Nie chodzilo mi réwniez
0 szczegolowe badania toksycznosci kwasu szczawiowego i szezawianéw,
bo badania takie byly juz przeprowadzone 3% 50 59—74, 83 V7 my$l uchwat
miedzynarodowych dos§wiadczenia w dziedzinie zatrué przewleklych (chro-
nicznych) powinny byé przeprowadzone przez co najmniej dwa pokolenia
na kilku gatunkach zwierzat, przy tym jednym z gatunkéw zwierzat
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Szczurom doswiadezalnym i kontrolnym wykonano morfologie krwi
(tabela 4), oznaczono krzepliwo$¢ krwi i procent Ca w surowicy krwi
oraz wykonano ich sekcje. Stwierdzono spadek procentu hemoglobiny
i ilosci krwinek czerwonych * (tabela 4), a takze niewielkie obnizenie czasu
krzepliwosci krwi i zawartosci wapnia w surowicy krwi u szczuréw skar-
mianych dietg z dodatkiem nasion buka w poréwnaniu z kontrolnymi.
Krzepliwos¢ krwi** oznaczano metodg Howella w modyfikacji Lee
White 7. 3 probéwki o $rednicy 8 mm, z ktérych kazda zawierala 1 ml

krwi pobranej z serca przechylano co 15 sek. az do chwili krzepniecia
krwi.

Notowano Sredni czas krzepniecia.

Zestawienie 2

Zestawienie 1 Zawartos¢ wapnia w surowicy krwi
Czas krzepliwosci krwi szezuréw Szczurow
Szczur doswiadczalny 55 sek mg % Ca w su-
Szczur doswiadezalny 50 sek rowicy krwi
Szczur kontrolny 1 min 15 sek Szczur doswiadczalny 12,5
Szczur kontrolny 1 min 18 sek Szczur doswiadczalny 12,1
Szczur kontrolny 13,5
Szczur kontrolny 13,2

Obnizenie czasu krzepliwosci krwi jest charakterystyczne dla zatrué
kwasem szczawiowym 39 61-64,

Wapn we krwi *** oznaczano metodg Walachowskij’ego 77. 1,6 ml krwi
pobranej z serca spalano w tyglu platynowym, popiél rozpuszczono
w rozc. HCl, dodano 0,5 ml nasyconego szczawianu amonu i po ogrzaniu
do temperatury wrzenia alkalizowano stez. NH,OH, a nast¢pnie zakwa-
szano lodowatym kwasem octowym. Po poélgodzinnym chlodzeniu osad
szczawianu wapnia odwirowano, przemyto woda, rozpuszczono w 3 ml
rozc. HNO; (1+1) i po ogrzaniu do 50° miareczkowano 0,01-n K MnOy;
1 ml 0,01-n KMnO, odpowiada 0,2 mg Ca.

Nie nalezy sie spodziewaé¢ duzych spadkow zawartoSci wapnia

W surowicy krwi, poniewaz jego poziom jest stale regulowany i wy-

rownywany przez gruczoly przytarczycowe kosztem dowozu z tkanek
kostnych 50 59 60, 63,

Sekcja zwierzat **** karmionych dietg z dodatkiem nasion buka wykazala

* Morfologie krwi szczuréw wykonala mgr E. Sikorska w Zakladzie Badania
ZywnoSci i Przedmiotéw Uzytku w Panstwowym Zakladzie Higieny w Warszawie.

** Oznaczenia krzepliwo$ci krwi wykonal doc. B. Wieclawek w II Klinice
Choréb Wewnetrznych Akademii Medycznej w Warszawie.

*** Wapn we krwi oznaczala mgr H. Ignatowska w II Klinice Choréb Wewnetrz-
nych Akademii Medycznej w Warszawie.

*xxx Sekcje szczuréw przeprowadzil lek, wet. S. Zaleski w Zakladzie Badania
Zywnos$ci i Przedmiotéw Uzytku Panstwowego Zakladu Higieny w Warszawie.
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osire stany kataralne jelit cienkich, polaczone z silnymi przekrwieniami
blony $luzowe]. Sekcja szczuréw kontrolnych nie wykazala zmian w na-
rzadach wewnetrznych. Schorzenia gastryczne sg réwniez cecha charak-
terystyczng dla przewleklych zatrué¢ kwasem szczawiowym 676870 Wg
danych z ankiety holenderskiej® zaburzenia gastryczne moga nastapié
juz w kilka godzin po spozyciu nasion buka.

