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1. UVOD

Niskokalori¢ni napitci su zasladeni s umjetnim niskokalori¢nim zasladiva¢ima poput aspartama
(primjerice u Coca Cola Zero) 1ili, u novije vrijeme, sa sve popularnijim prirodnim niskokalori¢énim
zasladivacem steviol glikozidima (primjerice u Coca Cola Green). Obje se vrste niskokalori¢nih
napitaka koriste i u pripremi raznih alkoholnih koktela. Utjecaj umjetnih niskokalori¢nih zasladivaca na
apsorpciju etanola u eksperimentalnih Zivotinja i ¢ovjeka ve¢ je opisan u znanstvenoj literaturi, za
razliku od uc¢inaka prirodnih niskokalori¢nih zasladivaca. Farmakokineticke promjene u apsorpciji
etanola, koje nastaju kao posljedica razlicitih vrsta sladila u napitcima, upucuju na moguénost da bi kod
ljudi koji konzumiraju isti tip alkoholnog koktela, vrsta zasladivaca mogla biti od znacajne vaznosti u
njihovom svakodnevnom Zzivotu, poput sposobnosti upravljanja motornim vozilima. Stoga se u ovom
radu po prvi put ispituje ucinak steviol glikozida na apsorpciju etanola u Stakora, a dobiveni ucinci su

usporedivani s u¢incima umjetnog zasladivaca ciklamata i visokokalori¢nog sladila saharoze.

1.1. Etanol i metabolizam etanola
Konzumacija alkohola poznata je ljudima jo§ od 10 000 godina prije Krista i nastavila se sve do
danasnjeg dana. Alkoholna pic¢a razlikuju se po volumnom udjelu etanola kojeg sadrze — primjerice od

oko 12 posto u vinima do 40 i viSe posto u Zestokim pi¢ima.

Tijekom uobicajene, oralne konzumacije alkohola, apsorpcija etanola u sistemsku cirkulaciju je jako
brza i doseze maksimalnu koncentraciju oko 30 minuta nakon konzumacije. Apsorpcija se primarno
dogada u proksimalnom jejunumu procesom jednostavne difuzije koja je ovisna o koncentracijskom

gradijentu (Bruton, Chabner, and Knollman 2011).

U organizmu se etanol metabolizira u acetaldehid i octenu kiselinu. Prvo se etanol oksidira u acetaldehid
posredstvom enzima alkohol dehidrogenaze (ADH), a zatim se acetaldehid posredstvom enzima aldehid
dehidrogenaze (ALDH) oksidira u octenu kiselinu. Metabolizam etanola odvija se primarno u jetri, ali i
u zelucu. Naime, osim u hepatocitima enzim ADH izraZen je i u stanicama Zelu¢ane sluznice, pa se ve¢
u zelucu etanol razgraduje u acetaldehid, $to doprinosi i metabolizmu prvog prolaska etanola (Bruton,

Chabner, and Knollman 2011).

Udio etanola metaboliziranog u Zelucu pod djelovanjem Zelu¢ane ADH krece se od 20-80%, a ovisi o
dozi etanola. Smanjenje bioraspolozivosti etanola kod intragastricne (i.g.) primjene u odnosu na
intravensku (i.v.) primjenu poglavito je prisutno kod malih doza etanola (< 3 g/kg). Naime, pri primjeni
vecih doza udio etanola metaboliziranog u Zelucu se smanjuje zbog toga Sto ADH ima kinetiku nultog

reda neovisnu o koncentraciji etanola (Julkunen et al. 1985).

Za oksidaciju etanola u metabolicke produkte enzimi ADH i ALDH zahtijevaju prisutnost NAD+
kofaktora. Upravo zbog ograni¢ene dostupnosti NAD+, eliminacija etanola prati kinetiku nultog reda tj.

ovisnost koncentracije etanola u krvi o vremenu je linearna (Bruton, Chabner, and Knollman 2011).
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1.2. Utjecaj Zelucanog praznjenja na apsorpciju etanola

