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Ocena strawnosci diet zawierajgcych skrobie
modyfikowane typu RS w badaniach
na szczurach *

Digestibility of diets containing RS modified starches assessment in rats

W pracy okreslono wplyw skrobi opornej na strawnos$¢ in vivo w badaniach na szczurach
outbredowych Wistar. W doswiadczeniu wykorzystano 40 samcow w wieku 12 tygodni. Zwierzeta
karmiono czterema rodzajami diet: kontrolng ze wstegpnie kleikowana skrobig ziemniaczang suszona na
walcach (SW), oraz trzema z dodatkiem réznych preparatéw modyfikowanych skrobi opornych (AO,
WT, RS). Wykonano oznaczenia parametrow ogolno zywieniowych i wzrostowych oraz oznaczono
strawno$¢ in vivo metoda klasyczna. Wykazano, ze 50% dodatek preparatéw opornych na enzymy
amylolityczne skrobi modyfikowanych do diet szczuré6w rasy Wistar spowodowal zwigkszenie
zawartos$ci wody w kale, co $wiadczy o zdolnosci tychze preparatow do wigzania wody, a co za tym
idzie przyspieszonego pasazu tre$ci pokarmowej czego wynikiem jest jego potencjalne dziatanie
dietetyczne. Oznaczona metoda bilansowa strawno$¢ diety i jej glownych sktadnikow, tzn. biatka,
thuszczu oraz weglowodanow (skrobi) byla nieznacznie zréznicowana pomiedzy badanymi grupami.
Najnizszg strawno$¢ in vivo odnotowano w przypadku handlowego preparatu RS3.

Stowa kluczowe: badania in vivo, skrobia oporna, strawno$¢

The objective of the paper was to assess the effect of RS modified starch on in vivo digestibility in
Wistar rats. In the experiment, 40 12-week-old rats were used. Animals were fed 4 different diets:
control pregelatinised potato starch and 3 diets with resistant starches (AO, WT, RS). Determination of
nutritional and growth parameters have been carried out. The in vivo digestibility determined by
standard method was made as well. It was found that 50% addition of starch preparations resistant to
amylolitycal enzymes to the diet increased the water content in fecal. It proves that RS preparations are
able to bind water and accelerate the feed passage. Digestibility and protein, fat and sugars content
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measured by balance method were hardly distinguishable between analyzed diets. The preparation
marked RS-3 showed the lowest digestibility.

Key words: digestibility, in vivo researches, resistant starch
WSTEP

Skrobia oporna na enzymy amylolityczne od potowy lat 90. ubieglego stulecia cieszy
si¢ niezmiennie wysokim zainteresowaniem zywieniowcOw 1 technologow zywnosci.
Badania nad metodami otrzymywania, strukturg i funkcjg biologiczng tego materiatu byty
prowadzone przez szereg os$rodkéw naukowych (Leszczynski, 2004; Soral-Smietana i
Wronkowska, 2004). Aktualnie na rynku oferowane sg preparaty skrobi opornej typu RS3
(retrogradowanej), jednak w ostatnich latach zainteresowanie przesungto si¢ w kierunku
skrobi typu RS4 (modyfikowanej chemicznie). Skrobie te sa atrakcyjne dlatego, ze nie
tylko wykazuja obnizong strawnos$¢, ale rowniez ze wzgledu na fakt, iz charakteryzuja sie
czesto duza silg zageszczajaca oraz zdolnoscig ksztaltowania tekstury produktow
spozywczych (Zigba i in., 2011 a, b). Aczkolwiek powszechnie uwaza si¢, ze skrobie
oporne wywieraja pozytywny wplyw na organizm cztowieka, jednak teza ta kazdorazowo
wymaga udowodnienia w drodze odpowiednio zaprojektowanych badan. W przypadku
oceny wlasciwosci prebiotycznych jest to szczegdlnie trudne, poniewaz wymaga
zaangazowania duzych naktadéw na badania laboratoryjne, przy czym nalezy podkreslic,
ze jak dotad standardy procedur in vitro nie zostaly ustalone. Szczegdlnie stabo
rozpoznanym aspektem tej problematyki jest wptyw modyfikacji chemicznej na
fizjologiczne oddziatywanie skrobi. Skrobia oporna typu czwartego (RS4) nie zostala
skomercjalizowana prawdopodobnie gtownie ze wzgledu na braki rzetelnych informacji o
faktycznym wplywie fizjologicznym tego typu preparatow. Tymczasem tego typu skrobia
modyfikowana potencjalnie moglaby by¢ stosowana przez wszystkie zaklady
przetworstwa spozywczego stosujace preparaty skrobiowe jako zagestniki, stabilizatory,
nos$niki itp. Szczegodlne zainteresowanie powinny wykazywac zaklady mleczarskie
produkujace wyroby mleczarskie z dodatkiem zywych kultur bakterii probiotycznych.
Zastosowanie w produkcji, zamiast indywidualnej kultury bakteryjnej, catego kompleksu:
probiotyk-prebiotyk pozwolitoby na wytworzenie zupeknie nowej klasy produktow z grupy
zywnosci funkcjonalnej o szczegdlnie efektywnym oddziatywaniu na organizm czlowieka.

