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V okviru diplomskega dela smo doloc¢ali antioksidativno aktivnost urina pri
zdravem posamezniku. V raziskavi je sodelovalo deset posameznic, ki so pet dni
uzivale posebej pripravljene obroke, ki so bili pripravljeni po priporo€ilih za
zmanjSanje tveganja nastanka kroni¢nih bolezni in bolezni srca in oZilja. Za
dolocanje vsebnosti izlo¢enih antioksidantov v urinu posameznic, Smo uporabili
indirektno metodo ABTS. S pomo¢jo analiz urina lahko neinvazivno dolo¢imo
parametre, ki opredelijo antioksidativni status posameznika. Pri vzorcih, ki so
odvzeti v razli¢nih obdobjih dneva, se lahko pojavijo vecje razlike v antioksidativni
aktivnosti urina. Ugotovili smo, da je korelacija med koli¢ino antioksidantov v 24-
ih urah in koncentracijo antioksidantov jutranjega urina, normalizirano na kreatinin,
statisticno znacilna in zmerno povezana (p = 0,001; r = 0,472). Zanimalo nas je
tudi, kako razlicne temperature (-80 °C, -20 °C in 4-8 °C) in cas skladi$€enja
vplivajo na normalizirano antioksidativno aktivnost urina (nAA). Vzorci urina,
shranjeni pri temperaturi -80 °C imajo najvecjo normalizirano antioksidativno
aktivnost. Do majhnih izgub antioksidantov prihaja pri -20 °C in 4-8 °C. Koli¢ina
antioksidantov je pri vseh pogojih shranjevanja maksimalna Se pri 60. dneh
skladiS¢enja, nato pride do zmanjSanja aktivnosti.
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In our thesis we wanted to determine the antioxidant activity of urine of a healthy
individual. There were 10 female individuals who have enjoyed of specially
prepared meals five days that were prepared following the recommendations for
reducing the risk of chronic diseases and cardiovascular diseases. We used the
indirect ABTS method to determine the quantity of eliminated antioxidants in their
urine. With urine analysis we can determine the parameters that define the
antioxidative status of a person in a non-invasive way. Noticeable differences in the
antioxidant activity of urine can appear in samples taken in different periods of the
day. We discovered that the correlation between the quantity of antioxidants in 24
hours and the concentration of morning urine antioxidants, normalized to creatinine
is statistically typical and have statistically moderate relation (p = 0,001; r =
0,472). We also wanted to find out how different temperatures (-80 °C, -20 °C in 4-
8 °C) and the time of storage affect the normalized antioxidant activity (nAA) in
urine. Urine samples stored at -80 °C have the highest antioxidant activity
normalized .There are small losses of antioxidants at the temperatures of -20 °C and
4-8 °C. The quantity of antioxidants is at its maximum at all temperatures until 60.
days of storage. After that, the activity becomes lower.
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TE
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Troloks

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

absorbanca

2,2’-azobis (2-amidinopropan) dihidroklorid

normalizirana antioksidativna aktivnost
2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska Kislina

antioksidant

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal

difenilpikrilhidrazin

antioksidativna mo¢ redukcije Zeleza (Ferric reducing Antioxidant Power)
koncentracija u¢inkovitosti

Kreatinin

ucinkovitost lovljenja kisikovih radikalov (Oxygen Radical Absorbance
Capacity)

troloks ekvivalent

2,4,6-tripiridil-S-triazin
6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kislina (6-hydroxy-

2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid)
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1 UVvOD

