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WPLYW METYLOKSANTYN NA EMULGACJE I BIODOSTEPNOSC
LIPIDOW MASEA SZACOWANA IN VITRO

Streszczenie

Badano wplyw powszechnie spozywanych wraz z dieta N-metyloksantyn: kofeiny, teofiliny i teobro-
miny na emulgacj¢ lipidow masta i ich biodostgpno$¢ w warunkach zotadka i jelit czlowieka symulowa-
nych in vitro. Material badawczy stanowito masto wiejskie, do ktorego dodawano testowane zwigzki
w iloéci 40 pumol/g. Na podstawie wynikow stwierdzono, ze w badanej dawce kazdy z alkaloidow intensy-
fikowat tworzenie emulsji poprzez zwigkszanie stopnia jej dyspersji. Sita proemulgujacego dziatania
alkaloidow zalezata od rozmieszczenia grup metylowych w czasteczce i wzrastata zgodnie z szeregiem
1,3-dimetyloksantyna (teofilina) — 1,3,7-trimetyloksantyna (kofeina) — 3,7-dimetyloksantyna (teobromi-
na). Jednoczesnie kazdy z testowanych alkaloidow ograniczal w sposob istotny biodostepnos¢ lipidow.
W przypadku teofiliny ilo$¢ kwaséw thuszczowych i glicerolu uwalnianych z lipidow masta zmniejszata
si¢ wzglgdem proby kontrolnej $rednio 0 9 %, w przypadku kofeiny o okoto 16 %, a w przypadku teobro-
miny az o 27 %. Wyniki takie sugeruja, ze w warunkach symulowanego trawienia lipidow w przewodzie
pokarmowym alkaloidy musialy oddziatywa¢ nie tylko na hydrofobowy substrat, wspomagajac jego
emulgacje, ale takze na lipaze trzustkowa, wypierajac ja z powierzchni miceli, a tym samym ograniczajac
jej kontakt z substratem i skutecznie jg inhibitujac.

Stowa kluczowe: metyloksantyny, emulgacja lipidéw, biodostgpnos¢ lipidow, in vitro

Wprowadzenie

Metyloksantyny to zwiazki nalezace do grupy alkaloidow purynowych, powstaja-
ce w wyniku kilkukrotnej metylacji ksantyny. Ich najwazniejszymi przedstawicielami
sa: kofeina (1,3,7-trimetyloksantyna), teofilina (1,3-dimetyloksantyna) i teobromina
(3,7-dimetyloksantyna) (rys. 1).
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Rys. 1. Struktura przestrzenna czasteczek kofeiny, teofiliny i teobrominy.
Fig. 1.  The chemical structures of caffeine, theophylline and theobromine.

Alkaloidy te sa powszechnie spozywane przez ludzi, jako sktadniki zywnosci,
uzywek i lekow. Srednie dzienne spozycie kofeiny ocenia si¢ na 80 - 400 mg/osobe
[21]. Alkaloid ten jest sktadnikiem kawy (0,43 - 0,85 mg/ml) [4], herbaty (0,1 -
0,2 mg/ml) [13], czekolady i wyrobow czekoladowych (0,7 - 10,8 mg/100 g) [5]. Jest
takze obecny w niektorych lekach, szczeg6lnie przeciwkaszlowych i przeciwprzezig-
bieniowych [9] oraz w $rodkach odchudzajacych [10]. Teobromina i teofilina moga
powstawa¢ w organizmie czlowicka na skutek przemian kofeiny [11], ale moga by¢
takze dostarczane jako sktadnik kakao, kawy czy herbaty [5, 6]. W ekstrakcie herbaty
zawarto$¢ teofiliny szacuje si¢ na poziomie okoto 1,5 mg/l [5, 15], a teobrominy na
poziomie 7,5 - 21 mg/l [7, 13]. Zawartos¢ tych alkaloidow w 100 g czekolady zwykle
nie przekracza 3 mg w przypadku teofiliny i 1 g w przypadku teobrominy [7]. Ogolnie
srednie dzienne spozycie teofiliny, wynikajace tylko 1 wytacznie z picia czarnej herba-
ty 1 uzywania kakao szacuje si¢ na okoto 0,51 mg, natomiast srednie dzienne spozycie
teobrominy wynosi okoto 39 mg [28]. Ponadto oba alkaloidy sg wykorzystywane dos¢
powszechnie w medycynie, teofilina jako gléwny skiadnik lekéw moczopednych,
a teobromina jako srodek nasercowy i przeciwkaszlowy [24].