Praznjenjem Zeluca obrok iz Zeluca odlazi u duodenum, a cijeli je proces kontroliran tonusom pilori¢nog
sfinktera. Molekularni mehanizam Zelu¢anog praznjenja ukljucuje primarno hormone grelin i
glukagonu-slican peptid 1 (GLP-1, eng. glucagon-like peptide 1), gdje grelin poti¢e kontrakcije Zeluca
i relaksaciju sfinktera, a GLP-1 radi suprotno. Osim toga u kontroli Zelu¢anog praznjenja sudjeluju i
signali koji enterickim ziv€anim sustavom iz crijeva dolaze u Zzeludac (Jacobsson 2006). Smatra se da
je jedna od osnovnih uloga praznjenja zeluca osiguravanje konstantnog dotoka glukoze u tanko crijevo
odnosno sistemsku cirkulaciju, stoga na taj nacin zelu¢ano praznjenje sudjeluje u homeostazi glukoze u
krvi (Holst et al. 2016). Takoder, Zelu€ano praznjenje osigurava konstantan dotok kalorija iz zeluca u

duodenum (Hunt and Stubbs 1975; Brener, Hendrix, and Mchugh 1983).

Zbog ekspresije ADH na sluznici Zzeluca, metabolizam prvog prolaska etanola zapocinje ve¢ u zelucu i
proporcionalan je vremenu koje on provede u Zelucu nakon konzumacije. Stoga bioraspolozivost etanola
ovisi o brzini praznjenja Zeluca u duodenum (Oneta et al. 1998). Takoder, praznjenjem Zeluca kontrolira
se 1 brzina apsorpcije etanola jer se etanol u portalnu cirkulaciju primarno asporbira u proksimalnom
jejunumu, ¢ija je povrSine sluznice puno veca u odnosu na sluznicu Zeluca (DiPadova et al. 1987;

Julkunen et al. 1985; Caballeria et al. 1989).

Do sada je provedeno nekoliko istrazivanja na podrucju farmakokinetike etanola u kojima se dobiveni
rezultati tumace mehanizmom zelu¢anog praznjenja. U jednoj humanoj studiji pokazano je da su
maksimalna koncentracija etanola u krvi i bioraspoloZivost etanola visi nakon konzumacije alkoholnog
koktela zasladenog niskokalori¢énim umjetnim zasladiva¢ima aspartamom i acesulfam kalijem nego
nakon konzumacije alkoholnog koktela zasladenog saharozom (Wu et al. 2006). U tom istrazivanju
ultrazvuéno je pracena i brzina zelu¢anog praznjenja koja je u prisutnosti saharoze bila smanjena, te su
autori navedene rezultate pripisali usporenju Zelu¢anog praznjenja u prisutnosti saharoze, a izostanku

tog ucinka u prisutnosti aspartama i acesulfam kalija.

Druga grupa autora pokazala je da koncentracija etanola u alkoholnom picu i stanje sitosti utjecu na
brzinu apsorpcije jednake koli¢ine etanola u krv u ljudi i u Stakora (R. Roine 2000; R. P. Roine et al.
1993). U stanju gladovanja Zestoka alkoholna pi¢a (npr. whiskey) se brze apsorbiraju od razrijedenih
alkoholnih pica (npr. pivo), a suprotno se dogada u stanju sitosti. Naime, u stanju gladovanja praznjenje
zeluca u duodenum je ubrzano te i Zestoka i razrijedena alkoholna pic¢a u proksimalni jejunum dolaze
jednako brzo gdje se Zestoka pica brze apsorbiraju zbog veceg koncentracijskog gradijenta. S druge
strane, u stanju sitosti zelu¢ano praznjenje je usporeno i ovisno o volumenu unesenog alkoholnog pica.
Zbog toga veliki volumen razrijedenih alkoholnih piéa (npr. 0,5 1 pive, 3,5-5,5 % alkohola) puno brze
dolazi u proksimalni jejunum i brze se apsorbira u odnosu na mali volumen Zestokog alkoholnog pica

(npr. 0,03 1 whiskeya, 42% alkohola).
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1.3. Zasladivaci

