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MA GORZATA NEUMANN, KAMILA GODERSKA, KATARZYNA GRAJEK,
W ODZIMIERZ GRAJEK

MODELE PRZEWODU POKARMOWEGO IN VITRO DO BADA NAD
BIODOST PNO ClI SK ADNIKOW OD YWCZYCH

Streszczenie

Biodost pno sk adnikéw pokarmowych jest wa nym wska nikiem przy ocenie wp ywu ywienia
cz owieka na jego zdrowie. Z uwagi na trudno ci w dost pie do tre ci jelitowych in vivo rozwini to
modele umo liwigj ce badanie trawieniai wch aniania sk adnikéw pokarmowych w warunkach in vitro.

W pracy opisano budow przewodu pokarmowego i jego fizjologi . Przedstawiono dane dotycz ce
st enia aktywnych sk adnikow p ynéw w uk adzie pokarmowym, kinetyk zmian kwasowo ci p ynow
jelitowych oraz szybko pasa u i trawienie pokarmu przez uk ad. Omoéwiono tak e podstawowe modele
in vitro do badaniatrawienia jelitowego i wch aniania.

Wi kszo stosowanych modeli jest dwu- lub tréjstopniowa i obgmuje uk ady: o dek — jelito
cienkie, jama ustna — 0 dek — jelito cienkie lub o dek — jelito cienkie — jelito grube. W modelach
przewodu pokarmowego in vitro mo na zaleca nast puj ce proporcje obj to ciowe (wagowe) mi dzy
p ynami jelitowymi: pokarm/ linalpyn o dkowy/ 6 /sok trzustkowy, jak 1,5/1/2/1/2. Jako modele do
badania wch aniania sk adnikéw pokarmowych wykorzystuje s b d ukady diaizacyjne lub
ultrefiltracyjne, b d modele kultur komorek nab onka jelitowego in vitro. Najpopularnigjsz lini
komorkow wykorzystywan do badania wch aniania pokarméw jest Caco-2. Jej morfologia i fizjologia
jest bardzo zbli ona do naturalnych ludzkich enterocytow in vivo. Model Caco-2 zosta zastosowany do
badania wch aniania bia ek, lipidéw, cukréw, jondw metali, witamin, przeciwutleniaczy, mikotoksyn i
innych sk adnikéw ywno ci.

S owa kluczowe: przewdd pokarmowy, trawienie in vitro, biodost pno , modele

Wprowadzenie

Badaniu biodost pno ci sk adnikéw pokarmowych, mineralnych, witamin,
atak e przeciwutleniaczy ro linnych po wi cono wiele publikacji [6, 7, 10, 17, 18].
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Poj cieto jest ré nie definiowane w literaturze, niemnigj wyra a ono stopie , w jakim

dany sk adnik od ywczy mo e zosta uwolniony i wchoni ty z przewodu

pokarmowego oraz wykorzystany przez organizm. Biodost pno  (ang. ora

biocavailability) mo na wi c rozpatrywa jako sum trzech nast puj cych po sobie

procesow:

- uwalniania sk adnika z matrycy organiczng w przewodzie pokarmowym
(biodost pno ),

- transportu przez cian jelitw g b organizmu (wch anianie),

- rozk adu danego sk adnika w organizmie, w tym w jelitach i w trobie, oraz
wprowadzenie go do centralnego krwiobiegu (metabolizm).

Naey podkreli, e badanie biodost pnoci sk adnikébw od ywczych jest

zagadnieniem jeszcze ma o poznanym, dlatego wymagadu o wi kszej uwagi.

Produkty spo ywcze wyst puj w dwaoch postaciach: ciek € i sta €. Szczegolnie
skomplikowan struktur mg produkty stae zbudowane ze z o ong matrycy
organiczngj, w ktérej rozmieszczone s r6 ne sk adniki pokarmowe. Dost pno
danego sk adnika b dzie wi ¢ funkcj jego w a ciwo ci dyfuzyjnych i podatno ci
matrycy natrawienie jelitowe. Biodost pno sk adnikow podanych doustnie w czystej
formie jest zwykle du o wi ksza ni  biodost pno  tego samego sk adnika
Zngiduj cego s w matrycy produktu spo ywczego, gdy do jego wchoni cia
potrzebne jest najpierw uwolnienie z matrycy. W wielu przypadkach poszczegdlne
sk adniki pokarmowe s chemicznie zwi zane z innymi sk adnikami, co znacznie
ograniczaich uwalnianie w jelitach.