Spozyte wraz dietg alkaloidy purynowe nie sg kumulowane w organizmie czlo-
wieka, lecz do$¢ szybko (okres potowicznego rozpadu wynosi od 4 do 10 h) metaboli-
zowane w watrobie do kwasu moczowego, ktory jest wydalany wraz z moczem [23].
Wszystkie wykazujg szerokie dziatanie farmakologiczne, do ktorego nalezy stymulacja
centralnego uktadu nerwowego i osrodkéw wegetatywnych, gtownie naczynioworu-
chowego i1 oddechowego [17] oraz zmniejszanie napig¢cia mig$ni gladkich naczyn
krwionosnych [16]. Znanych jest szereg dowodow S$wiadczacych, ze przyjmowane
wraz z dietg kofeina, teofilina i teobromina przyspieszajg lipolize komoérkowsa [12, 27]
1 stymuluja termogeneze [10, 3], a w konsekwencji prowadza do zmniejszenia masy
ciata [27, 3]. Istniejg takze przestanki pozwalajace sadzié, ze zwigzki te dzigki wtasci-
wosciom inhibitujacym wobec niektorych enzyméw [22, 27] oraz chelatowaniu jonow



WPLYW METYLOKSANTYN NA EMULGACJE I BIODOSTEPNOSC LIPIDOW MASEA SZACOWANA IN VITRO 57

metali [20, 14] moga ogranicza¢ biodostepnos¢ przynajmniej niektérych sktadnikow
diety.

Zasadniczym celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie wptywu fizjolo-
gicznych dawek, powszechnie obecnych w diecie N-metyloksantyn: kofeiny, teofiliny
1 teobrominy, na proces trawienia i przyswajania lipidow. W zwigzku z faktem, ze
biodostepnos¢ lipidow zalezy bezposrednio od przebiegu ich hydrolizy, a ta z kolei od
stopnia zemulgowania, kolejno analizowano wptyw metyloksantyn na oba te procesy.

Material i metody badan

Do badan uzyto czystych preparatow kofeiny, teofiliny i teobrominy, zakupio-
nych w firmie Sigma Chemicals Inc., oraz masto wiejskie, produkowane wedlug trady-
cyjnej domowej receptury, zakupione na placu handlowym Nowy Kleparz w Krako-
wie. Zawarto$¢ suchej masy w analizowanym masle wynosita 86,14 %, a zawartos¢
thuszczu 81,17 %.

Do symulowania trawienia w przewodzie pokarmowym cztowieka wykorzystano
pochodzace z firmy Sigma Chemicals Inc.: pepsyn¢ o deklarowanej aktywnoS$ci
4750 U/mg, preparat wielosktadnikowy — Pancreatinium zawierajacy enzymy trzust-
kowe o deklarowanej aktywnos$ci rownej 8*United States Pharmacoepia, oraz ekstrakt
soli zolciowych.

Do oznaczenia ilosci glicerolu i kwasow ttuszczowych uwolnionych podczas hy-
drolizy lipidow zastosowano odpowiednio test enzymatyczny firmy Cormay oraz
czerwien krezolowa firmy Sigma Chemicals Inc.