Prosti radikali so zelo reaktivne molekule, ki imajo neparne elektrone. Nenehno se
proizvajajo v celicah bodisi kot stranski proizvodi presnove ali na primer uhajajo iz
mitohondrijev v procesu dihanja. Molekularni kisik, njegovi radikalni derivati (superoksid
anion ter hidroksilni radikali) in peroksidi so vklju¢eni v najpomembnejSe reakcije prostih
radikalov v aerobnih celicah. Koli¢ina prostih radikalov se poveca ob vec¢jih obremenitvah,
stresu, ali kadar zauzijemo veliko mascob (Zwart in sod., 1998). Zato so celice razvile
mehanizme, ki preprecujejo tvorbo prostih radikalov in omejijo njihove $kodljive uéinke.
ZasCitnimi  encimi  (superoksid dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza) ter
nizkomolekularni endogeni in eksogeni antioksidanti $¢itijo organizem pred Stevilnimi
boleznimi, kot so aterioskleroza, rak, artritis, in pred pospeSenim staranjem, zato se je
zanimanje mehanizmov izjemno pove¢alo (Kreft in Skrabanja, 2000). Najveé
antioksidantov je v svezem sadju in svezi zelenjavi.

V Uurinu je najpomembnejSi antioksidant in kon¢ni produkt katabolizma se¢na kislina.
Njena poviSana koncentracija lahko vodi do razlicnih bolezni, kot so uri¢ni artritis,
hiperurikemija, povisan krvni tlak, plju¢nica, poskodba ledvic, bolezni srca in ozilja (Zuo
in sod., 2010).

Kreatinin in se¢na Kislina sta najpomembnejsi sestavini urina, telo ju odstrani zaradi
toksi¢nosti. Koncentracija kreatinina je odvisna od miSi¢ne mase, njegovo dnevno
izlo¢anje pa je konstantno pri doloceni osebi. Kreatinin je pokazatelj koncentriranosti urina
(Pos, 2012).

Na stabilnost antioksidantov vplivajo predvsem temperatura, vrednost pH, svetloba in
prisotnost kisika. Labilnost antioksidantov je najvecja pri toplem ali hladnem shranjevanju,
kjer se zmanjsa tudi koli¢ina naravnih antioksidantov (Williams, 1996). Znano je, da
visoka temperatura negativno vpliva na stabilnost antioksidantov (Muhleib, 1999).

Idealna kemijska metoda za analizo antioksidantov je tista, s katero lahko kompleksne
vzorce kvantitativno in kvalitativno ¢im bolj natanéno analiziramo. Ce bi poznali $e
fizioloSko aktivnost sestavin, bi s primerno racunalniS$ko simulacijo lahko napovedali
antioksidativno aktivnost vzorca. Za dolocanje antioksidativne aktivnosti urina smo
uporabili indirektno spektrofotometricno metodo ABTS, ki temelji na reakciji
antioksidantov z radikalom ABTS™,
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1.1 NAMEN DELA

. Dolociti antioksidativno aktivnost urina pri zdravem posamezniku.

. Dolociti variabilnost antioksidativne aktivnosti posameznih vzorcev urina znotraj
posameznega dneva.

. Primerjati antioksidativno aktivnost urina, izracunano kot koli¢ina izloCenih
antioksidantov v 24-ih urah, s koncentracijo antioksidantov jutranjega urina,
normalizirano s koncentracijo kreatinina.

. Ugotoviti, kako razli¢éne temperature (-80 °C, -20 °C in 4-8 °C) in ¢as skladis¢enja
vplivajo na normalizirano antioksidativno aktivnost.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Predvidevamo, da obstaja statisticno znacilna povezanost med antioksidativno aktivnostjo
urina, izraCunano kot koli¢ina antioksidantov, izlo¢enih v 24-ih urah, in koncentracijo
antioksidantov jutranjega urina, normalizirano s koncentracijo kreatinina.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 URIN

Med metabolizmom nastajajo v celicah odpadne kemijske snovi, Ki jih je treba odstraniti,
ker bi zastrupile celice, Ce bi se v njih nabirale. Te odpadne snovi prehajajo iz celic v krvni
obtok in ta jih odnese v obe ledvici, da se izloc¢ijo skupaj z vodo v obliki seca (urina). Zato
sta normalna tvorba in izloCanje sea nujno potrebna za zivljenje (Smith, 1986).

