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WPLYW KATECHIN I WYBRANYCH STABILIZATOROW
ZYWNOSCI NA EMULGACJE LIPIDOW MASEA W WARUNKACH
SYMULUJACYCH PRZEWOD POKARMOWY

Streszczenie

Badano wptyw katechin oraz BHT, tokoferolu § i sorbinianu potasu na emulgacj¢ lipidow w warun-
kach Zotadka i dwunastnicy czlowieka symulowanych in vitro. Material badawczy stanowilo masto wiej-
skie, do ktérego dodawano testowane zwiazki w ilosci 50 mg/100 g. Probki poddawano dwugodzinnej
emulgacji, a nastgpnie mierzono ilo$¢ tluszczu niezemulgowanego oraz wielko$¢ kropel w wytworzonych
emulsjach. Analiza statystyczna uzyskanych wynikow pozwolita stwierdzi¢, ze w badanych dawkach
BHT, tokoferol 3, sorbinian potasu i katechiny istotnie ograniczaty tworzenie emulsji i stopien jej dysper-
sji. Sita ich dzialania zalezata jednak od warunkoéw prowadzenia procesu. W kwasowym s$rodowisku
zotadka emulgacj¢ najmocniej hamowat tokoferol 8. Ograniczatl on ilos¢ powstatej emulsji do zaledwie
7.5 %, z 25 % obserwowanych w probie kontrolnej, i zwigkszat $rednia wielkos¢ kropel ttuszczu wzgle-
dem proby kontrolnej o 6,25 um. Na tym etapie badan substancja oboj¢tna dla emulgacji masta byty jedy-
nie katechiny. Odwrotna sytuacja miala miejsce w zasadowym $rodowisku dwunastnicy. W tych warun-
kach proces emulgacji probek masta najefektywniej hamowaty katechiny i BHT, a najstabiej tokoferol 8.
Zarowno obecnos$¢ katechin, jak i BHT, skutkowata zmniejszeniem ilosci powstalych emulsji z 83 %
(proba kontrolna) do 62,5 %. Zawarto$¢ tokoferolu w masle nie wptywala natomiast na ilo$¢ formowanej
w warunkach dwunastnicy emulsji, ale istotnie zwigkszata (o 11,14 um) srednig wielko$¢ tworzacych ja
kropel ttuszczu. Uzyskane wyniki dowodza, ze sita antyemulgujacego dziatania katechin w dawce zapew-
niajacej im pelna skutecznos¢ przeciwutleniajaca nie moze by¢ czynnikiem eliminujacym mozliwo$¢
wykorzystania tych substancji jako stabilizatorow produktow wysokottuszczowych.

Stowa kluczowe: katechiny, BHT, tokoferol 6, sorbinian potasu, emulgacja lipidow

Wprowadzenie

Ze wzgledu na réznorodny charakter biologicznego dzialania katechiny sa szcze-
gdlnie interesujaca grupa naturalnych sktadnikow diety. Przypisuje im si¢ wtasciwos$ci
przeciwnowotworowe [9], przeciwzapalne [17] i przeciwcukrzycowe [10]. Maja zdol-
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no$¢ do ograniczania biodostgpnosci lipidow [7, 15] i cholesterolu [3, 4] oraz redukcji
we krwi catkowitego cholesterolu, cholesterolu LDL, apolipoprotein B i lipoprotein [3,
11]. Ta wlasciwos¢ katechin w potaczeniu z ich silnym dzialaniem przeciwutleniaja-
cym [12] stwarza mozliwos$¢ przeciwdziatania miazdzycy [18]. Ponadto zaobserwowa-
no, ze katechiny hamuja rozwdj wielu niebezpiecznych dla zdrowia drobnoustrojow,
w tym Helicobacter pylori, a jednoczesnie przyczyniaja si¢ do ekspansji pozadanych
w organizmie bakterii kwasu mlekowego oraz bifidobakterii [10, 23]. W ostatnich
latach coraz czg$ciej probuje si¢ wykorzysta¢ katechiny w technologii zywnosci. Wy-
kazano na przyktad, ze maja zdolno$¢ do eliminowania heterocyklicznych amin, po-
wstajacych podczas gotowania niektorych produktow, zwlaszcza migsnych [23]. Liczni
autorzy wskazuja, ze ich obecno$¢ jako antyoksydantow w produktach spozywczych
sprzyja zachowaniu lepszych cech sensorycznych oraz zmniejsza straty niektorych
sktadnikdw o waznym znaczeniu zywieniowym [25]. Uwaza sig, ze sita stabilizujacego
dziatania katechin na wysokotluszczowe produkty spozywcze moze by¢ wigksza niz
uzywanych powszechnie w tych celach tokoferoli, BHT czy palmitynianu askorbylu.
Tang i wsp. [21] wykazali, ze juz przy dawce 30 mg/100 g produktu skutecznos¢ prze-
ciwutleniajacego dziatania katechin na surowe, czerwone migso, drob i ryby byta dwu-
a nawet czterokrotnie wigksza niz w przypadku zastosowania wigkszej dawki
a-tokoferolu. Pewne obawy przed powszechnym stosowaniem katechin, jako dodatku
stabilizujacego i jednoczesnie prozdrowotnego zywnosci, moga budzi¢ wyniki wskazu-
jace na zdolnos¢ tych zwiazkow do inhibicji enzymow trawiennych [6, 8, 14], helato-
wania biatek [6] i metali [5] oraz silnego ograniczania emulgacji zoladkowej 1 jelitowe;j
[8, 13].