Z biodost pno ci zwi zane jest tak e poj cie strawno ci, czyli podatno ci
produktoéw lub sk adnikéw od ywczych na dzia anie enzyméw trawiennych. Okre la
s strawno poszczegolnych sk adnikbw ywno ci, np. strawno  hia ek, t uszczow,
w glowodanéw, a tak e pokarmu jako cao ci. Wielkocz steczkowe zwi zki przed
przenikni ciem przez cian przewodu pokarmowego musz ulec depolimeryzacji do
odpowiednio maych cz steczek. Mo liwe jest to w procesie trawienia, ktore przebiega
z udziaem wielu ro nych enzymow wydzielanych z sokami trawiennymi do przewodu
pokarmowego. Strawno  produktow ywno ciowych mo na oceni okre lg ¢
wspo czynniki strawno c¢i organizmu ludzkiego lub zwierz cego (strawno in vivo)
oraz bada ¢ stopie hydrolizy enzymatyczng tych produktow w warunkach
laboratoryjnych (strawno in vitro).

W przypadku oznaczenia strawno ci in vitro buduje si tzw. sztuczny model
przewodu pokarmowego. Dlatego te gdéwnym celem ninigsze pracy by o
przedstawienie ré nych modeli in vitro imituj cych w miar  mo liwo ci procesy
zachodz ce w warunkach in vivo. Modele te s du o0 szybszym i ta szym sposobem
w poréwnaniu z badaniami prowadzonymi na zwierz tach. W publikacjach naukowych
opisano badania, w ktérych wykorzystano mnigj lub bardzig zautomatyzowane
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modele przewodu pokarmowego in vitro. Nabardzigy zaawansowanym modelem
przewodu pokarmowego jest holenderski model TNO, monitorowany komputerowo, w
ktérym oprocz regulacji pH i dodatku odpowiednich enzymdw, imitowane s ruchy
perystaltyczne i wch anianie przez cian jelit [19, 20]. Znane te s badania, w
ktorych trawienie w przewodzie pokarmowym probowano symulowa poprzez
stworzenie odpowiednich warunkéw w prostych naczyniach laboratoryjnych [6, 18,
30].

Przewdd pokarmowy cz owieka w warunkach in vivo

Przewdd pokarmowy cz owiekamad ugo oko o0 5,56 m. G éwnymi cz ciami
uk adu pokarmowego s : jama ustna, gard o, przeyk, o dek, jelito cienkie, jelito
grube i gruczoy trawienne ( linianki, w troba, trzustka). Podstawow funkcj
przewodu pokarmowego jest przede wszystkim zaopatrywanie ustroju w sk adniki
od ywczeiwod .

Pierwszym odcinkiem uk adu pokarmowego cz owieka jest jama ustna. W nigj
dochodzi do pierwszej modyfikacji pokarmu poprzez ucie, mia d enie, mieszanie ze

lin oraz jego nawil anie i cz ciowe trawienie. ucie ma du e znaczenie dla
procesow trawienia, gdy rozdrobnienie pokarmu w jamie ustnej u atwia jego rozpad
enzymatyczny w dalszych odcinkach przewodu pokarmowego. Poza tym zapewnia
tak e mieszanie k sa pokarmowego ze lin i cz ciowe trawienie w glowodanéw
przez zawart w linie ptiain (tab. 1). llo wydzielang liny w warunkach
spoczynkowych wynosi ok. 0,5ml/min, natomiast po silnym pobudzeniu
wydzielniczym pokarmem mo e s zwi kszy nawet do 10 mi/min [12]. Przy
zwi kszong) produkcji liny zwi kszas te ilo  wydzielanych jonéw wapnia, sodu,
chlorui amylazy.

Z jamy ustngl pokarm przedostaje s do gard a, gdzie jest formowany w K si
zostgje po kni ty, tzn. za pomoc mi ni gardai j zyka wt oczony do prze yku na
zasadzie odruchu. W przeyku ruch k sbw zachodzi dzi ki przechodz ce fdli
perystaltycznej (tzw. ruch robaczkowy). D ugo te trasy wynosi oko o 23-25 cm
(tab. 2). Uj cie przeyku do o dka zamyka pier cie mi ni gadkich, zwany
zwieraczem. Podczas gdy fala skurczéw perystaltycznych przemieszcza ss wzd u
prze yku, mi nie zwieracza odruchowo rozlu nigy s i k s pokarmu dostgje s do
o dka[16].

0 dek jest najszerszym odcinkiem przewodu pokarmowego. Ma ksztat
grubego, umi nionego worka. Bona luzowa w pustym o dku jest silnie
pofadowana. W miar wypeniania o dka pokarmem fady luzéwki ulegg
wyg adzeniu, a ciany o dka rozci gg s, cile obgmuj c jego zawarto .
Pojemno o dkawynosi przeci tnie 1,5 litra, ale mo e wzrosn  nawet do 6 litréw
[16]. Powierzchni bony luzoweg o dka wy ciela jednowarstwowy nab onek



MODELE PRZEWODU POKARMOWEGO IN VITRO DO BADA NAD BIODOST PNO CI ... 33

walcowaty, ktéry wydziela du e ilo ¢ci luzu. Na powierzchni tej widoczne s liczne
punktowe uj cia gruczo 6w o dkowych, tzw. do eczki o dkowe, ktdrych jest ok.
4 min.