Zasladivaci se mogu klasificirati prema kalorijskoj vrijednosti i porijeklu. Prema kalorijskoj vrijednosti
dijele se na visokokalori¢ne (poput saharoze, glukoze, fruktoze, sorbitola ili manitola) i niskokalori¢ne
(poput aspartama, acesulfam kalija, ciklamata ili steviol glikozida). Takoder, ovsino o porijeklu
zasladivaci se dijele na prirodne (poput steviol glikozida, taumatina ili monelina) koji su dobiveni
ekstrakcijom iz pirodnih produkata i umjetno sintetizirane zasladivace (poput ciklamata, acesulfam

kalija i aspartama) (Carocho, Morales, and Ferreira 2017).
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Slika 1 a) Strukturna formula steviolnog prstena b) Strukturna formula natrijevog ciklamata

1.3.1. Steviol glikozidi

Steviol glikozidi su skupina molekula koje potenciraju slatki okus a dobivaju se ekstrakcijom iz biljke
Stevia rebaudiana Bertoni. Postoji deset temeljnih glikozida kojima je u molekularnom smislu
zajednicki steviolni prsten (Slika 1). U listu biljke najvise su zastupljeni steviozid i rebaudiozid A, koji
su ujedno i komercijalno najvazniji steviol glikozidi. Slatko¢a pojedinih steviol glikozida se razlikuje, a
krece se u rasponu od 30 do 300 puta slatkoce saharoze. Slatki okus najvise potencira rebudiozid A. (Fry

2012)

Nakon konzumacije, iz u kolonu se pod djelovanjem crijevne flore iz steviol glikozida oslobada steviolni
prsten koji se potom apsorbira. Steviol se u jetri metabolizira u steviol glukuronid, koji se iz organizma

izluCuje mokracom. (Fry 2012)

1.3.2. Ciklamat

Ciklamat je otkriven 1937 na Sveucilistu u Illinoisu. Kao umjetni zasladiva¢ koristi se u obliku soli
natrijevog ciklamata (Slika 1) ¢ija je slatko¢a 30 puta veca od slatkoce saharoze (Carocho, Morales, and

Ferreira 2017).



Najvazniji metaboli¢ki produkt ciklamata je cikloheksamin koji nastaje u probavnom traktu pod
djelovanjem crijevne flore (Chattopadhyay, Raychaudhuri, and Chakraborty 2014). Cikloheksamin je
dokazano toksic¢an (Bopp et al. 1986), ali se metaboliziranje ciklamata u cikloheksamin dogada u vrlo

malom dijelu populacije (Carocho, Morales, and Ferreira 2017).

Upravo zbog toksi¢nosti ciklamata Agencija za hranu i lijekove (eng. Food and Drug Agency) zabranila
jeupotrebu ciklamata u SAD-u, dok je u EU upotreba dozvoljena (Carocho, Morales, and Ferreira 2017).
Vjerojatno je zabrana uzrok ¢injenice da u literaturi postoji jako malo radova koji proucavaju primjenu

ciklamata kao umjetnog zasladivaca.



2. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA

2.1. Op¢i cilj rada

S obzirom da su prethodna istrazivanja proucavala utjecaj umjetnih niskokalori¢nih zasladivac¢a na
apsorpciju etanola, cilj je ovog istrazivanja prouciti utjecaj prirodnog niskokalori¢nih zasladivaca steviol
glikozida na apsorpciju etanola, te ga usporediti sa utjecajem visokokaloricnog sladila saharoze i

umjetnog niskokalori¢nog zasladivaca ciklamata.

2.2. Specifi¢ni ciljevi rada
1. Podijeliti Stakore u 4 skupine tako da svaka skupina primi jednu od alkoholni otopina prema

shemi iz Tablice 1.

Tablica 1 Shema i.g. aplikacije alkoholnih otopina prema skupinama Zivotinja.