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie sity antyemulgujacego dziatania
katechin w warunkach Zzotadka i dwunastnicy i poréwnanie go z wplywem jaki w tym
samym srodowisku wywieraja na emulgacje¢ lipidow powszechnie stosowane stabiliza-
tory zywnosci, takie jak: BHT, tokoferol 6 i sorbinian potasu. Jednoczesnie dawke
katechin dobrano tak, by zapewniata pelna skuteczno$¢ przeciwutleniajaca [25] i za-
wierata si¢ w przedziale uznanym za bezpieczny w przypadku stosowania BHT, toko-
ferolu i sorbinianu potasu [23].

Material i metody badan

Ekstrakt katechin herbaty, BHT (di-tert-butylohydroksytoluen, E 321) i tokoferol
o (E 309) zakupiono w firmie Sigma Aldrich. Sorbinian potasu (C¢H,O.K, E 202) po-
chodzit z firmy Polskie Odczynniki Chemiczne S.A. Masto wiejskie, produkowane
wedlug tradycyjnej domowej receptury, zakupiono na placu handlowym Nowy Kleparz
w Krakowie.

Uzyte do analiz masto podzielono na 5 porcji po 5 g. Do pierwszej porcji dodano
0,5 ml wody redestylowanej i 15 pl etanolowego roztworu tokoferolu ¢ (500 mg/3 ml),
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do drugiej 0,5 ml wody redestylowanej i 15 pl etanolowego roztworu BHT
(500 mg/3 ml). Do trzeciej 15 pl etanolu 98 % i 0,5 ml wodnego roztworu sorbinianu
potasu (5 mg/ml), a do czwartej 15 pl etanolu 98 % i 0,5 ml wodnego roztworu kate-
chin (5 mg/ml). Do piatej pigciogramowej porcji masta, stanowiacej probe kontrolna,
dodano 15 pl etanolu 98 % i 0,5 ml wody redestylowanej. Probki doktadnie ucierano,
chlodzono, a nastepnie z kazdej rozwazano po 100 mg do 10 wyskalowanych probo-
wek. Powietrze w probowkach zawierajacych probki masta zastgpowano gazowym
azotem. Tak przygotowane probki szczelnie zamykano i przechowywano w temp.
-20 °C do czasu wykonania oznaczen.