W o dku gromadzi s , wyjaawia, miesza i cz ciowo trawi spo yty pokarm.

Tutg) wydzielany jest sok o dkowy o pH 1,2+ 0,31 g sto ci 1,006-1,009 g/ml. Sok

o dkowy to mieszanina enzyméw, mucyny, czyli luzu, wodnego roztworu HCI
i innych zwi zkéw organicznych i nieorganicznych (tab. 1). Wyst puj cy w o dku
kwas solny wydzielany jest przez komorki ok adzinowe gruczo 6w o dkowych w
st eniu ok. 0,5%. Wydzielina komoérek ok adzinowych zawiera ok. 90-170 mM
HCI/I, ajg pH wynos ok. 0,9. W o dkucz kwasu solnego ulega rozcie czeniu
treci o dkow , apozostaa zbuforowaniu przez bia ka, ktérych zjonizowane grupy
karboksylowe jako zasady (akceptory protonéw) przy cza jony wodorowe. W
efekcie tego w o0 dku wyst puje wysokie st enie wolnych jonéw wodorowych
(kwasowo wolna) i pewna cz  jondw H* zwi zanych z biakami czy innymi
zwi zkami kwasowymi (kwasowo zwi zana).

Kwas solny ulega w dalszych odcinkach przewodu pokarmowego zoboj tnieniu
pod wpywem sabo zasadowych sokéw trzustkowego i jelitowego. Czynnikiem
zoboj tnigi cym jest ten sam jon HCOs, ktéry powstge podczas tworzenia HCI.
Wydzielg) cy s CO, powoduje burzenie s i mieszanie tre ci pokarmowej, co w
efekcie wzmaga ruchy perystaltyczne jelit i u atwiatrawienie.

Czas zalegania pokarmu w o dku zale y w du ym stopniu od kaloryczno ci
posi ku. Opr6 nianie o dka jest regulowane w taki sposdb, aby w tym samym czasie
utrzyma dop yw do dwunastnicy jednakowsej ilo ci kalorii, zwykle 2 kcal/min [15]. Po
2-4godz. zalegania w o0 dku miazga pokarmowa, ktéra powstge z tre ci
pokarmowe] w wyniku wymieszania jgf z sokami o dkowymi, przesuwa s powoli
wstron uj cia o dka (tzw. od wiernika) do dwunastnicy, stanowi cej pierwszy
odcinek jelita cienkiego. Czas przebywania miazgi pokarmowej w o dku zale y od
rodzaju spo ytego produktu. Posi ki bogate w tuszcze i biaka mog op6 nia
opré nianie o dka [5]. W skrajnych przypadkach, przy bardzo obfitym i t ustym
posi ku, zaleganie pokarmuw o dkumo ewynosi nawet 16 godz.

Tougasi wsp. [27] w swoich badaniach wykazali, e godzin po spo yciu pos ku
zawiergj cego maot uszczu,w o dku pozostaje 69% tre ci pokarmowsej, po 120 min
24%, apo 240 min zaledwie 1,2%. W innych badania wykazano, e oprd nienie
poowy o dka po spo yciu posi ku bogatego w t uszcz zgimuje 108 min, natomiast
posi ku bogatego w w glowodany ok. 84 min [23].

Jelito cienkie sk ada sz trzech cz ci: dwunastnicy, jelita czczego i jelita
kr tego. Cakowit dugo jelita cienkiego trudno jest jednoznacznie okre li . Dane
literaturowe podaj ré ne d ugo ci tego odcinka przewodu pokarmowego, mieszcz ce
s wprzedzidle 3-7m. RO nice w poszczegdlnych dugo ciach s zwi zane ze
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sposobem i rO6 nym czasem ich mierzenia (np. przy yciowo i po miertnie). D ugo
jelita mierzona po miertnie jest wi ksza (6-8m) z powodu zaniku napi cia
mi  niowego [3, 16]. D ugo ci poszczegdlnych cz ci jelita cienkiego podano w tab. 1.

Jelito cienkie jest specjanie przystosowane do wch aniania strawionego pokarmu
dzi ki du ¢ powierzchni wewn trzng wy cielongg bon luzow . Tak du a
powierzchnia wymiany jest zwi zana z obecno ci fadéw luzéwki jelita, du
g sto ci  kosmkéw jelitowych pokrywa cych ca powierzchni  luzowki oraz
mikrokosmkow pokrywaj cych powierzchni komorki nab onka jelit. Kosmki jelitowe
zwi kszaj powierzchni chonn jelita 8-krotnie. Ogdélnie w jelicie jest ich okoo
90 min. Generalnie czas przebywania pokarmu w jelicie cienkim szacujesi  rednio na
3 godz. (1-6 godz.).