W celu zbadania wptywu metyloksantyn na proces emulgacji i biodostgpnosc li-
pidow zawartych w masle zastosowano metode trawienia in vitro opisang przez Mike
i wsp. [18]. Badane probki masta poddawano kolejno dwoém inkubacjom symulujacym
srodowisko zotadka (pH 2,0) i jelita cienkiego (pH 7,5). Nawazki masta (0,5 £ 0,001 g
wg s.m.) z dodatkiem badanych alkaloidéw (roztwory wodne) w ilosci 40 pmolna 1 g
masta lub z dodatkiem wody redestylowanej (proba kontrolna), zakwaszano 0,5 M HCI
(w ilosci ustalonej na podstawie miareczkowan) do pH 2,0. Nast¢epnie dodawano
0,75 ml roztworu pepsyny i wode redestylowang w takiej ilosci, aby tgczna objgtosé
wprowadzanych ptynéw wynosita 2,0 ml. Doktadnie mieszano, szczelnie zamykano
1 inkubowano w temp. 37 °C w pozycji horyzontalnej z wytrzgsaniem przez 120 min.
Po tym czasie czg$¢ probowek przeznaczong do oznaczenia stopnia emulgacji zotad-
kowej ustawiano w pozycji wertykalnej na 10 min w celu rozdzielenia frakcji zemul-
gowanej (krople thuszczu < 100 um). Do pozostatych probéwek dodawano wyliczong
na podstawie miareczkowan ilo§¢ 1 M NaHCO;, 0,375 ml roztworu pankreatyny
z z06kcig 1 zbuforowang do pH 7,5 wode redestylowana (w takiej ilosci, aby tgczna obje-
tos¢ wprowadzanych ptynéw wynosita 1,15 ml). Catos¢ doktadnie mieszano, a nastgp-
nie probowki z probkami przeznaczonymi do oznaczenia stopnia emulgacji jelitowej
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szczelnie zamykano. Pozostate probki przeznaczone do oznaczenia biodostgpnosci
lipidow przenoszono ilosciowo do workow dializacyjnych, ktore umieszczano w kol-
bach stozkowych zawierajacych po 50 ml wody redestylowanej alkalizowanej do pH
7,5. W obu przypadkach drugg inkubacj¢, odpowiadajgca emulgacji i trawieniu w jeli-
cie cienkim, prowadzono w tazni wodnej z wytrzgsaniem (200 wychylen/min), w temp.
37 °C przez 240 min. Po tym czasie proboéwki do oznaczenia stopnia emulgacji lipidow
ustawiano w pozycji wertykalnej na 10 min, a z kolb stozkowych pobierano probki
dializatu i oznaczano ilos¢ uwolnionego z masta glicerolu, stosujac kolorymetryczng
metode enzymatyczng opisang przez Fossati’ego i Prencipe [8]. [los¢ wolnych kwasow
thuszczowych pozostatych po trawieniu w workach dializacyjnych oznaczano metoda
miareczkowg wobec czerwieni krezolowe;.

Wplyw metyloksantyn na biodostgpnos¢ lipidow szacowano z réwnania: biodo-
stepnos¢ [%] = D 100 / A, gdzie D jest iloscig glicerolu lub iloscig wolnych kwasow
thuszczowych uwalnianych z lipidow masta w obecno$ci metyloksantyn, natomiast A
jest iloscig glicerolu lub iloscig wolnych kwasow ttuszczowych uwalnianych z lipidow
masla w probie kontrolne;j.

Stopien zemulgowania lipidow masta po symulowanym trawieniu w zotadku i je-
licie cienkim oznaczano stosujac procedur¢ opisang przez Wikiere i wsp. [30]. Jako
wielko$¢ graniczng kropel tluszczu zemulgowanego przyjeto 100 um za pracag Arman-
daiwsp. [1].

Wszystkie eksperymenty wykonano w czterech powtorzeniach. Otrzymane wyni-
ki analizowano przy uzyciu programu statystycznego StatGraphics Plus wersja 5.1,
stosujac jednoczynnikowa analiz¢ wariancji. Istotno$¢ roznic pomigdzy wartosciami
srednimi weryfikowano testem LSD Fishera przy poziomie istotnosci p < 0,05".