SKUPINA ALKOHOL VODA SLADILO
Kontrola (K) + + -
Saharoza (S) + + saharoza
Ciklamat (C) + + ciklamat

Steviol glikozidi (ST) + + steviol glikozidi

2. Lg. sondom primijeniti Stakoru alkoholnu otopinu, te iz uzorka krvi iz repne vene odrediti
koncentracije etanola u krvi u sljede¢im vremenskim intervalima nakon i.g. primjene alkoholne
otopine: 10, 20, 40, 60, 90 1 120 minuta

3. Odrediti sljedece farmakokineti¢ke parametre: koncentraciju etanola u krvi 10 minuta nakon
primjene (Cjo), maksimalnu koncentracija etanola u krvi (Cmax) 1 povrSinu ispod krivulje
ovisnosti koncentracije etanola o vremenu (AUC, eng. area under curve)

4. Dobivene rezultate obraditi relevantnom statistickom metodom



3. MATERIJALI Il METODE

3.1. Eksperimentalne Zivotinje

U istrazivanju su se koristili muzjaci Wistar Stakora (uzgoj Zavoda za farmakologiju Medicinskog
fakulteta Sveudilidta u Zagrebu, Nastamba za laboratorijske Zivotinje HR-POK-007). Zivotinje su
nasumi¢nim odabirom Zivotinje se podijelilo u Cetiri skupine (N=36) u ovisnosti o alkoholnoj otopini
koju su primile (etanol, etanol+saharoza, etanol+ciklamat, etanol+steviol glikozidi). Svaka je zivotinja
prije pokusa bila izvagana kako bi joj se obzirom na tjelesnu masu (varijacija + 70 g) odredio toCan
volumen alkoholne otopine koju je potom jednokratno primila i.g. Zivotinjama se Sh prije podetka
pokusa uskratila hrana, ali im se omogucio slobodan pristup vodi do samog pocetka pokusa. Pokus se
provodio uvijek u isto doba dana (u 13h) kako bi se izbjegle varijacije rezultata obzirom na zivotni ciklus

zivotinje.

3.2. Alkoholne otopine

Stakori iz svih skupina primili su 10 ml/kg alkoholne otopine sa volumnim udjelom (v/v) etanola od
16%. Doza etanola iznosila je 1500 mg/kg (,,Etanol apsolutni p.a.“®, T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja,
Hrvatska). Svaka skupina primila je razliito zasladenu alkoholnu otopinu: Grupa K (kontrola)
nezasladenu; Grupa S (saharoza) zasladenu stolnim $eéerom (,,Secer Kristal“®, Konzum d.d., Zagreb,
Hrvatska); Grupa C (ciklamat) zasladenu ciklamatom (,,Natreen Classic*®, D.E. Master Blenders,
Amsterdam, Nizozemska); Grupa ST (steviol glikozidi) zasladenu steviol glikozidima (,,Sussina

Stevia“®, INSTANTINA Ges.m.b.H., Durnkrut, Austria).

Otopina saharoze pripremljena je tako da je 24 g saharoze otopljeno u 200 ml vode. Otopine ciklamata
i steviol glikozida pripremljene su prema uputama proizvodaca, ,,Natreen Classic*® i ,,Sussina Stevia“®,
tako da budu jednake slatkoc¢e kao otopina saharoze. Prema uputama proizvodaca 1 tableta oba sladila
zamjenjuje 4 g stolnog Secera. Stoga su otopine ciklamata i steviol glikozida pripremljene tako da je 6
tableta Natreen Classic® odnosno 6 tableta Sussina Stevia® otopljeno u 200 ml vode. Od tako
pripremljenih temeljnih zasladenih otopina naknadno su pripremljene odgovarajuce alkoholne otopine
volumnog udjela etanola 16% (v/v=16%). Sve alkoholne otopine pripremljene su 30 minuta prije

pocetka pokusa.

3.3. Uzorkovanje krvi i odredivanje koncentracije etanola u krvi
Stakori iz svake skupine podijeljeni su u 6 podskupina po 6 §takora za 6 vremenskih intervala: 10, 20,
40, 60, 90 1 120 minuta (Slika 2). Uzorci krvi za analizu vadeni su iz lateralne repne vene Stakora putem

i.v. kanile. Svakom §takoru jednokratno je izvadeno 0,8 ml krvi u jednom od Sest vremenskih intervala.
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i.g. aplikacija 10 ml/kg

alkohole otopine svim
Stakorima u podskupini

uzorkovanje 1 ml krvi zasebno
svakom $takoru iz podskupine

Slika 2 Shematski prikaz vremenskih intervala u kojima je krv uzorkovana stakorima.