Z powyzszych wstepnych doswiadczen biologicznych mozna wyprowa-
dzi¢ wniosek, ze systematyczne spozywanie nasion buka jest toksyczne
dla ustroju. Do wyciagniecia takiego wniosku upowaznia mnie dodatkowo
fakt, ze normalna dieta szczuréw doswiadczalnych byla bogata w latwo
przyswajalny wapn (8% chudego mleka w proszku, 4% kazeiny i 0,5%
CaCQO;) . Chociaz kwas szczawiowy zmniejsza przyswajalno$é wapnia
z przewodu pokarmowego, ale wapn jest odtrutka kwasu szczawio-
wego 0. 69. 83 Mimo to po dluzszym skarmianiu szczuréw tg dietg z do-
datkiem nasion buka, wystapily zatrucia, a nawet $mieré zwierzat do-
swiadczalnych. Jest mozliwe, ze wskutek stosunkowo malego stezenia
substancji toksycznej w pokarmie zatrucia i zmiany w ustroju zachodza
dopiero przy dluzszym stosowaniu diety z dodatkiem nasion buka.

W swietle uzyskanych wynikéw skarmiania szczuréw, popartych wy-
nikami ankiety holenderskiej z 1942 r.> nasiona buka nie moga by¢ syste-
matycznie dodawane do pozywienia.

WNIOSKI

Za ftrucizne nasion buka uwazam kwas szczawiowy i szczawiany,
poniewaz toksycznos¢ tych substancji jest duza dla ludzi i zwie-
rzat 3%50,5-714, 8 5 wedlug doniesien Kohmena 5% 6 réwniez szczawian
wapnia moze by¢ resorbowany z przewodu pokarmowego i wywieraé
silne dzialanie toksyczne na ustrdj.

W piSmiennictwie spotkalam poglad, ze tylko splesniale nasiona za-
wieraja kwas szczawiowy i dzieki temu sg toksyczne 7> 22 23, Wg prze-
prowadzonych przeze mnie badan nasiona zdrowe i niesple$niale réwniez
zawierajg kwas szczawiowy i szczawiany i wykazujg dzialanie toksyczne
na szczury.

Ze wzgledu na toksyczne dzialanie kwasu szczawiowego i jego soli na
ustroj i imiany w ustroju przy dluzszym podawaniu nasion buka w diecie,
nasiona te nie moga by¢ dopuszczone do artykuléw zywnosci, przeznaczo-
nych dla ludzi jako np. namiastka nasion sezamowych.

Nasiona sezamowe stosowane sg przez przemys! cukierniczy. Poniewaz
duze jest spozycie produktéow tego przemystu przez dzieci i réwniez
duze jest zapotrzebowanie organizmu dziecka na wapn, nie nalezy w tym
okresie podawa¢ mu w zywnosci jakichkolwiek substancji odwapniajg-
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cych organizm i wywolujacych schorzenia opisane poprzednio. Dlatego
uzycie nasion buka jako namiastki sezamu nie moze by¢ dopuszczone.

U ludzi dorostych nasiona buka spozywane nawet w nieduzych ilo-
$ciach, lecz systematycznie, moga réwniez doprowadzi¢ do schorzen ga-
strycznych i zwigzanych z metabolizmem wapnia w ustroju, jak oksalurii,
oksalemii itd., zwlaszcza przy zwiekszonych indywidualnych wrazliwo-
Sciach organizmu na kwas szczawiowy.

Z punktu widzenia gospodarki panstwowej nasiona buka nie przed-
stawiajg surowca bezwartosciowego. Moga one zwiekszy¢ baze tluszczows,
poniewaz zawieraja okolo 459% tluszczu, a olej wycisniety z nasion buka
jest powszechnie uwazany za jadalny % 13—15 24 =8 Zawijera on wazne
biologicznie tzw. istotne kwasy tluszczowe (olejowy i linolowy) i wg
cytowanych danych z pismiennictwa nie spotkano dotad przypadkow za-
trucia olejem bukowym ani w Polsce, ani za granica.

O tym, czy makuchy bukowe mogg by¢ stosowane jako pasza dla
zwierzat powinni zdecydowaé¢ hodowcy i lekarze weterynarii na podstawie
badan, przeprowadzonych na zwierzetach doswiadczalnych i domowych,
bioragc jednak pod uwage obecno$é¢ skladnikéw trujacych, jakimi w tych
nasionach sg kwas szczawiowy i jego sole.

Wszystkim, ktérzy pomogli mi w wykonaniu tej pracy, skladam ser-
deczne podziekowanie.
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Streszczenie

Stwierdzono, ze nasiona buka (Fagus silvatica L.) nie zawierajg alka-

loidow, saponin i garbnikéw. Nie istnieje wiec w ogéle opisywany w lite-
raturze alkaloid fagina, mylnie podawany takze jako saponina. Zawartos¢
choliny wolnej i pochodzenia fosfatydowego wynosi tylko 0,1%. Tak

mala zawarto$¢ choliny nie moze byé toksyczna dla organizmu ludzkiego
lub zwierzecego.
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Toksyczno$é nasion buka moga powodowaé tylko kwas szczawiowy
i jego sole. Zawarto$¢ kwasu szczawiowego i szczawiandéw rozpuszczal-
nych w wodzie wynosi 0,54%. Ogélna zawarto$¢ szczawianéow wraz ze
szczawianem wapnia wynosi 2,95% w przeliczeniu na (COOH), - 2H,0.