W celu zbadania wptywu BHT, tokoferolu d, sorbinianu potasu i katechin na
emulgacj¢ lipidow zawartych w masle zastosowano metode symulujaca in vitro wa-
runki emulgacji w zotadku i dwunastnicy czlowieka, opracowana przez Juhela i wsp.
[8]. Do przygotowanych wczesniej probowek, zawierajacych po 100 mg masta z do-
datkiem badanych substancji, wprowadzano po 3 ml ,,buforu zotadkowego” (50 mM
CH;COONa, 150 mM NacCl, pH 2,0) lub po 3 ml ,,buforu jelitowego” (150 mM NaCl,
50 mM Tris, 8 mM soli zotciowych, pH 7,5). Probowki szczelnie zamykano, ustawiano
w pozycji horyzontalnej i wytrzasano z szybkoscia 200 wychylen/min przez 2 h
w temp 37 °C. Zabieg taki pozwalal uzyska¢ emulsje o stopniu dyspersji odpowiadaja-
cym temu, jaki uzyskuje si¢ podczas trawienia thuszczu w przewodzie pokarmowym
cztowieka [1]. Po zakonczeniu procesu emulgacji probki ustawiano w pozycji werty-
kalnej w celu rozdzielenia frakcji zemulgowanej (krople thuszczu < 100 um). Jako
wielko$¢ graniczna kropel tluszczu zemulgowanego przyjeto 100 um zgodnie z praca
Armandaa i wsp. [1]. Czas potrzebny na rozdzielenie warstw ustalono na 10 min, sto-
sujac rownanie sedymentaciji Stoksa: D = [181oH / (p — po)gt]"?, gdzie D — $rednica
czastki [m], 1o — wspétezynnik lepkosci emulsji [Ns/m?], p — gestos¢ probki [kg/m’], po
— gesto$¢ emulsji [kg/m’], g — przyspieszenie ziemskie [m/s’], t — czas sedymentacji [s],
H — droga sedymentacji [m]. Objetos¢ warstwy niezemulgowanej mierzono z doktad-
noscig £ 0,05 ml i zbierano. Stopien zdyspergowania powstaltych emulsji okreslano na
podstawie wielko$ci kropel. W tym celu emulsjg (infranatant) wybarwiano Sudanem
IIT i poddawano analizie mikroskopowej zgodnie z opisem zawartym w pracy Muna
i wsp. [16]. Do badan uzyto mikroskopu §wietlnego Biolar wspolpracujacego z kamera
cyfrowa i komputerem. Srednice obserwowanych kropel emulsji mierzono z doktadno-
Scig + 0,2 um przy uzyciu programu do pomiaru wielkos$ci czastek Lucia Measurment
Laboratory Imagining/ Nicon. Wszystkie eksperymenty wykonano w 5 powtérzeniach.
Z kazdego powtorzenia wykonano po 10 zdj¢¢. Uzyskane wyniki analizowano, stosu-
jac jednoczynnikowa analiz¢ wariancji. Istotno$¢ roznic pomigdzy wartosciami $red-
nimi weryfikowano testem LSD Fishera przy poziomie istotnosci p < 0,05.
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Wiyniki i dyskusja

Wykazano, ze w warunkach zblizonych do przewodu pokarmowego nie tylko ka-
techiny, ale takze BHT, tokoferol & i1 sorbinian potasu zmniejszaly ilo$¢ powstalej
emulsji i stopien jej zdyspergowania. Sita tego dzialania byta zréznicowana i w przy-
padku wszystkich testowanych zwiazkoéw zalezata od srodowiska, w ktorym przebiegat
proces. Podczas symulowanej in vitro emulgacji w zotadku najwigksze wiasciwosci
antyemulgujace wykazywat tokoferol 6. Zmniejszatl on udzial powstatej w probece
emulsji z 25 %, obserwowanych w probie kontrolnej, do zaledwie 7,5 %, czyli az
0 70 %. Jednocze$nie utworzona w jego obecnosci emulsja byta istotnie mniej zdy-
spergowana. Krople mate, o $rednicy nieprzekraczajacej 30 um, stanowity w niej zale-
dwie 46 %, podczas gdy w emulsji kontrolnej udziat ten przekraczat 64 %. Przetozyto
si¢ to na wzrost wzgledem proby kontrolnej $redniej wielkosci kropel o 6,25 um.
Z istotnie mniejsza sita, ale rowniez antyemulgujaco w symulowanych in vitro warun-
kach zotadka dziataly BHT i sorbinian potasu. Zmniejszaty one wzgledem proby kon-
trolnej ilos¢ emulsji odpowiednio o 30 1 20 %, zwigkszajac jednoczesnie $rednia wiel-
ko$¢ kropel w warstwie zemulgowanej odpowiednio o 4,87 i 6,25 um. Wlasciwosci
antyemulgujacych w warunkach zotadka nie wykazywaly katechiny (tab. 1). Jest to
wynik odmienny od uzyskanego przez Juhela i wsp. [8], ktorzy uzyskali w obecnos$ci

Tabela 1
Wyniki emulgacji masta metoda in vitro, symulujaca warunki panujace w zotadku, z udziatem prepara-
tow (50 mg/100 g masta): katechin, BHT, tokoferolu 6 i sorbinianu potasu.
Result of butter emulsification using an in vitro method simulating the gastric conditions, with prepara-
tions: catechins, BHT, & tocopherol, and potassium sorbate added (50 mg/100g butter).