Wiyniki i dyskusja

Lipoliza thuszczow odbywa si¢ na granicy faz olej/woda, a do jej sprawnego prze-
biegu konieczna jest uprzednia emulgacja substratu. Wiadomo, ze katalizowana przez
lipazy trzustkowe hydroliza tluszczéw przebiega najintensywniej, jezeli wielkos¢ kro-
pel tluszczu powstalej emulsji nie przekracza 10 um [25]. W niniejszej pracy dodatek
metyloksantyn do trawionego in vitro masta w dawce 40 pumol na 1 g nie przeszkadzat
w osiggnigciu takiego stopnia emulgacji. Co wigcej, wszystkie testowane
N-metyloksantyny tj. kofeina, teofilina i teobromina wykazywaty nawet wlasciwosci
proemulgujace (tab. 1).



WPLYW METYLOKSANTYN NA EMULGACJE I BIODOSTEPNOSC LIPIDOW MASEA SZACOWANA IN VITRO 59

Tabela 1l

Wiyniki emulgacji lipidéw masta w obecnosci metyloksantyn (40 pmol/g masta) w srodowisku symulowa-

nego przewodu pokarmowego.

Emulsification results of butter lipids in the presence of methylxanthines (40 wmol/g butter) in the medium

of in vitro simulated gastrointestinal tract.

Lipidy zemulgowane Srednia wielko$¢ kropel emulsji
o Emulsified lipids [%] Mean size of emulsion droplet [um]
Rodzaj probki

Type of sample zoladek dwunastnica zoladek dwunastnica
gastric duodenal gastric duodenal
medium medium medium medium
Proba kontrolna / Control 19,5° 69,5% 12,11% 11,37¢
Kofeina / Caffeine 19,5% 70,0* 10,64° 8,78°
Teofilina / Theophylline 19,0° 70,0* 11,45% 9,80°
Teobromina / Theobromine 20,0% 79,5° 10,14° 8,22¢

* Emulsja zawierajaca krople o $rednicy nie przekraczajacej 100 um / Emulsion containing droplets of
a diameter not exceeding 100 pm.

Rozne litery indeksu gornego w kolumnie oznaczajg roznice statystycznie istotne pomiedzy warto$ciami
$rednimi (p < 0,05; test LSD) / Different superscript letters in column denote statistically significant diffe-
rences between mean values (p < 0.05; LSD test).

Wiasciwoscei te przejawialy si¢ gtdwnie w zdolnosci do zmniejszania wielkoSci
kropel powstatej emulsji bez istotnego wplywu na ilo$¢ zemulgowanego tluszczu. Je-
dynie w przypadku teobrominy dziatajgcej w srodowisku dwunastnicy zaobserwowano
dodatkowo statystycznie istotny wzrost objetosci warstwy zemulgowanego tluszczu
7 69,5 do 79,5 %. Kazda z metyloksantyn, niezaleznie od warunkow dziatania, zwigk-
szala natomiast udziat w emulsji miceli matych (o srednicy do 10 um), co przektadato
si¢ na istotne zmniejszenie $redniej wielkoSci kropel tworzacych emulsj¢. Dziatanie
takie wystepowato czesciej] w worku dializacyjnym, a wiec w Srodowisku zasadowym,
kiedy dochodzito do dysocjacji alkaloidow. Srednia wielko$¢ miceli zmniejszata sig
w tych warunkach nawet o 3,17 um, podczas gdy w $rodowisku kwasnym (zolgdek)
zmnigjszenie $rednicy miceli nie przekraczato 1,97 pm. Wigkszo$¢ znanych wspotcze-
snej nauce emulgatoroéw, jak: biatka, fosfolipidy czy surfaktanty swoje dzialanie za-
wdzigcza amfipatycznemu charakterowi czasteczek tj. jednoczesnej obecnosci w struk-
turze molekularnej zarowno stref polarnych, jak i niepolarnych [19, 2]. Taki dipolarny
charakter majg rowniez metyloksantyny. Kazda z nich zawiera w czasteczce ugrupo-
wania hydrofobowe w postaci grup metylowych i ugrupowania hydrofilowe w postaci
atomow tlenu i grup aminowych. Jak wynika z wykonanych badan, sita proemulguja-
cego dziatania metyloksantyn maleje zgodnie z szeregiem: teobromina > kofeina >
teofilina. Najprawdopodobniej wigc jest ona w wigkszym stopniu zalezna od roz-
mieszczeniem grup metylowych w czasteczce alkaloidow niz od ich liczby. Kofeina
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jest trimetyloksantyng, a teobromina podobnie jak teofilina to dimetyloksantyny. Jed-
nak tylko teofilina nie ma grupy metylowej w pozycji N7 pier§cienia purynowego, co
wskazywatoby na kluczowa rolg tej wlasnie grupy w procesie emulgacji.