Za uzorkovanje krvi koriStene su epruvete bez aditiva (VACUETTE® Z Serum Sep Clot Activator®,
Greiner Bio-One Italia S.r.l., Cassina de Pecchi, Italija). Nakon jednosatnog stajanja na sobnoj
temperaturi uzorci su centrifugirani 10 minuta pri 10 000 rpm (Eppendorf® Minispin) te su serumi
odmah odvojeni od ostatka stanica. Iz seruma je odreden koncentracija etanola u krvi (BEC, eng. blood
ethanol concentration) primjenom automatizirane enzimske metode s ADH te je konac¢ni produkt
izmjeren spektrofotometrijski (AU400%®, Beckman Coulter, Dublin, Irska). Proizvoda¢ koristenih

reagensa je Roche®, Mannheim, Njemacka.

3.4. Farmakokinetic¢ki parametri

Farmakokineti¢ki parametri odredeni su zasebno za svaku podskupinu i to tako su BEC odredene u
razli¢itim vremenskim intervalima na razliitim Stakorima grupirani. Odredivani farmakokineticki
parametri bili su: BEC 10 min nakon i.g. aplikacije alkoholne otopine (Cio), maksimalna BEC (Cwmax) 1
povrsina ispod krivulje koncentracija-vrijeme (AUC). U statisticku analizu bile su uklju¢ene samo one

podskupine u kojima je BEC uspjesno odreden u svih Sest vremenskih intervala.

3.5. Statisticka analiza

Za usporedbu farmakokineti¢kih parametara izmedu skupina koristen je Kruskal-Wallis test sa post-hoc
Mann-Whitney testom. P-vrijednost manja od 0,05 smatrana je statisticki znacajnom. Za statisticku
analizu kotisten je MedCalc® Version 17.7 (MedCalc Software, Ostend, Belgija). U prikazima podataka
medijan je koriSten kao mjera centralne tendencije te je za svaki farmakokineticki parameter naznacen
i interkvartilni raspon (IQR). Za graficki prikaz je Microsoft Excel 2016® (Microsoft, Redmond,
Washington, SAD)



3.6. Eti¢ka nacela

Osiguranje etickih nacela u istraZivanju osigurano je pridrzavanjem europske direktive 2010/63/EU,
Zakona o izmjenama i dopunama Zakona o zastiti zivotinja (NN 37/13), Zakona o zastiti zivotinja (NN
135/06), Pravilnika o zastiti zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe (NN 55/13), FELASA

preporuka i preporuka Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u zagrebu.

Ovo istrazivanje odobrilo je Povjerenstvo za dobrobit zivotinja Medicinskog fakulteta Sveucilista u

Zagrebu.



4. REZULTATI

U statisticku analizu uklju€eno je svih 6 podskupina iz K i C skupine, te 5 od 6 podskupina iz S i ST

skupine. Dvije podskupine iz S i ST skupine se nije moglo analizirati zbog premalog volumena krvi (u

60 odnosno 90 minuti). (Slika 3)
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Slika 3 Ovisnost koncentracije etanola u krvi Stakora o vremenu. Svaka toc¢ka na krivulji predstavlja medijan vrijednosti za sve
podskupine iz pripadajuée skupine. —@= kontrola (K, N=6) —@— saharoza (S, N=5) —@= ciklamat (C, N=6) —@— steviol
glikozidi (ST, N=5) N: broj podskupina ukljucenih u statisticku analizu

Svi farmakokineti¢ki parametri statisticki znacajno su se razlikovali medu skupinama. (Cio: p=0,003;
Cmax: p=0,007; AUC: p=0,008). Cyo je bila znacajno visa u K nego u S i C skupini (K vs. S: p=0,006;
K vs. C: p=0,020) i u ST skupini u odnosu na S i C skupine (ST vs. S: p=0,014; ST vs. C: p=0,019), ali
nije bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu ST i C skupina iako je Cio bila niza u C skupini. Takoder,
Cwmax je bila znacajno visa u K nego u S i C skupini (K vs. S: p=0,006; K vs. C: p=0,025) i u ST skupini
uodnosuna S i C skupine (ST vs. S: p=0,014; ST vs. C: p=0,033) ali nije bilo statisticki znacajne razlike
izmedu ST i C skupina iako je Cmax bila niza u C skupini. AUC je bila znacajno nizau S, C i ST skupini
u odnosu na K skupinu (S vs. K: p=0,006 ; C vs. K: p=0,010 ; ST vs. K: p=0,033, ali nije bilo statistic¢ki

znacajne razlike izmedu S, C i ST skupina (Tablica 1).