W swietle wynikéw dotychczasowych badan in vivo na skrobi o obnizonej strawnosci
uwaza sie, ze spozywanie pokarmow zawierajacych substancje balastowe prowadzi do
ograniczenia pobierania energii z pozywieniem, reguluje perystaltyke jelit, sktad i
wydalanie katu, dziatalno$¢ mikroflory jelitowej oraz wptywa na wchtanianie i metabolizm
lipidow. Wyniki tych badan sa jednak niejednoznaczne, czgsto sprzeczne, co w duzej
mierze jest zwigzane z rOznicami W sposobie otrzymywania nieprzyswajalnych
weglowodanow wprowadzonych do diet doswiadczalnych (Englyst i in., 1992; Faisant i
in., 1995). W badaniach nad wplywem fizjologicznym skrobi typu RS4 dodatkowym
problemem jest fakt, iz autorzy nie odnosza si¢ do rodzaju modyfikacji chemicznej, jaki
zostal przeprowadzony celem obnizenia strawnosci (Figurska-Ciura i in., 2007; Grajeta i
in. 2007; Orzet i in., 2007).
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Celem badan byla ocena strawnosci in vitro oraz in vivo nowo opracowanych
preparatow RS4. Badania in vivo obejmowaly rowniez oceng wplywu wysokiego dodatku
skrobi modyfikowanych do diet o obnizonej strawnosci na parametry 0ogolno zywieniowe
SZCZUrow.

MATERIAL I METODY

Materiatl badawczy stanowily trzy rozne preparaty skrobi modyfikowanej chemicznie,
ktoérym nadano nastepujace oznaczenia:

— AO — preparat otrzymany w procesie sieciowania skrobi ziemniaczanej mieszaning
bezwodnika adypinowego i kwasu octowego zgodnie z metodyka opisang w
poprzedniej naszej pracy (Le Thanh-Blicharz i in., 2011).

— WT — preparat otrzymany w toku kolejno procedury sieciowania skrobi ziemniaczanej
trojmetafosforanem (Walkowski i in. 2000) oraz mieszaning bezwodnika adypinowego
i kwasu octowego (Le Thanh-Blicharz i in., 2011)

— RS — handlowy preparat RS3 produkcji National Starch, USA
Jako preparat odniesienia zastosowano skrobi¢ natywng SW, bedaca preparatem skrobi

ziemniaczanej walcowanej produkcji P.P.H.U. Chemet Sp. z 0.0., Plewiska k/Poznania.

Strawnos$¢ in vitro preparatow skrobiowych okreslono w oparciu o pomiar ilosci
glukozy wydzielonej po 16. godzinnej inkubacji kleikow skrobiowych z a-amylazg
trzustkowa i amyloglukozydaza w 37°C (Le Thanh-Blicharz, 2009). Oznaczenia dla
poszczegolnych preparatow badano w trzech powtoérzeniach, a wynik podawano jako
srednig.

Ocenie biologicznej poddano preparaty skrobi modyfikowanych chemicznie o
zredukowanej podatno$ci na enzymy amylolityczne. Dos$wiadczenie zrealizowano za
zgoda Lokalnej Komisji Etycznej nr 23/2008 z dn. 18.04.2008r, na 40 samcach szczurow
outbredowych Wistar w wieku 12 tygodni o $redniej masie poczatkowej okoto 315g.
Zwierzeta pochodzace z hodowli Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu podzielono na 4
rownoliczne grupy, ktére otrzymywaly ad libidum diety eksperymentalne ztozone z:
badanych preparatow skrobiowych (50%), kazeiny (20%), oleju stonecznikowego (10%),
cukru (10%), skrobi ziemniaczanej (5%), mieszanek: witaminowej (1%) i mineralnej (4%)
sporzadzonych wg AIN-93(Reeves i in., 1993). Doswiadczenie trwato 15 dni, przy czym
od 5 do 13 dnia przeprowadzono badania bilansowe metoda klasyczng. W dietach oraz kale
oznaczono podstawowy sktad za pomocg powszechnie stosowanych metod analitycznych,
a zawartos¢ weglowodandw obliczono z roznicy (Rutkowska, 1981)