Przedstawione w tab. 1. wyniki, wskazujace jednoznacznie na proemulgujace
dziatanie metyloksantyn w procesie symulowanego trawienia thuszczu w przewodzie
pokarmowym, nie przetozyly si¢ na poprawe biodostepnosci thuszczu. Wrecz przeciw-
nie, zauwazono, ze kazdy z dodawanych do trawionego in vitro masta alkaloidéw po-
wodowat statystycznie istotne ograniczenie uwalniania glicerolu i kwasow thuszczo-
wych (tab. 2).

Tabela 2

Biodostgpnosé lipidow masta w obecnosci metyloksantyn (40 umol/g masta) szacowana in vitro.
In vitro assessed bioavailability of butter lipids in the presence of methylxanthines (40 pmol/g butter).

Rodzaj probki Biodostgpnos¢ / Bioavailability [%]*

Type of sample kwasy thuszczowe / fatty acids glicerol / glycerol
Proba kontrolna / Control sample 100,0? 100,0*
Kofeina / Caffeine 84,4¢ 83,5°
Teofilina / Theophylline 92,5° 90,1°
Teobromina / Theobromine 69,9¢ 76,8¢

* Biodostgpno$¢ wzgledem proby niezawierajacej metyloksantyn (proby kontrolnej) / Bioavailability
compared to sample containing no methylxanthines (control sample).

Rozne litery indeksu gornego w kolumnie oznaczajg roznice statystycznie istotne pomiedzy warto$ciami
$rednimi (p < 0,05; test LSD) / Different superscript letters in column denote statistically significant diffe-
rences between mean values (p < 0.05; LSD test).