50% dodatek nasion buka do normalnej diety wywolal u szczurow
ostre stany kataralne jelit cienkich z silnymi przekrwieniami, anemieg
(spadek zawarto$ci hemoglobiny i krwinek czerwonych), niewielkie obni-
zenie krzepliwo$ci krwi i réwniez niewielki spadek zawartosci wapnia
w krwi. Wstepny eksperyment skarmiania szczuréw przeprowadzono
w ciggu 6 tygodni. '

Nasiona buka nie mogg by¢ dopuszczone do artykulow zywnosci prze-
znaczonych dla ludzi.
Otrzymano: 1959, luty.

UCCIETOBAHUSA IO TOKCHYHOCTH CEMSH BYKA
(FAGUS SILVATICA L.)

Jla6opaTopus AJA HCCAEAOBAHHS NMAN(EBHIX HPOAYKTOB (GapMANEBTHYECKOro garyabrera
MenEnuuCcKo# ARajeMdd B BapmaBe

KomcrarupoBano, 910 ceMera Oyka (Fagus silvatica L.) He cOmepkar HH aIKaIOHIOB,
HHU CAllOHMHOB, HM QOYyOMIBHBIX BeleCcTB. B CBA3HM € 3TUM He MOKET CyNIeCTBOBATH al-
Kamoupa $aruH, KOTOPHIH B JUTeparype OMHUOOYHO ONHUCAH TOXe KaK CAIlOHHH.

Copgepxkanue CBOOOTHOTO XOJIMHA M XOJHMHA CBSI3AHHOIO B focdarupax B ceMeHaxX Oyka
pasro 0,19;,. Taxkoe He6OXbIIOE KOOIHIECTBO HE MOXKeET OBITH TOKCHYHBIM HH HIA JI0OXen
HM I8 XKAUBOTHHIX, :

[IprYuHON TOKCHIHOCTH CeMAH OyKa sIBNsieTcs I[aBeneBasd kKucuora u ee cond. Komxu-
YeCTBO IaBedeBOM KMCIOTH M PAacTBOPHUMHEIX B Boje ee conelt pasmsercda 0,549;. Ilommoe
copmepkaHue I[aBeleBON KHUCIOTHI H €€ CONed BMeCTe CO IIaBENIEeBOKHCIBIM KalblHeM
pasuo 2,95% B mepecdere Ha (COOH),2H,0.

CrapMiIMBaEMe KpbicaM HODMAIbHOH OUBTHL comepxamen 509 moGaBry ceMsH 6yka
B TeyeHHe IMeCTH Heleldb, BHIBBAJIO KaTapalbHOe COCTOSAHHME KHIIEK X CHIbHYIO THIEpe-
MU0 CIHU3HCTON 060N04YKH, aHeMHUI U He(OOIbIONH yOBITOK COAECPXAHUS KAaIbUHSI B KPOBH.

CeMena 6yxka He MOTYT OBITh JONYCTUMEI B MHUIIeBEIe MPOXYKTH IpeXHA3HAIEHHBIE
OIdA nopen.

UNTERSUCHUNGEN UBER DIE GIFTIGKEIT DER BUCHENSAMEN
(FAGUS SILVATICA L.)

Laboratorium fiir Lebensmitteluntersuchung der Pharmazeutischen Fakultét
der Akademie der Medizin in Warszawa

Es ist festgestellt worden, dass Buchensamen (Fagus silvatica L.) keine Alkaloide,
Saponine und Gerbstoffe enthalten. Das so oft in der Literatur beschriebene Alka-
loid — Fagin, welches auch irrtlimlicherweise als Saponin bezeichnet wird, existiert
iliberhaupt nicht.
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Der Gesamtgehalt an Cholin (frei und an Phosphatide gebunden) betridgt nur
0,19%. Diese sehr geringe Menge kann praktisch keinen schiddlichen Einfluss auf den
menschlichen und tierischen Organismus ausiiben.

Die Giftigkeit der Buchensamen ist nur auf die Ozxalsdure und ihre Salze
zurlickzufihren. Der Gehalt an Oxalsdure und l6slichen Oxalaten betrdgt 0,54% und
an der gesamten Oxalsdure, berechnet als (COOH),.2H,0 (Kalziumoxalate inbegrif-
fen) . 2,95%.

Bei einem 509% Zusatz von Buchensamen zur normalen Didt der Ratten, wurden
in einem 6-wochigen Vorversuch akute katarrhale Zustinde des Diinndarms mit
starken Uberblutungen, Anemie (Senkung des Gehalts an Himoglobin und roten
Blutkoérperchen), geringe Verminderung der Blutgerinnbarkeit sowie ein Riickgang
des Kalziumgehalts, festgestellt, Fiir den Konsum sind die Buchensamen nicht ge-
eignet.