Tablica 2 Medijani i interkvartilni rasponi farmakokinetskih parametara za 6 podskupina iz K i C skupina i 5 kohorti iz Si ST
skupina. N: Broj podskupina ukljucenih u statisticku analizu. Cio: Koncentracija etanola u krvi Stakora 10 min nakon i.g.
aplikacije alkoholne otopine. Cmax: Maksimalna koncentracija etanola u krvi. AUC: Povrsina ispod krivulje koncentracija-
vrijeme od 0 do 120 min * p<0,05 vs. K (post-hoc Mann-Whitney test). ** p<0,05 vs. S (post-hoc Mann-Whitney test). °
p<0,05 vs. C (post-hoc Mann-Whitney test) °° C vs. S vs. C vs. ST (Kruskal-Wallis test)

SKUPINA Cio (g/L) Cwiax (g/L) AUC (gxmin/L)
0,82 1,65 286
KONTROLA (N=6)
(0,75-0,87) (1,22-1,74) (230-300)
0,39* 0,96* 157*
SAHAROZA (N=5)
(0,27-0,45) (0,84-1,05) (123-187)
0,51* 0,97* 195%
CIKLAMAT (N=6)
(0,37-0,55) (0,78-1,30) (131-211)
STEVIOL GLIKOZIDI 0,74%*° 1,4%%0° 196*
(N=5) (0,65-0,76) (1,30-1,49) (174-226)
p-vrijednost °° 0,003 0,007 0,008
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5. RASPRAVA

U ovom je istrazivanju pokazano da razliciti zasladivac u i.g. primijenjenoj alkoholnoj otopini utjecu na
farmakokinetiku etanola. Farmakokinetika se moze promijeniti na razini apsorpcije i na razini
eliminacije. Iz literature je poznato da eliminacija etanola prati farmakokinetiku nultog reda tj. ovisnost
koncentracije o vremenu je linearna. Na slici 3 vidljivo je da je nagib grafa ovisnosti koncentracije o
vremenu u intervalu od 60 do 120 minute gotovo jednak za sve skupine, pa se moze zakljuciti da niti
jedan zasladiva¢ nije znac¢ajno utjecao na brzinu eliminacije. Stoga se u daljnjoj raspravi pretpostavlja
da su razlike u farmakokinetickim parametrima posljedica razlicitih brzina apsorpcije alkoholnih

otopina.

Prisutnost saharoze u alkoholnoj otopini dovela je do smanjenja svih promatranih farmakokinetickih
parametara u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 3, Tablica 2). Prethodna istrazivanja su pokazala da
visoka kalorijska vrijednost obroka utjece na apsorpciju etanola (Wu et al. 2006; R. Roine 2000) putem
usporenja zelucanog praznjenja u duodenum (Oneta et al. 1998; Brener, Hendrix, and Mchugh 1983).
lako navedena istrazivanja nisu proucavala direktni utjecaj saharoze na apsorpciju etanola, rezultati

ovog istrazivanja su u skladu s prethodnim s obzirom na visoku kalorijsku vrijednost saharoze.

Nadalje, prema dobivenim rezultatima ciklamat pokazuje jednak utjecaj na farmakokinetiku etanola kao
i saharoza (Slika 3, Tablica 2) §to se razlikuje u odnosu na prethodno provedenu humanu studiju (Wu et
al. 2006). U navedenom istrazivanju je pokazano su Cuax i AUC bili su visi nakon konzumacije koktela
zasladenog umjetnim zasladivatem u odnosu na koktel zasladen saharozom. Navedena razlika u
rezultatima moze biti posljedica upotrebe razli¢itih umjetnih zasladivaca i razli¢itog nacina primjene
alkoholnih otopina. Naime, u navedenom istrazivanju Wu et al. kao zasladivace koristili su aspartam 1

acesulfam kalij, a alkoholna otopina primjena je oralno.