Mozliwo$¢ negatywnego wplywu metyloksantyn, a $cislej kofeiny na absorpcje
lipidow z przewodu pokarmowego sugerowali wczesniej Wang i wsp. [26]. Wedlug
tych autoréw takie dziatanie kofeiny jest konsekwencja modulowania przez nig meta-
bolizmu ttuszczoOw w enterocytach, a doktadniej reorganizacji procesow wbudowywa-
nia 1 sekrecji lipidow przez chylomikrony. W cytowanej pracy nie analizowano jednak
ani aktywnosci lipazy trzustkowej, ani stopnia emulgacji lipidow, a jak dowodza wyni-
ki niniejszej pracy, moze to by¢ kolejna, po sugerowanej przez Wanga reorganizacji
chylomikronoéw, przyczyna ograniczania przez metyloksantyny dostgpnosci lipidow
diety. W niniejszych badaniach ilo$¢ oznaczanych produktéw lipolizy byta tym mniej-
sza, im wigksza sit¢ emulgujaca wykazywata obecna podczas trawienia metyloksanty-
na. Oznacza to, ze biodostepno$¢ lipidow masta byla najmocniej hamowana przez teo-
broming (zmniejszenie ilosci uwalnianych kwasow ttuszczowych i glicerolu wzgledem
proby kontrolnej srednio o 27 %), w mniejszym stopniu przez kofeing (zmniejszenie
$rednio o okolo 16 %), a w najmniejszym stopniu przez teofiling (zmniejszenie ilo$ci
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uwalnianych kwaséw tluszczowych i glicerolu wzglgdem proby kontrolnej $rednio
o okoto 9 %). Wynik taki sugeruje, ze alkaloidy poprawiajac emulgacje lipidow tra-
wionego masta musialy jednoczesnie wypiera¢ lipaze z powierzchni emulsji, ograni-
czajgc tym samym jej kontakt z hydrofobowym substratem. Takie dziatanie metylok-
santyn nie byloby ewenementem. Na podstawie licznie publikowanych prac wiadomo,
ze niektore substancje powierzchniowo czynne np. sole zoétciowe, fosfolipidy, biatka
czy surfaktanty mogg w istotny sposéb ograniczaé dostep lipaz do zemulgowanych
substratow [19, 29]. Mun i1 wsp. [19] podaja nawet, ze zdolno$¢ wymienionych emul-
gatorow do wypierania lipazy z emulsji maleje zgodnie z szeregiem: niejonowe surfak-
tanty > fosfolipidy > bialka [19]. Istnieje réwniez mozliwo$¢, ze metyloksantyny nie
tylko wypieraly enzym z powierzchni miceli, ale tgczyty si¢ takze bezposrednio z jego
biatkiem, inhibitujac go. Ta hipoteza wymaga jednak dalszej weryfikacji.

Whioski

1. Kofeina, teobromina i teofilina wspomagajga w sposob istotny symulowang in vitro
emulgacje lipidow w zotadku i dwunastnicy.

2. Sita proemulgujgcego dziatania metyloksantyn zmniejsza si¢ zgodnie z szeregiem:
teobromina > kofeina > teofilina.

3. N-metyloksantyny istotnie ograniczajg biodostepnos$¢ lipidow masta, wypierajac
hydrolizujaca je lipazg trzustkowa z powierzchni miceli lub bezposrednio jg inhibi-
tujac.

4. Zdolno$¢ metyloksantyn do zmniejszania biodostgpnosci lipidow maleje zgodnie
z szeregiem: teobromina > kofeina > teofilina.
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EFFECT OF METHYLOXANTINES ON EMULSIFICATION AND BIOAVAILABILITY
OF BUTTER LIPIDS AS ASSESSED IN VITRO

Summary

The effect was assessed of the N-methylxanthines: caffeine, theophylline, and theobromine, com-
monly consumed with the diet, on the emulsification of butter lipids and bioavailability thereof under the
in vitro simulated conditions of human stomach and intestines. The research material was farmhouse
butter containing a 40 pmol/1g addition of the tested compounds. Based on the results obtained, it was
found that, in the dose analyzed, each of the alkaloids intensified the process of forming the emulsion by
increasing the dispersion degree thereof. The power of the pro-emulsifying activity of alkaloids depended
on the arrangement of methyl groups in a molecule and increased according to the order:
1,3-dimethylxanthine (theophylline) — 1,3,7-thrimethylxanthine (caffeine) — 3,7-dimethylxanthine (the-
obromine). At the same time, each of the alkaloids significantly reduced the bioavailability of lipids. In the
case of theophylline, the amount of fatty acids and glycerol, released from the lipids, decreased by 9% on
the average compared to the control sample; in the case of caffeine: by 16%, and as for the theobromine by
as much as 27%. The results as indicated above suggest that under the conditions of simulated digestion of
lipids in the alimentary canal, the alkaloids must have impacted not only the hydrophobic substrate that
stimulated emulsification thereof, but, also, the pancreatic lipase. In the latter case, they partially displaced
the pancreatic lipase from the micelle’s surface, and, thereby, reduced its direct contact with the substrate,
and effectively inhibited it.

Key words: methylxanthines, emulsification of lipids, bioavailability of lipids, in vitro
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