Sec¢ ali urin je tekocina, ki jo izlo¢ajo ledvice preko se¢nih poti. Sestavljen je iz vode (95
%), ionov in organskih snovi, od katerih je najpomembnejSa se¢nina (urea), ki vsebuje
dusik. Ta nastaja v jetrih ob spajanju amonijaka z ogljikovim dioksidom. V urinu so
raztopljeni ogljikov dioksid, amoniak in plini. Normalno v urinu ni proteinov, glukoze in
krvnih celic (Stiblar Martinéi¢ in sod., 2008). Se¢ iz ledvic odteka v se¢ni meh (pielon),
nadalje v secevod, se¢ni mehur in po secnici zapusti telo. Nastajanje se¢a je pomemben
fizioloski proces, ki uravnava koli¢ino in sestavo telesnih tekocin ter omogoca izloCanje
Stevilnih presnovkov iz telesa. Cloveski se¢ je obi¢ajno rumenkasta teko&ina. pH urina je
5,0-8,0 odvisno od zauZite hrane. Stevilne bolezni se odrazajo na videzu, koli¢ini in sestavi
seca, zato je analiza se¢a pomembna diagnosti¢éna metoda (Smith, 1986).


http://sl.wikipedia.org/wiki/Teko%C4%8Dina
http://sl.wikipedia.org/wiki/Ledvice
http://sl.wikipedia.org/w/index.php?title=Se%C4%8Dne_poti&action=edit&redlink=1
http://sl.wikipedia.org/w/index.php?title=Se%C4%8Dni_meh&action=edit&redlink=1
http://sl.wikipedia.org/wiki/Se%C4%8Devod
http://sl.wikipedia.org/wiki/Se%C4%8Dni_mehur
http://sl.wikipedia.org/wiki/Se%C4%8Dnica
http://sl.wikipedia.org/wiki/Telesne_teko%C4%8Dine
http://sl.wikipedia.org/wiki/Presnovek
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Slika1: Shema sestave urina (VSZNIJ, 2011)
2.1.1 Transport, hranjenje in stabiliziranje urina

Odvzem, hranjenje, stabiliziranje in transport urina so najpomembnejsi elementi
predanalitske faze. Standardizacija postopkov je pomembna pri odpravljanju morebitnih
napak in pasti v vsakdanji laboratorijski praksi, za dolocitev usklajenih referencnih
intervalov, mej dolo€itve in usklajene interpretacije rezultatov (Skitek in Trampus$ Bakija,
2001).

Predanalitski in bioloski (in vivo) dejavniki, to je izloCanje urina, prehranjevanje in
stradanje, telesni napor in podcitek, inkubacijski ¢as v mehurju in okuzenje, vplivajo na
rezultate laboratorijskih analiz. Zato je nujno spremljati in dokumentirati koncentracijo
urina (relativna gostota, osmolarnost, kreatinin...), kar omogoca relativni izracun
dolo¢enega analita glede na koncentriranost in kliniéno ovrednotenje rezultata analize.
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Vzorci urina morajo biti dostavljeni v laboratorij takoj po zbiranju. Vendar to ni vedno
mogoce. V primeru, da transport traja ve¢ kot 2 uri, moramo zagotoviti neokrnjenost
vzorca ter ga zaSCititi pred svetlobnimi vplivi in spremembami temperature. Za
kvantitativno analizo urina se uporabljajo epruvete, ki morajo biti med centrifugiranjem,

hlajenjem oziroma zamrzovanjem pokrite z ustreznim pokrov€kom (Skitek in Trampus
Bakija, 2001).

2.1.2 Zbiralniki za enkratni odvzem urina

Primarni zbiralniki za rutinski odvzem urina so narejeni iz prosojnega materiala (stekla ali
plastike) in namenjeni za enkratno uporabo, biti morajo kemiéno ¢isti in suhi. Imeti morajo
zadostno Sirino, ravno dno zbiralnika in odprtino vsaj 5 cm za laZje zbiranje urina
preiskovancev. Imeti morajo tesno prilegajo¢ se vodotesni pokrov, da se prepreci iztekanje.
Zbiralnik in pokrov ne smeta vsebovati snovi, ki povzrocajo analiticne interference. Prav
tako snov za izdelavo zbiralnikov in pokrovov ne sme absorbirati ali spreminjati urina in
mora zascititi urin pred svetlobo (Skitek in Trampus Bakija, 2001).