S druge strane, rezultati pokazuju da steviol glikozidi utje¢u na farmakokinetiku etanola, te da je njihov
ucinak specifi¢an u odnosu na ucinke ciklamata i saharoze (Slika 3, Tablica 2). Ucinak steviol glikozida
na Cjo i Cmax znacajno se razlikovao od ucinka ciklamata i saharoze dok se ucinak na AUC nije.
Takoder, u odnosu na kontrolnu skupinu steviol glikozidi zna¢ajno snizavaju AUC ali nemaju ucinak

na Clo 1 CMAX.

Molekularni mehanizam odgovoran za dobivene rezultate nije bio predmet ovog istrazivanja, ali
literaturni podaci sugeriraju da su interakcije zasladivaca s receptorima za slatki okus u probavnom
traktu Stakora barem djelomi¢no odgovorne za dobivene rezultate. Receptori za slatki okus postoje na
jeziku, ali tek odnedavno je pokazano da oni postoje na enteroendokrinim stanicama razlicitih vrsta
ukljucujuci ¢ovjeka i Stakora (Hofer, Piischel, and Drenckhahn 1996; Meyer-Gerspach, Wolnerhanssen,
and Beglinger 2016; Meyer-Gerspach, Wolnerhanssen, and Beglinger 2014). Takoder, pokazano je da
interakcije zasladivaca i tih receptora ne sudjeluju u percepciji slatkog okusa, nego u lu¢enju hormona

poput inkretinskih hormona koji usporavaju praznjenje zeluca (Steinert et al. 2011; Gerspach et al.
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2011). Nadalje, uc¢inak pojedinih zasladivac¢a na receptore za slatki okus je specifican. U literaturi je vec
pokazano da molekularni mehanizam odgovoran za usporavanje praznjenja Zeluca u prisutnosti saharoze
ukljucuje i lucenje inkretinskih hormona putem receptora za slatki okus (Little et al. 2009). Medutim,
steviol glikozidi u humanom i Stakorskom modelu nisu pokazali stimuliraju¢i ucinak na lucenje
inkretinskih hormona (Brown and Rother 2012; Fuyjita et al. 2008). Stoga, se razlika u u¢incima saharoze
i steviol glikozida na apsorpciju etanola moze barem djelomi¢no objasniti ¢injenicom da saharoza i
steviol glikozidi razlicito djeluju na receptore za slatki okus na EEK stanicama. Unato¢ tome Sto su i
steviol glikozidi i ciklamat niskokalori¢ni zasladivaci oni su pokazali razli¢iti u¢inak na apsorpciju
etanola. Niti jedna studija do sada nije ispitivala utjecaj ciklamata na sekreciju inkretinskih hormona
putem receptora za slatki okus na EEK stanicama, pa se ne moze re¢i u kojoj je mjeri taj mehanizam

odgovoran za dobivene rezultate.

Takoder, i samo istrazivanje je imalo odredena ograni¢enja. Kao prvo, koriStenje Stakorskog modela
otezalo je usporedbu rezultata s humanim studijama zbog toga Sto je u€inak istih zasladivaca na lucenje
inkretinskih hormona putem receptora za slatki okus ovisan o vrsti (Bachmanov, Tordoff, and
Beauchamp 2008; Meyer-Gerspach, Wolnerhanssen, and Beglinger 2016). Drugo moguée ogranic¢enje
je koristenje podksupina (Sest Stakora umjesto jednog Stakora) za odredivanje farmakokinetickih
parametara. lako se tako varijabilnost rezultata povecala, vadenjem velikog volumena krvi pojedina¢noj
zivotinji (6 x 0,8 ml) riskira se razvoj hipovolemijskog Soka u zivotinje i uklanja se etanol iz krvi, §to bi

sigurno utjecalo valjanost tako dobivenih rezultata.