W dwunastnicy, czyli pierwszym odcinku jelita cienkiego, zachodzi wi kszo
chemicznych i enzymatycznych procesow trawi cych w glowodany, biakai t uszcze.
Do dwunastnicy uwalniane s enzymy trzustki i 6 z w troby (tab. 1). Natomiast
enzymy produkowane w komorkach nab onka wy cielg cego dwunastnic katalizuj
etap trawienia papki pokarmowej g 6wnie w jelicie cienkim.

Narz dami pomocniczymi wspomagaj cymi trawienie i wch anianie jelitowe s
trzustka, w troba i p cherzyk ¢ ciowy. Trzustka jest d ugim i w skim gruczo em,
uo onym w p tli dwunastnicy poprzecznie za o dkiem. Wydziela ona sok
trzustkowy w ilo ¢i 1-1,51 na dob . Sok jest ciecz klarown , bezbarwn o0 g sto ci
1,007-1,014 g/ml; ma odczyn zasadowy (pH 8,0-8,3) uwarunkowany g éwnie du
zawarto ¢i  NaHCO;, ktérego st enie wynosi okoo 100 mM/l. Ze sk adnikow
nieorganicznych wyst puj w nim przede wszystkim chlorki i wodorow glany sodu.
Te ostatnie zoboj tnigj kwas solny tre ci o dkowsej, co jest wa ne dla procesow
trawienia w jelicie. Ze zwi zkdéw organicznych najwa nigjsze s enzymy, dzi Ki
ktorym odbywa s w jeitach trawienie trzech podstawowych sk adnikéw
pokarmowych: bia ek, t uszczéw i cukréw [16].

0 wytwarzana przez w trob gromadzi si w woreczku 6 ciowym, ktéry pod

wp ywem bod ca, jakim jest kontakt dwunastnicy z t uszczami, kurczy s i wydziela
6 dojeita Zwykle w pierwszych 30 min trawieniaobj to woreczka 6 ciowego
zmnigjszasi o po ow . W dwunastnicy w stanie naczczo st enie 0 ci wynosi ok. 1—
5 g/l tre ci pokarmowej (chymy). Po spo yciu t ustego pos ku wzrasta nawet do 30—



Biologicznei fizyczne parametry przewodu pokarmowego cz owieka [6, 11, 12, 14, 16, 17].
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60 g/l chymy (15-30 mM). redniest enie O ci po posi kuwynosi 7-15 mM. Natak
wysokim poziomie utrzymuje s a do opré nienia o dka. Szczegblnie silnym
bod cem powoduj cym wydzielanie 6ci s dugoa cuchowe triacyloglicerole. Jg
st eniew dwunastnicy i jelicie czczym jest podobne, natomiast szybko zmnigjsza si
w jelicie kr tym, gdzie nast puje wch anianie soli 0 ciowych z wykorzystaniem
mechanizmu transportu aktywnego. Cz  soli 6 ciowych sp ywado jelita grubego.

Gruczoy luzéwki jelita cienkiego wydziela) do wiat a przewodu sok jelitowy.
Jest to bezbarwna, klarowna ciecz o g sto ¢i ok. 1,010 g/ml, o odczynie lekko
zasadowym (pH 7-8). Sok jelitowy zawiera ok. 0,5% NaCl, 0,3% NaHCO; i 1% biaka
Wyst puj w nim wszystkie rodzaje enzymow, ktére potrzebne s do przekszta cania
sk adnikéw pokarmowych w substancje przyswajalne dla organizmu [16].

Ko cowym odcinkiem przewodu pokarmowego jest jelito grube, ktore ci gnie si
od zastawki kr tniczo-k tniczej a do odbytu. Podstawowymi funkcjami jelita grubego
s : wch anianie wody i elektrolitow, formowanie, gromadzenie i okresowe wydalanie
kau oraz utrzymywanie wzrostu bogatej flory bakteryjnej. Jelito grube dzieli s na
jelito lepe wraz z wyrostkiem robaczkowym, okr nic i odbytnic razem z kanaem
odbytowym (tab. 1). Okr nica z kolei dzieli s nacz  wst puj ¢, poprzeczn ,
zst puj ¢ i esowat . Wed ug Snyder i wsp. [25], pierwszy odcinek okr nicy ma
dugo 18 cm, a kolgne 50, 30 i 40 cm. Uwzgl dnig ¢ pozostae cz ci, czyli jelito

lepe (7 cm) i odbytnic (15 cm), cakowita d ugo jelita grubego wynos 160 cm.
Szacuje s , e cz owiek wypijadziennie rednio 2-31 p ynow, jelitawydziela) 7-81
sokéw oraz wch anigj i wydalaj ok. 8-101 wody. Proporcje obj to ciowe mi dzy
spo ytymi pokarmami a wydzielinami w poszczegélnych odcinkach jelit ksztatuj s
nast puj co: 1,5 (pobranego pokarmu) : 1 ( liny) : 2 (p ynbw o dkowych) : 2 (sokéw
trzustkowych) : 1 ( 6 ci) [24, 26, 29]. Proporcje te mog by zalecane w sztucznych
modelach przewodu pokarmowego.