WYNIKI I DYSKUSJA

Badania tempa trawienia w warunkach in vitro wskazujg, ze handlowe skrobie
modyfikowane powszechnie stosowane jako zagestniki i stabilizatory wykazujg obnizong
strawno$¢ i charakteryzujg si¢ zwolniong kinetyka trawienia w stosunku do skrobi
natywnej, jednak stopien obnizenia strawnosci jest niewielki i maksymalnie osigga 10%
(Le Thanh i in., 2007). Opracowane w wyniku aktualnie realizowanego projektu preparaty
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skrobi opornej typu RS4 wykazywaly strawno$¢ obnizona w znacznie wyzszym stopniu
(rys. 1). Réznily sie rowniez istotnie tempem trawienia.
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Rys. 1. Tempo trawienia opornych skrobi modyfikowanych
Fig 1. Digestion rate of resistant modified starches

Tylko preparat skrobi SW (natywnej) wykazat 100% strawno$¢ juz po 8h trawienia
enzymatycznego. Skrobie sieciowane (niezaleznie od rodzaju sieciowania) juz po okoto 8h
wykazaly strawno$¢ na poziomie AO 48%, WT 44%. Natomiast najnizsza wartoscig
strawnosci wykazat si¢ preparat handlowej skrobi RS3 30%. Na uwage zastuguje fakt, ze
najtrudniej trawiong skrobig okazata si¢ skrobia WT —podwojnie sieciowana. W przypadku tej
skrobi odnotowano najdtuzszy czas trawienia enzymatycznego. Preparat tego typu mogiby by¢
zatem rekomendowany konsumentom wykazujagcym zaburzong gospodarke cukrows.

W drugim etapie badan przeprowadzono badania in vivo. Oznaczono nastgpujace parametry
doswiadczalne: spozycie suchej masy diety (g/24h), przyrost masy ciata (g/24h) efektywnos¢
zywienia (g przyrostu masy ciata/lg spozytej diety), wydalanie katu (g s.m./24h), zawartos¢
wody w kale (g/100g), czas pasazu tresci pokarmowej (min), strawno$¢ pozorng suchej masy
diety, strawno$¢ pozorna bialka, tluszczu oraz weglowodandéw. Wszystkie oznaczane
parametry przedstawiono w tabeli 1 ponizej. W warunkach do$wiadczenia in vivo nie
zaobserwowano zadnych niekorzystnych zmian w wygladzie i zachowaniu zwierzat
otrzymujacych diety z dodatkiem skrobi modyfikowanych o obnizonej strawnosci.
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Tabela 1
Oddzialywanie preparatéw skrobiowych na wybrane parametry do$wiadczalne
Starch preparation influence on chosen experimental parameters

Parametr doswiadczalny Grupa SW | Grupa AO | Grupa WT | Grupa RS

Experimental parameter SW group | AOgroup | WT group | RS group
Spozycie suchej masy diety (g/24h)
Diet intake (2 DM/24h) 17,96+2,14 18,60+2,41 17,87+1,32 19,54+2,48
Przyrost masy ciata (g/24h)
Body weight gain (2/24h) 3,05+0,50  2,97+0,81 3,08+0,41 4,20+0,74

Efektywnos¢ zywienia (g przyrostu masy ciata/ g spozytej diety)
Feed efficiency (g of weight / g taken diet)
Wydalanie katu (g s.m. /24h)

Defecation (g DM/ 24h)

Zawarto$¢ wody w kale (g/100g)

Water kontent in faeces (g/100g)

Czas pasazu tresci pokarmowej (min)
Transit time (min)