. Lipidy zemulgowane | Srednia wielko$¢ kropel w emulsji
Rodzaj dodanego preparatu . .. . . .
Type of the preparation added Emulsified lipids Mean size of droplets in emulsion
[Yo]* [nm]

Préoba kontrolna / Control sample 25.0° 29,77%
BHT 17,5°¢ 34,64 %
Tokoferol & / 5-Tocopherol 7,5¢ 36,02 ¢4
Sorbinian potasu / Potassium sorbate 20,0° 36,47 ¢
Katechiny / Catechins 250° 30,01 %

Objasnienia: / Explanatory notes:

* Jako zemulgowane traktowano emulsje zawierajace krople o $rednicy < 100 um. / Emulsions containing
droplets of a diameter smaller then 100 um were considered as emulsified emulsions.

Rozne litery subskryptu oznaczaja réznice statystycznie istotne pomigdzy warto§ciami $rednimi (p < 0,05;
test LSD) / Various superscript letters denote statistically significant differences between mean values (p <
0.05; LSD test).
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preparatu katechin AR25 zmniejszenie si¢ udzialu tworzonej w zotadku emulsji
7.36,6 % do zaledwie 2,15 %. Nalezy jednak podkresli¢, ze cytowani autorzy uzyli
katechin w dawce 30 razy wigkszej niz proponowana w naszych doswiadczeniach.
Ponadto stosowany przez nich preparat byt jedynie standaryzowany na katechiny (byto
ich 25 %) i zawieral dodatkowo duze iloéci innych obecnych w herbatach zwiazkow,
niekoniecznie polifenoli, ktore mogty bezposrednio wptywac na uzyskane wyniki.
Silnie antyemulgujace dziatanie katechin, ktore wczesniej sugerowat Juhel z ze-
spotem [8], ujawnito si¢ natomiast w warunkach symulujacych dwunastnicg. W §ro-
dowisku tym preparat katechinowy powodowat zmniejszenie, wzglgdem proby kontro-
Inej, zawartosci emulsji w probee o 24,7 % (z 83 do 62,5 %). W sposob analogiczny
zadzialal takze BHT. Istotnie mniejsze wlasciwosci antyemulgujace wykazywal nato-
miast sorbinian potasu ograniczajacy ilo$¢ emulsji, wzglgdem proby kontrolnej, zaled-
wie 0 4,8 %. Na ilo$¢ tworzonej w warunkach dwunastnicy emulsji nie wptywat nato-
miast tokoferol & (tab. 2). Tokoferol & niemal catkowicie eliminowal bowiem mozli-
wos$¢ tworzenia kropel thuszczu o Srednicy nie przekraczajacej 20 pm. W emulsji po-
wstatej w jego obecnosci krople takie stanowity zaledwie 5 %, podczas gdy w probie
kontrolnej ich udziat siggat az 31 %, a w emulsjach z katechinami, BHT lub sorbinia-
nem potasu odpowiednio: 27, 22 lub 20,5 %. Jednocze$nie zawarto$¢ kropel o rozmia-
rach srednich i duzych (miedzy 40 a 100 um) w obecnosci tokoferolu byta nawet dwa
razy wigksza niz w pozostalych emulsjach. Obserwowane w przedstawionych do-
$wiadczeniach zjawisko mocniejszego hamowania przez katechiny emulgacji w dwu-
nastnicy w poréwnaniu z emulgacja zotadkowa mozna tatwo wyjasni¢ ré6znica w pH
obu tych $srodowisk. W pH silnie kwasowym i kwasowym katechiny sa stabilne [26],

Tabela 2
Wyniki emulgacji masta metoda in vitro, symulujaca warunki panujace w dwunastnicy, z udzialem prepa-
ratow (50 mg/100 g masta): katechin, BHT, tokoferolu 6 i sorbinianu potasu.
Result of butter emulsification using an in vitro method simulating the duodenal conditions, with prepara-
tions: catechins, BHT, § tocopherol, and potassium sorbate added (50 mg/100 g butter).

Rodzaj dodanego preparatu Lipidy zemulgowane Sred.‘?la w1elk95’é kropel
Type of the preparation added Emulsified lipids [%]* W emul§J ! Mean. size of droplets
in emulsion [um]

Proba kontrolna / Control sample 83,0 27,53%
BHT 62,5 ° 28,84 ™
Tokoferol & / 3-Tocopherol 84,0° 38,67
Sorbinian potasu /Potassium sorbate 79,0 ° 30,619
Katechiny / Catechins 62,5°¢ 28,13 %