Enzymy trawienne i inne wydzieliny jelitowe s niszcz ce dla nab onka
jelitowego. W warunkach naturalnych jest on chroniony warstw luzu jelitowego
wytwarzanego przez gruczoy Brunnera i krypty Liberkuehna wyst puj ce na caej
powierzchni jelita cienkiego. Ilo  produkowanego luzu si ga dziennie do 1-1,81.

luz ten ma odczyn lekko akaliczny (pH 7,5-8,0). Przewa g ca cz luzu jest
szybko wch aniana przez kosmki nab onka jelitowego. luz cyrkuluj cy mi dzy
kryptami a kosmkami u atwia absorpcj sk adnikow pokarmowych. Do jelita grubego
trafia dziennie ok. 1,51 chymy. Tutg] nast puje wch anianie wody i elektrolitow, co
powoduje, e z kaem organizm ludzki opuszcza zaledwie ok. 0,1 | wody.

M odele przewodu pokar mowego in vitro

Badanie biodost pno ci sk adnikéw pokarmowych i lekdw w warunkach
naturalnych jest bardzo utrudnione, na co decyduj cy wp yw ma trudny dost p do
wiat a przewodu pokarmowego cz owieka, szczegdlnie na odcinku jelita cienkiego.
Wp yn o to naszybki rozwj bada prowadzonych na uk adach modelowych in vitro,
symuluj cych mnigj lub bardziej dok adnie uk ad pokarmowy cz owieka. Wi kszo
opisanych modeli in vitro sk ada sz systemu dwu- lub tréjcz onowego: o dek —
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jelito cienkie, jama usthna— o dek —jelito cienkie lub o dek —jelito cienkie —jelito
grube (rys. 1).

Jednym z pierwszych modeli przewodu pokarmowego in vitro by model
stworzony przez Millera i wsp. [18]. Imitacja procesbw zachodz cych w czasie
trawienia przebiegaa w prostych szklanych naczyniach laboratoryjnych. W modelu
uwzgl dniono dwa etapy trawieniaz 0 dek i jelito cienkie. W celu stworzenia
warunkow odzwierciedla cych procesy zachodz ce w organizmie in vivo stosowano
enzymy charakterystyczne dla poszczegllnych etapow trawienia (pepsyna, sole
0 ciowe, ekstrakt trzustkowy) odpowiednie pH, w ktérym enzymy mogy by
aktywne (2,0-7,4), waciw temperatur (37°C) oraz regulacj kwasowo ci
rodowiska poprzez dodanie odpowiednio kwasu lub zasady (HCl, NaHCO;) (tab. 2.)
Uk ad ten stworzono do badania biodost pno ci elaza z wybranych produktéw

spo ywczych.

Rozdrobniony produkt / Homogenized food

Jama ustha— amylaza linowa/ Mouth — salivary amylase

0 dek — pepsyna, niskie pH / Stomach — pepsin, low pH

Jelito cienkie/ Small intestine:
dwunastnica— 6 , enzymy trawienne trzustkowei jelitowe,
jelito czczei kr te—regulacja pH
duodenum — bile, pancreas and intestine digestive enzymes,
jejunum and ileum — pH regulation

U Jelito grube/ Large intestine
Mikroflora/ Microflora

Wch anianie /Absorption
Supernatant a) Dializai ultrafiltracja

a) Dialysis, ultrafiltration
b/ Model Caco-2

Rys. 1. Schemat typowego modelu in vitro przewodu pokarmowego.
Fig. 1. Scheme of typical model of alimentary tract in vitro.

Wed ug danych literaturowych [1, 14], ponad 90% wch aniania produktéw
trawienia zachodzi w a nie w jelicie cienkim. Wi kszo powsta ych modeli przewodu
pokarmowego in vitro sk adasi tylkoz o dkai jelita cienkiego. Produkt poddawany
trawieniu odpowiednio wcze nigf mus by zhomogenizowany. W ten sposob imituje
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S etap gryzienia i rozdrabniania pokarmu w jamie ustng. Niektore modele
uwzgl dnig trawienie enzymatyczne, jakie zachodzi w jamie ustngj in vivo, poprzez
wprowadzenie do uk adu amylazy linowsj.

Trawienie w o dku symulowane jest przez dodanie pepsyny do
zhomogenizowanego i rozpuszczonego w wodzie produktu. W wi kszo ci bada nad
biodost pno ci , za minimaln dawk pepsyny konieczn do optymalnego strawienia
bia ek stosuje s minimum od 4000-5000 U w c¢i gu 15 min w przeliczeniu na osob
w rednim wieku [5]. Czas trawieniaw 0 dku zaley od sk adu po ywienia W
wi kszo ci prowadzonych bada proces ten prowadzono przez oko o 2 godz. (tab. 2).
W jelicie cienkim imitacja trawienia zachodzi g éwnie przez dodatek ekstraktu
trzustkowego i soli 6 ciowych. W sk ad ekstraktu trzustkowego wchodz takie
enzymy, jak: amylaza, trypsyna, rybonukleaza, proteazai lipaza trzustkowa.