Slika 2:  Zbiralnik urina (VSZNIJ, 2011)
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2.2 SECNA KISLINA

Sec¢na kislina, ki nastaja v jetrih pri razgradnji purinov in pri razgradnji celi¢nih jeder, je
topna v krvi in se izloCi skozi ledvice. Od anorganskih snovi se izlo¢a NaCl, ostale
anorganske sestavine pa so fosforna kislina, dusikova kislina in kreatinin (Stiblar Martingi¢
in sod., 2008). Se¢na kislina je glavni antioksidant in kon¢ni produkt katabolizma.
Nenormalna koncentracija se¢ne kisline v krvi ali urinu je povezana z razlicnimi
zdravstvenimi tezavami, kot so uri¢ni artritis, hiperurikemija, povisan krvni tlak, pljucnica,
poskodba ledvic, bolezen srca in ozilja. Se¢na kislina lahko deluje kot pro-oksidant zlasti v
povecanih koncentracijah in je tudi pokazatelj oksidativnega stresa. Lahko pa deluje kot
antioksidant, pri ¢emer pa ji pripisujejo terapevtsko vlogo (Zuo in sod., 2010).

Slika 3:  Strukturna formula se¢ne kisline (Zuo in sod., 2010)

2.2.1 Lastnosti se¢ne Kisline

Secna kislina je heterocikli¢na aromatska spojina z molekulsko formulo CsH4N4O3 . Je
diproti¢na kislina z vrednostma pKal = 5,5 in pKa2 = 10,3. Pri visokih vrednostih pH tvori
dvojno nabit uratni ion (odda oba vodikova protona), pri fizioloskem pH-ju ali v prisotnosti
ogljikove kisline oziroma karbonatnih ionov pa odda le en proton, kajti njena vrednost
pKaz2 je vecja od fizioloskega pH-ja (Shekarriz in Stoller, 2002).

7, 9-dihidro-1H-purin-2,6,8(3H)-trion se v Cisti obliki nahaja v obliki belih, slabo topnih
kristalov. Rentgenska difrakcija kristalov amonijevega hidrogenurata, ki nastaja in vivo pri
putiki, je pokazala, da keto-kisik na poloZaju 2 obstaja v tavtomerni obliki kot hidroksilna
skupina in da si dusikova atoma na mestih 1 in 3 delita ionski naboj z obroc¢em, ki je
stabiliziran zaradi m-resonance. Torej, ve¢ina organskih kislin deprotonira z ionizacijo
polarne vezi med kisikom in vodikom, se¢na kislina pa deprotonira na dusikovem atomu,
tavtomerija keto/hidroksi na kisikovem atomu pa se tako izrabi za dvig vrednosti pK1.
Tudi petclenski obro¢ vsebuje keto-skupino (na polozaju 8), ki je obdana z dvema
sekundarnima amino-skupinama (na mestih 7 in 9). Deprotonizacija ene od teh amino-
skupin pri visokem pH-ju bi lahko pojasnila pK2 ter diproticno obnaSanje se¢ne kisline
(Shekarriz in Stoller, 2002).
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2.3 KREATININ

Kreatinin je produkt skeletnih miSic katabolizma. Je endogena snov, ki nastaja spontano z
neencimsko reakcijo iz kreatina in kreatin fosfata. Koli¢ina kreatinina, ki nastane, je
sorazmerna celotni miSicni masi. MiSina masa tako dolo¢a vrednosti plazemske
koncentracije kreatinina pri posameznikih in je odvisna od spola, starosti, rase in od
vsebnosti beljakovin v prehrani. Prav zato so vrednosti kreatinina visje pri moskih kot pri
zenskah in niZje pri starejSih osebah (Wright in sod., 2001).