Strawno$¢ pozorna suchej masy diety
Apparent diet digestibility

Strawno$¢ pozorna biatka

Apparent protein digestibility

Strawno$¢ pozorna thuszczu

Apparent fat digestibility

Strawno$¢ pozorna weglowodanow
Apparent carbohydrates digestibility

0,170 0,106 0,172 0,215

1,64+0,22  2,12+0,29  1,77+0,16  5,19+1,41

13,52+2,46  18,96+4,05 17,60+2,52 24,92+2,15

11124215 937+182 11594216 719493

59,96+1,85 54,12+5,56 62,67+2,41 54,54+6,43

92,19+0,77 89,45+0,76  89,92+0,77  82,77+1,55

98,85+0,24  99,03£0,45 98,84+0,28 99,38+0,32

93,57+0,63  92,92+0,66 93,15+0,57 78,02+5,78

Zgodnie z zatozeniami tej czeSci pracy, pierwszym celem bylo okreslenie wptywu
skrobi modyfikowanej na wielko$¢ spozycia suchej masy diety przez zwierzeta
laboratoryjne. W sktadzie diet eksperymentalnych skrobia naturalna byla w catosci
zastegpowana skrobiami modyfikowanymi poniewaz doniesienia literaturowe wskazujg na
fakt iz karmienie szczuréw dieta zawierajaca skrobi¢ opornag jako wylacznym zrédlem
weglowodandéw nie wplywa na wielko$¢ spozycia suchej masy diety szczurOw oraz na
parametry wzrostu w porownaniu z dietg zawierajaca skrobi¢ kukurydziang (De Schrijver
iin., 1999). W celu okreslenia wplywu czynnikow doswiadczalnych na ten parametr w
trakcie trwania doswiadczenia codziennie sprawdzano wielkos¢ spozycia diety. Diety
testowe zroznicowane pod wzgledem rodzaju skrobi byly dobrze tolerowane przez
zwierzeta. Jak wynika z danych przytoczonych w tabeli 1 szczury karmione preparatami
sieciowanymi AO i WT (18,60+2,41 i 17,87+1,32) spozywaty podobng ilo$¢ suchej masy
diety. Tylko szczury karmione dieta z zawartoScig preparatu RS spozywaly jej
statystycznie wigcej 19,54+2,48. Prawdopodobnie wigksze spozycie diety przez zwierzeta
z tej grupy bylo wywolane mniejsza jej strawnoscig, w skutek czego zwierzgta
instynktownie pobieraly jej wicksze ilosci w celu zaspokojenia potrzeb energetycznych
organizmu. Odzwierciedleniem tego faktu byt rowniez bezwzgledny przyrost masy ciala,
ktory w przypadku diet AO 1 WT byl na podobnym poziomie, natomiast w przypadku diety
RS znacznie wigkszy. Efektywno$¢ zywienia liczona jako g przyrostu masy ciala na g
spozytej diety, dla kazdej z badanych grup byta r6zna: najlepszg efektywnoscig zywienia
wykazata si¢ grupa spozywajaca preparat RS 0,215, nastepnie grupa karmiona preparatem
skrobi podwojnie sieciowanej WT 0,172 a najmniejsza efektywno$¢ osiagnigto w
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przypadku preparatu AO 0,106. Inng sytuacj¢ odnotowali Figurska-Ciura i in. (2007).
Srednie spozycie paszy zawierajacych 5% dodatek skrobi typu RS4 w dietach
doswiadczalnych nie roznilo si¢ statystycznie w porownaniu do grup kontrolnych,
natomiast stwierdzono istotnie nizsze przyrosty masy ciata. Natomiast w badaniach innych
autorow nie stwierdzono wptywu skrobi opornej typu RS1-RS3 na przyrost masy ciala
zwierzat doswiadczalnych (Figurska-Ciura i in., 2007) . W grupie RS odnotowano
najwicksze wydalanie katu na poziomie 5,19 g s.m./24 h. O potowg mniej wydalaty szczury
karmione dietag AO (2,12 g s.m./24 h). Wydalanie katu w grupie WT tylko nieznacznie
roznito si¢ od grupy kontrolnej SW. Wyzsze przyrosty masy w grupie zwierzat karmionych
dieta RS wynikaty z wigkszego spozycia diety w obrgbie tej grupy. Z tego samego powodu
W tej grupie obserwowano tez wigksze wydalanie kalu w przeliczeniu na jego suchg masg.
Na uwage zastuguje fakt, ze we wszystkich badanych grupach zaobserwowano istotnie
wigkszag zawarto$¢ wody w stolcu zwierzat w poréwnaniu z grupg kontrolng. Najwigcej
wody zawieral odpowiednio kal RS>YAO>WT. Sugeruje to, ze skrobie modyfikowane
wplywaja na zdolno$¢ wigzania wody przez kat, ale moze tez §wiadczy¢ o intensywnosci
rozwoju mikroflory jelitowej (Hylla i in., 1998, Le Blay i in., 2003; Muir i in., 2004).
Uwaza sig, ze spozywanie pokarmoéw zawierajgcych skrobi¢ oporna, na skutek intensywnej
dziatalnos$ci mikroflory jelitowej, prowadzi m.in. do ograniczenia pobierania energii z
pozywieniem (Englyst i in., 1992; Faisant i in., 1995). Ten intensywny rozw¢j mikroflory
probiotycznej moéglby by¢ przyczyng obserwowanej w niniejszej pracy lepszej
efektywnoséci zywienia dieta RS. Jednakowoz zebrany material do$wiadczalny, nie
obejmujacy badan mikrobiologicznych, nie stanowi wystarczajacego dowodu dla
postawionej powyzszej hipotezy.