W o0 dkupH mawarto od 1,0do 3,5 aw wi kszo ci modeli utrzymywane jest
na poziomie 2,0 (tab. 2). Przed posi kiem pH sokéw jelitowych jest ni sze i wynosi 4,9—
6,4 w dwunastnicy, 4,4-6,5 w jelicie czczym i oko 0 6,5-7,4 w jelicie kr tym [5]. Po
pos ku pH nieznacznie wzrasta i ksztatuje s odpowiednio w poszczegdlnych
odcinkach jelita cienkiego: 5,2-5,4 w dwunastnicy, 5,2—6,2 w jelicie czczymi 6,8-7,5 (a
nawet 8,0) w jelicie kr tym. Regulacja pH odbywa s przez dodatek kwasu solnego lub
kwanego w glanu sodu o0 r6 nym st eniu (tab. 2). Temperatura we wszystkich
modelach jest jednakowa i wynosi 37°C. Utrzymywana jest zapomoc a ni wodnej. W
wi kszo ci bada in vitro mieszanie odbywa s za pomoc mieszad a magnetycznego
lub wytrz sarek po czonychz a ni wodn . Tylko w niektérych publikacjach podano, z
jak cz stotliwo ci  wytrz sana jest zawarto treci o dkowg [1, 7, 21, 22, 28].
Cz stotliwo  skurczdbw w o dku wynos rednio 3 cykle namin, aw jelicie cienkim w
zale no ci od odcinka: w dwunastnicy 11,7/min, w jeliciekr tym 8,9-9,8/ min.

W bardzigj z o onych modelach uwzgl dniasi obecno sokéw: o dkowego,
jelitowego oraz 6 ci [17, 28]. W tym celu sk ada s je sztucznie poprzez dodatek
odpowiednich soli organicznych i nieorganicznych. Naogd przyjmujesi , est enie

O0ci powinno wynos 7-15mM. W modelach przewodu pokarmowego in vitro
mo na zaleca nast puj ce proporcje obj to ciowe (wagowe) mi dzy pynami
jelitowymi: pokarm/ linalpyn o dkowy/ 6 /sok trzustkowy, jak 1,5/1/2/1/2.

Nale y podkre li , e 90% spo ytego pokarmu jest wch aniana w dwunastnicy
i jelicie czczym, a tylko 10% w o dku i jelicie grubym. Symulacja wch aniania
w modelach in vitro strawionych wcze nigj produktéw odbywa si  za pomoc
membran diaizacyjnych. W prostych uk adach s to ngjcz cig woreczki dializacyjne
o rednicy poréw zae neg od trawionych produktéw 6000-8000 Da [30], lub 12000—
15000 Da[7, 10]. W bardzigj z o onych modelach stosuje s membrany typu hollow-
fibre [19, 20]. Obarozwi zaniapoleggj na zjawisku transportu pasywnego, w ktérym
zasadnicz rol odgrywa zjawisko dyfuzji. System taki jest jednak bardzo daleki od
warunkéw naturalnych, w ktérych ciana jelitowa, a szczegblnie nab onek



Parametry trawienia o dkai jelita cienkiego w wybranych modelach in vitro.
Parameters of digestion processin different in vitro models.

Tabela 2

5ml 0.1 M HCL

0.1 M NaHCO;3

Czas pH Czas
0 dek Ip H.’ H Temp. traw:jenla Jelito cienkie (regulacja traw:jenla Lit.
Stomach (regulacjapH) | 1oy | [g002] Small intestine pH) [godz] | pet
pH regulation Digestion . Digestion
time [h] pH regulation | ;1 th
0,59 (16 g pepsyny
rozpuszczono w 100 ml 5 ml mieszaniny ekstraktu trzustkowego (4g/l) i soli 7,0
0,1 N HCl) 2,0 37 5 6 ciowych (25g/1) rozpuszczono w 0,1 M NaHCO; (NaHCO; 25 [18]
0.59g (16 g pepsin (6 N HCI) 5 ml pancreatic extract (4g/l) and bile salts (25 g/l) lub/or '
dissolved in 100 ml dissolved in 0.1M NaHCO; NaOH)
1.IN HCI)
0,5 ml roztworu pepsyny 2,5 ml(2 mg ekstraktu trzustkowego i 12 mg soli
(40 mg/ml 0,2 M HCI) 2,0 37 5 6 ciowych/ml 0,1 M NaHCO3) 70 5 [6]
0.5 ml pepsin solution (1M HCI) 2.5ml (2 mg pancreatic extract and 12 mg bile '
(40 mg/ml 0.1 M HCI) salts'ml 0.1 M NaHCO3)
0,6-2,0 mg pepsyny 0,4-0,7 g soli 6 ciowych rozpuszczono w 4 ml 150
rozpuszczonow 1 ml 20 mM NaHCO;3, 10-75 mg ekstraktu trzustkowego 6.9
mM HCl 2,5 37 5 rozpuszczono w 4 ml 150 mM NaHCO; ( 150’ M 3 [1]
0.6-2.0 mg pepsin (20 mM HCI) 0.4-0.7 g bile salts dissolved in 4 ml 150 mM NaHCO
dissolved in 1 ml 20mM NaHCO3z, 10-75 mg pancreatic extract dissolved in 4 3
HCI ml 150 mM NaHCO;
0.2 g pepsyny 0,05 g ekstraktu trzustkowego i 0,3 g soli
rozpuszczonow 5 ml 0,1 L. 6,0
6 ciowychw 25 ml 0,1 M NaHCO;
M HCI 20 37 ! 0.05 g pancreatic extract and 0.3 g bile saltsin 25 ml (1M ! [10]
0.2 g pepsin dissolved in ' . NaHCOs)