Dnevno se v kreatinin pretvori 1-2 % kreatina. Plazemska raven kreatinina je dokaj
konstantna in je odvisna od mi$i¢ne mase in delovanja ledvic. Kreatinin se iz krvi prosto
filtrira v glomerulih v Bowmanovo kapsulo in se ne reabsorbira v tubulih. Vse te lastnosti
vplivajo na moznost, da se ocistek kreatinina (izloCeni kreatinin v 24-urnem secu)
uporablja za oceno stopnje glomerulne filtracije (izlo¢evalna sposobnost ledvic) oziroma
za dolocitev ledvi¢ne funkcije (Burtis in Ashwood, 1994).

IzloCanje kreatinina je aktivnho in se poveCuje sorazmerno s porastom serumskega
kreatinina, dokler transportni mehanizem ni zasi¢en. Serumska koncentracija je slab
pokazatelj ledvi¢nega delovanja v zgodnjih stopnjah kroni¢ne ledvi¢ne bolezni. O¢istek
kreatinina je sicer boljsi pokazatelj glomerulne filtracije, vendar zahteva 24-urno zbiranje
seca, ki pogosto ni zanesljivo (Stevens in Levey, 2004).

HaC

h Y

N

HN b

Slika 4:  Strukturna formula kreatinina (Zuo in sod., 2010)



Mikli¢ N. Doloc¢anje antioksidativne aktivnosti urina z metodo ABTS.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2012

2.4 ANTIOKSIDANTI

Antioksidant je snov, ki zaS¢iti zivilo pred oksidacijo in tako varuje bioloske sisteme pred
poskodbami, ki jih povzrocajo prosti radikali (Krinsky, 1989). Proste radikale antioksidanti
nevtralizirajo tako, da oddajo en elektron ali en vodik. S tem se sami spremenijo v manj
Skodljive radikale (Muhleib, 1999).

Znani so kot encimi (superoksidna dismutaza, katalaza, glutationska peroksidaza, metionin
sulfoksid reduktaza, popravljalni DNA encimi), vitamini (A, E, C), betakaroteni,
bioflavonoidi, katehini ...). Nekatere antioksidante sintetizira telo samo (glutation, se¢no
kislino, ubikinon), druge pa dobimo s hrano (antioksidativni vitamini, kovine v sledovih)
(Korosec, 2000). Priporocene dnevne koli¢ine vitaminov so danes na splo$no dobro
poznane, ampak se zgodi, da dolo¢enih vitaminov zauZijemo premalo. S tem so misljeni
predvsem trije antioksidanti med vitamini — betakaroten (provitamin A), vitamina C in E.
Le-ti nase vezejo kisik, onesposobijo proste radikale in s tem krepijo obrambni sistem
(Muhleib, 1999).

Antioksidante razvr§¢amo v tri skupine:

Primarni antioksidanti so prisotni v organizmu ali pa jih tvorijo mikroorganizmi, to so
predvsem encimi. Njihova vloga je prepreevanje tvorbe prostih radikalov. Med primarne
antioksidante priStevamo snovi, ki lahko reaktivne radikale spremenijo v bolj stabilne
produkte in s tem prekinejo verizno reakcijo avtooksidacije (Raspor in sod., 2000).

Sekundarni antioksidanti nevtralizirajo novonastale proste radikale ter preprecujejo, da bi
vstopali v verizne reakcije in tvorili nove proste radikale. To so snovi, ki zavirajo
avtooksidacijo brez direktnega vkljucevanja v verizno reakcijo (Raspor in sod., 2000).

AH +ROO ' —ROOH + A" )
AH+R' > RH+A" ..

Predstavniki sekundarnih antioksidantov so: fenoli, galna Kislina in njeni derivati,
flavonoidi (kvercetin, ramnetin, kamferol, rutin, kavna kislina, rozmarinska kislina) in
nekatere druge naravne spojine (Korosec, 2000).