6. ZAKLJUCAK

Ovo istrazivanje po prvi put na in vivo modelu opisuje u¢inak niskokalori¢nih prirodnih zasladivaca
steviol glikozida na apsorpciju etanola nakon i.g. primjene. Dobiveni rezultati pokazuju da steviol
glikozidi utjeCu na apsorpciju etanola u krv Stakora, smanjujuéi njegovu bioraspolozivost. Ovaj se
ucinak razlikuje od ucinaka visokokalori¢nog zasladivaca saharoze i umjetnog niskokaloricnog
zasladivaca ciklamata koji uz smanjenje bioraspolozivosti smanjuju i brzinu apsorpcije etanola.
Farmakokineticka interakcije navedenih zasladivaca i etanola znanstveno su vazne jer dobiveni rezultati
pokazuju da nakon konzumacije alkoholnih pi¢a varijabilnost koncentracije etanola u krvi znacajno ovisi

1 o vrsti zasladivaca.
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9. SAZETAK

Utjecaj steviol glikozida na apsorpciju etanola u Stakora

Paulo Zekan

Cilj istrazivanja bio je odrediti utjecaj prirodnih niskokalori¢nih zasladivaca steviol glikozidi na
apsorpciju etanola u krv Stakora i usporediti taj utjecaj s utjecajem saharoze i umjetnog niskokalori¢nog

zasladivaca ciklamata.

U istrazivanje su bila ukljuCena 144 Witsar Stakora koja su rasporedena u 4 skupine, te je svakom Stakoru
intragastricki aplicirano 1500 mg/kg etanola u obliku v/v=16% alkoholne otopine, koja je ovisno o
skupini bila zasladena razlic¢itim zasladivacem: nezasladene (K skupina), saharoza (S skupina), ciklamat
(C skupina) i steviol glikozidi (ST skupina). Uzorkovanjem iz repne vene oderdivali smo koncentraciju
alkohola u krvi 10, 20, 40, 60, 90 i 120 minuta nakon i.g. aplikacije otopine. Odredivani
farmakokineticki parametri bili su: koncentracija etanola u krvi 10 min nakon primjene (Cio),
maksimalna koncentracija etanola u krvi (Cumax) 1 povrSina ispod krivulje ovisnosti koncentracije etanola

o vremenu (AUC).

Parametri Cio i Cmax bili su znacajno visi u K i ST skupinama u odnosu na S i C skupine, a parametar
AUC je bio znacajno visi u K skupini u odnosu na S, C i ST skupine medu kojima nije bilo statisticki

znacajne razlike.

Ucinak steviol glikozida je specifiCan u odnosu na druge zasladivace i predstavlja prvi opis

farmakokineti¢ke interakcije etanola i steviol glikozida u in vivo modelu.

KLJUCNE RIJECI: etanol, steviol glikozidi, ciklamat, saharoza, Stakor
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10. ABSTRACT

Effect of steviol glycoside on ethanol absorption in rats
Paulo Zekan

Steviol glycoside is increasingly being used as a non-caloric natural sweetener. The aim of this study
was to assess whether steviol glycoside affects ethanol absorption in rats and to compare its effect with

the effect of sucrose and artificial non-caloric sweetener cyclamate.

The study included 144 male Witsar rats which were divided into 4 groups each being intragastrically
administered 1500 mg/kg of ethanol in the form of the differently sweetened v/v=16% alcoholic
solutions: non-sweetened (C), sucrose sweetened (S), cyclamate sweetened (CY), steviol glycoside
sweetened (ST). The rats were blood sampled from the tail vein at t=10,20,40,60,90,120 min after
ethanol administration. Pharmacokinetic parameters determined included: blood ethanol concentration
at 10 min (C,o), maximum blood ethanol concentration (Cmax) and area under concentration vs. time
curve (AUCQ).
All pharmacokinetic values significantly differed between groups. Post hoc analysis revealed Cio and
Cwmax were both significantly higher in C and ST group than in S and CY group. On the other hand,
AUC was significantly higher in C than in all other groups.

Steviol glycoside affects ethanol absorption uniquely compared to other sweeteners studied. This
research represents first description of pharmacokinetic interaction of ethanol and steviol glycoside in

an in vivo model.

KEY WORDS: ethanol, steviol glycoside, cyclamate, sucrose, rat
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