cd. tab. 2

2,0 ) ) S
31,500 U pepsyny (& . HQ) 5 ml mieszaniny e,kst_raktu trzustkowego (4g/l) i soli 75
31.500 U pepsin (concentrated 37 2 6 ciowych (25g/1) (05N 25 [9]
, pep: HCl) 5 ml pancreatic extract (4 g/l) and bile salts (25 g/l) NaHCO;)
1,6 ml roztworu pepsyny
(16 g pepsyny 0,4 g ekstraktu trzustkowego i 2,5 g soli 6 ciowych
rozpuszczono w 100 ml
041N HCl 2 37 5 rozpuszczono w 100 ml 0,1 M NaHCO; 5 [30]
16 mll pepsin (16 @ (6 N HCI) 0.4 g pancreatic extract and 2.5 g bile salts dissolved
pepsin dissolved in 100 in 100 ml 0.1 M NaHCO3
ml 0.1 N HCI)
3 g pepsyny (73.000
Anson J/g produktu)
e | ”
3 g pepsin (73,000 (0,2 N HCI) intestine defect (absence)
Anson unitsyg) dissolved
in phosphate buffer.
6% pepsyny w 0,15 M 1,5% ekstrakt trzustkowy, 0,5% amylaza,0,15% sole
NaCl 3,0 37 5h 6 ciowe rozpuszczone w 0,15 M NaCl 6.8 4h 2]
6% pepsinin 0.15 M (6 M HCI) 1.5% pancreatic extract, 0.5% amylase, 0.15% hile '
NaCl saltsdissolved in 0.15 M NaCl
2,5 g pepsyny/l soku 9 g pankreatyny i 1,5 g lipazy nalitr sztucznego
o dkowego 0.3 37 2h soku jelitowego; 30g O ci nalitr soku o dkowego 65-7 [28, 29]

2.5 g pepsin/l gastric
juice

9 g pancreatin and 1.5 g lipase/| artificial intestinal
juice; 30 g bile/ g gastric juice
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jelitowy, aktywnie kontroluje transport poszczegolnych sk adnikéw i uczestniczy w ich
metabolizmie.

Powa ne niedogodno ci, ktére wyst puj w prostych modelach in vitro
spowodoway, e do bada nad transportem produktow trawieniaze wiat a przewodu
pokarmowego do krwi lub limfy wykorzystuje si coraz szerzej modele kultur
komorek nab onka jelitowego. Kultury takie, rosn ¢ w formie spojngj monowarstwy
komorkowsej, doskonale imituj morfologi i fizjologi jelitowych enterocytow. Do
najpopularnigjszych tego typu linii komoérkowych nale y linia Caco-2 [6, 7, 8, 21, 28].
Jest to ustalona linia nowotworowa, ktéra wykazuje zdolno  do wzrostu adherentnego
na powierzchniach staych i mikroporowatych membranach. W czasie hodowli
przechodzi ona proces ré nicowania, a po trzech tygodniach hodowli, przy pe ng
konfluencji, tworzy monowarstw wysoko spolaryzowanych komorek, o budowie
typowe dla enterocytow, z j drem w cz ci podstawnej, g stymi mitochondriami i
r bkiem szczoteczkowym w cz ci szczytowej. Komorki Caco-2 wytwarzaj enzymy
(disacharazy i peptydazy) oraz biaka transportowe, charakterystyczne dla komoérek
absorbuj cych nab onek [13]. W badaniach nad transportem transnab onkowym
stosowana jest niekiedy linia komérkowa HT-29, jednak nale y zaznaczy , eliniata
jest typowa dla komérek nab onka jelita grubego, gdzie wch anianiu ulegaj ju tylko
nieliczne sk adniki pokarmowe. Zdecydowana wi kszo  publikacji dotycz cych
wch aniania sk adnikéw pokarmowych przy u yciu kultur Caco-2 opisuje transport
transnab onkowy  czystych  chemicznie sk adnikbw  ywno ci. Tymczasem
w normalnych warunkach sk adniki pokarmowe wprowadzane s w formie matrycy
produktu spo ywczego. Aby waciwie oceni biodost pno  poszczegélnych
sk adnikow i szybko ich wch aniania matryce organiczne, czyli produkty spo ywcze,
musz by wst pnie poddane procesom trawienia w jednym z modeli sztucznego
przewodu pokarmowego, ktére opisano powy €. Uzyskanatre pokarmowa, o pH ok.
7,0, zawiera zarbwno €z Cci rozpuszczone w pynie jelitowym, jak i niestrawione
cz ci stae. Przed podaniem treci pokarmowej na powierzchni  nab onka
utworzonego przez monowarstw komorek Caco-2 nale y odwirowa cz ci stae
i wprowadzi supernatant nawarstw komorek Caco-2. Zalecasi delikatne wirowanie
(2750 obr./min przez 5min), aby ograniczy niszczenie miceli utworzonych przez
lipidy i & [29]. Model Caco-2 zosta zastosowany do badania wch aniania bia ek,
lipidow, cukréw, jondéw metali, witamin, przeciwutleniaczy, mikotoksyn i innych
sk adnikbw ywno ci.