W przypadku pasazu tresci pokarmowej, $redni czas pasazu byl wyraznie krotszy w
grupie RS, co wskazuje, ze skrobia handlowa RS3 oraz sieciowana AO pobudzaja silniej
motoryke przewodu pokarmowego niz pozostate skrobie. Sugeruje to rowniez, ze skrobie
te w gornych odcinkach przewodu pokarmowego pozostaja niestrawione w stopniu
istotnym dla oddziatywania na motoryke przewodu pokarmowego.

Oznaczona metodg bilansowg strawnos¢ diety i jej glownych sktadnikow, tzn. biatka,
thuszczu oraz weglowodanow (skrobi) byla nieznacznie zroznicowana. Grupy karmione z
dodatkiem skrobi AO i RS wykazaly ogdlng strawno$¢ diet na poziomie 54%. Natomiast
pozostale grupy na poziomie 60%. Strawno$¢ in vivo bialka 1 tluszczu we wszystkich
badanych przypadkach byta taka sama. Nie wykazano istotnych rdéznic statystycznych.
Natomiast strawno$¢ in vivo weglowodanoéw (skrobi) dla preparatow sieciowanych
wynosita 93% a dla skrobi preparatu RS3 78%. Warto$ci strawnosci in vivo znacznie
roznity si¢ od wartosci oznaczonych w badaniach in vitro. Takze inni autorzy (Biliaderis
1991, Galinski i in. 2000, Lee 1985) odnotowali znaczne rdznice mi¢dzy strawnoscia in
vivo a strawnos$cig in vitro, ktéra to nie uwzglednia wzajemnych oddziatywan pomigdzy
sktadnikami pozywienia, procesow mechanicznych, jak rowniez zmian w sekrecji sokow
trawiennych oraz dziatania mikroflory przewodu pokarmowego. Zagadnienie wtasciwego
oznaczania strawnos$ci in vitro oraz in vivo jak rowniez korelacji pomiedzy tymi
parametrami bylo przedmiotem szeregu badan w réznych zespotach (Fissler i in., 2006;
Hoover i Zhou, 2003; Skrabanja i in., 1998; Sun i in., 2006; Wiseman i in., 2006). Metody
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in vitro oraz in vivo oznaczania strawnosci skrobi nie zawsze dajg porownywalne wyniki.
Najlepsze rezultaty uzyskuje si¢ w przypadku skrobi opornej typu RS3 i nieco gorsze w
odniesieniu do RS2 (Fassler i in., 2006). Brakuje natomiast danych w odniesieniu do skrobi
typu RS4. Skrobia oporna typu RS4 znaczaco rozni si¢ od pozostatych typow swoja
strukturg czgsteczkowg. Stwarza to juz merytoryczny problem na poziomie oznaczen in
vitro. Wszystkie proponowane metody enzymatyczne oznaczania strawnosci skrobi bazujg
na hydrolizie wigzan glikozydowych (Le Thanh i in., 2007). Skrobie modyfikowane
chemicznie zawieraja rOwniez inne wigzania (np. estrowe), ktore rowniez sa trawione in
vivo. Generalnie uwaza si¢ iz w celu uzyskania poréwnywalnosci w oznaczenia metodami
in vitro oraz in vivo konieczne jest polozenie nacisku na doskonalenie metod in vitro
(Wiseman. 1 in., 2006). Obserwowane rdznice pomi¢dzy strawno$cia in vitro oraz
strawnos$cig pozorng oznaczona in vivo moga by¢ spowodowane niedoskonato$cig metody
in vitro, w ktorej uwzglednia si¢ wylacznie dziatanie enzymow amylolitycznych. Procesy
trawienia in vivo s3 znacznie bardziej zlozone, obejmujg wszystkie zachodzace w
organizmie czlowieka procesy biochemiczne, co moze pozwala¢ na bardziej efektywna
przemiang struktur utworzonych w wyniku modyfikacji chemicznej skrobi RS4.

WNIOSEK

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze 50% dodatek preparatow
opornych na enzymy amylolityczne skrobi modyfikowanych do diet szczuréw spowodowat
zwigkszenie zawartosci wody w kale, co $wiadczy o zdolnosci tychze preparatow do
wigzania wody, a co za tym idzie przyspieszonego pasazu tresci pokarmowej czego
wynikiem jest jego potencjalnie dziatanie dietetyczne.
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