* Objasnienia jak pod tab. 1 / Explanatory notes as in Tab 1.
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natomiast w pH obojetnym i zasadowym ulegaja bardzo szybko epimeryzacji, utlenie-
niu 1 kondensacji [22, 26] tworzac charakterystyczne dla herbat fermentowanych oli-
gomeryczne i polimeryczne tearubiginy i teaflawiny [2]. Zwiazki te maja zupehie inne
wlasciwosci niz wyjsciowe katechiny i to one zapewne odpowiadaja za obserwowany
W tej pracy znaczny wzrost wlasciwosci antyemulgujacych preparatow katechinowych
w warunkach zblizonych do panujacych w dwunastnicy (pH 7,5). Posrednio dowodza
tego takze badania przeprowadzone przez zespot Shishikura [19], w ktorych porowna-
no wplyw herbaty zielonej (niefermentowanej) i czarnej (fermentowanej) na proces
emulgacji oliwy z oliwek W do$wiadczeniach tych substancja o istotnie wigkszej sile
antyemulgujacej byta herbata czarna, a wigc zawierajaca tearubiginy i teaflainy.

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze sita antyemulgujacego dzialania natywnego
preparatu katechin nie jest jednoznacznie wigksza niz poréwnywanych stabilizatorow
zywnosci. Bez watpienia nie jest ona na tyle duza, by przy proponowanej dawce kate-
chin réwnej 50 mg/100 g produktu, powodowaé niestrawno$¢ i biegunki lipidowe.
W analogiczny sposob musiatby dziata¢ rowniez BHT, ktory w przedstawionych bada-
niach wydawat si¢ by¢ zwiazkiem o wigkszej sile antyemulgujacej niz katechiny.
Z literatury wiadomo, ze substancje takie, jak np. tetrahydrolipostatyna (orlistat), wy-
wotujace wspomniane nieprzyjemne objawy gastryczne, ograniczaja emulgacje lipi-
dow in vitro co najmniej o 80 % [20].

Whioski

1. BHT, tokoferol & i sorbinian potasu ograniczaja w sposob istotny symulowang in
vitro emulgacj¢ masta w zotadku i dwunastnicy.

2. Zdolnos¢ katechin do hamowania emulgacji i zmniejszania stopnia dyspersji, po-
wstajacych w warunkach zblizonych do przewodu pokarmowego, emulsji jest po-
rownywalna z obserwowana w obecnosci powszechnie stosowanych przeciwu-
trwalaczy 1 konserwantow zywnosci.

3. Sita antyemulgujacego dziatania preparatow katechinowych nie moze by¢ czynni-
kiem eliminujacym mozliwo$¢ wykorzystania tych substancji jako nowoczesnego
i prozdrowotnego stabilizatora zywnosci.
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EFFECT OF CATECHINS AND SOME FOOD PRESERVATIVES ON THE LIPID
EMULSIFICATION OF BUTTER IN THE GASTROINTESTINAL
TRACT SIMULATING MEDIA

Summary

The effect was examined of catechins, BHT, d-tocopherol, and potassium sorbate on lipid emulsifica-
tion in gastric and duodenal media, simulated in vitro. The experimental material was cottage butter; and
the substances examined were added to the butter in the amount of 50 mg per 100 g of butter. The samples
were emulsified for 2 hours, then, the percentage rate of emulsified lipids was measured as was the size of
droplets in the emulsion produced. The results obtained were statistically analyzed and, based on this
analysis, it was found that in the doses examined, BHT, 8-tocopherol, potassium sorbate, and catechins
significantly limited the formation of emulsion and the degree of it dispersion. The power of their anti-
emulgative effect depended, however, on the process conditions applied. In the acidic gastric medium,
d-tocpoherol inhibited the emulsification to the highest degree. It reduced the amount of the emulsion
formed to a level of only 7.5 % against 25 % found in the control sample, and increased the mean size of
lipid droplets by 6.25 um compared to the control sample. At this stage of the investigations, only cate-
chins were a substance that was neutral towards the butter emulsification. An opposite situation took place
in the alkaline duodenal medium. Under those conditions, the catechins and BHT inhibited the butter
emulsification process to the highest degree, whereas the d-tocopherol to the lowest degree. The presence
of both the catechins and the BHT resulted in the decrease in the amount of emulsion formed from 83 %
(control sample) to 62.5 %. The content of tocopherol in butter did not impact the amount of emulsion
formed in the duodenal medium, but it significantly increased (by 11.14 pm) the mean size of lipid drop-
lets forming this emulsion. The results obtained prove that the power of anti-emulgative effect of catechins
in a dose guaranteeing their full antioxidant efficiency cannot be a factor excluding the possibility of using
those substances as stabilizers of high-lipid products.

Key words: catechins, BHT, d-tocopherol, potassium sorbate, lipids emulsification
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