Podsumowanie

Procesy zachodz ce w uk adzie pokarmowym in vivo s bardzo z o one, dlatego
te badania prowadzone nad skonstruowaniem sztucznego uk adu pokarmowego oraz
odtworzenie jego dzia ania jest bardzo skomplikowane. W ostatnim czasie zauwa any
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jest znaczny post p w tych badaniach. Do ngjwi kszych osi gni  nae y sztuczny
przewdd pokarmowy opracowany przez holenderskich naukowcéw (The Netherlands
Organization for Applied Scientific Research, TNO), imituj cy doskonale procesy
trawienia r6 nych produktow. Model ten sterowany komputerowo odtwarza sekrecj
sokéw o dkowych i jelitowych, wydzielin gruczo 6w zwi zanych z przewodem
pokarmowym (sok trzustkowy, 6 ), systematyczne wch anianie strawionych
sk adnikow przez ciany jelit oraz ruchy perystaltycznew o dkui jelicie.

Badania nad biodost pno ci r6 nych sk adnikéw od ywczych s niezb dne w
pracy ywieniowcdw, farmaceutow opracowuj cych nowe leki i toksykologow do
badania szkodliwo ci niektorych zwi zkdéw na organizm cz owieka. Badaniaz u yciem
modeli przewodu pokarmowego in vitro s aternatyw dla bada prowadzonych z
udziaem ludzi i zwierzt. S du o ta sze i szybsze, a przy tym powtarzalne.
Wykorzystuj ctego rodzaju modele badasi mi dzy innymi strawno i biodost pno
surowcow bogatych w przeciwutleniacze i ich wch anianie do p ynéw ustrojowych,
czy te okrelas dawk i sposdb dziaania sk adnikbw mineralnych i witamin na
organizm cz owieka.

Prac zrealizowano w ramach projektu badawczego zamawianego KBN- PBZ-KBN-
094/P06/2003.
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THE IN VITRO MODELS OF GASTROINTESTINAL TRACT TO STUDY
BIOAVAILABILITY OF NUTRIMENTS

Summary

Bioavailahility of alimentary components is an important indicator at the estimation of the influence
of the nutrition on the human health. Taking into account the difficulty in accessing to intestinal contents
in vivo, some artificial models enabling research on the intestinal digestion and absorption in vitro were
elaborated. This paper also presents structure and physiology of gastrointestinal tract in vivo. Many
detailed data on composition and concentration of active substances in aimentary canal, kinetics of pH
changes of intestina fluids as well as the rate of passage and digestion of food in gastrointestinal tract are
discussed. Basic models of gastrointestina tract in vitro used for the investigation of the intestinal
digestion and the absorption are also described. The majority of Gl models consist of two - or three-stage
systems including: stomach - small intestine, mouth — stomach - small intestine or stomach - small
intestine - large intestine. The optimal weight (volume) ratio between different components of intestinal
fluids: food/saliva/gastric juice/bile/pancreatic juice is 1.5/1/2/1/2. To study the transport of food
compound across intestinal epithelium, two types of in vitro models are used: dialysis or ultrafiltration
membranes and cell cultures of intestinal epithelium in vitro. The most commonly used cell line to study
intestinal absorption is human intestine cell line Caco-2. Its morphology and physiology is very similar to
the human small intestine enterocyte cells in vivo. The Caco-2 model was applied to study absorption of
protein, carbohydrates, lipids, vitamins, metal ions, antioxidants, mycotoxins and other food ingredients.

Key words: gastrointestinal tract, digestion in vitro, bioavailability, models