Terciarni antioksidanti so snovi, ki popravljajo poskodbe, ki jih povzrocijo prosti radikali v
strukturi celice. To so najveckrat encimi, ki popravljajo poskodbe DNA (Raspor in sod.,
2000).
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2.5 PROSTI RADIKALI

Prosti radikali so atomi, molekule, ioni ali kompleksi, ki imajo neparno Stevilo elektronov
oziroma jim primanjkuje en elektron, zato zelijo ta elektron poiskati in dobiti od neke
druge snovi. Nastanejo pri cepitvi kovalentne vezi. Radikali so lahko nevtralni, lahko pa
imajo pozitivni ali negativni naboj (Hulea, 2008).

Zelo hitro reagirajo z drugimi molekulami, spojinami in tako molekula izgubi en svoj
elektron. Taka spojina sama postane prosti radikal, kar sprozi verizno reakcijo. Skodljive
posledice za organizem nastanejo takrat, ko ta manjkajoci elektron vzamejo molekuli v
katerikoli celi¢ni strukturi. Tako lahko poSkodujejo celiéno membrano, ki skrbi za
selektivno propustnost. S tem omogoc¢ajo »upor« $kodljivih snovi v celico ter izgubo
Zivljenjsko pomembnih snovi zanjo (Korosec, 2000). Prosti radikali nastajajo v telesu
neprestano, ker dihamo kisik in so rezultat normalne celicne presnove in posledica
dejavnikov okolja.

Najpomembnejsi kisikovi prosti radikali so hiperoksidni anion ("O’), hidroksilni radikal
(OH"), hidroperoksilni radikal ((OOH), peroksilni radikal ((OOR) in alkoksilni radikal
('OR) (Kaur in Kapoor, 2001).

2.5.1 Vpliv antioksidantov

Zanimanje za antioksidante se je povecalo zaradi zascite pred boleznimi srca in ozilja,
nastankom raka in drugimi boleznimi, povezanimi z oksidativnim stresom, v povezavi z
nekaterimi kemikalijami, sevanjem, vplivom alkohola, cigaretami, tezkimi kovinami,
prekajeni in zapedeni hrani (Kreft in Skrabanja, 2000). Ce je v organizmu ve¢ prostih
radikalov kot je na razpolago AO, govorimo o stanju oksidativnega stresa in tedaj pride do
poskodb celice. Najbolj nevarno je, ¢e prosti radikali poskodujejo genetski material (DNA,
RNA). Tedaj lahko nastanejo celicne mutacije, ki pripeljejo do trajnih poskodb,
prezgodnjega staranja in smrti celice ali celo do razvoja rakastih tvorb, degenerativnih
bolezni, ishemije, ateroskleroze, zmanjSane imunske odzivnosti, Alzheimerjeve in
Parkinsove bolezni, sladkorne bolezni (Halliweel in Grootveld, 1987).

Studije so pokazale, da uZivanje sadja in zelenjave, ki vsebuje vedje koligine
antioksidantov, zmanjSuje obolevanje za naStetimi boleznimi. Stalen vnos antioksidantov s
hrano je pomemben, ker prepreCuje oksidativni stres, ki nastane zaradi poruSenega
ravnotezja med prostimi radikali in antioksidanti. Antioksidanti ga torej preprecujejo z
lovljenjem prostih radikalov, s keliranjem kovinskih ionov, z odstranjevanjem ali
popravilom oksidativno poskodovanih biomolekul (Vidrih in Ka¢, 2000).
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V vecini primerov industrijske predelave zivil, kakor tudi med domaco pripravo obrokov,
prihaja do bistvenega zmanjSanja vsebnosti in aktivnosti naravnih antioksidantov. Vecina
se jih zaradi nestabilnosti izgubi v procesu predelave antioksidativne lastnosti (Hribar in
Sim¢i¢, 2000).

Veliko raziskav obravnava vpliv razli¢nih toplotnih procesov na oksidativno in termicno
razgradnjo askorbinske Kisline. Raziskan je tudi vpliv svetlobe, Kisika in temperature na
razgradnjo tokoferolov in fenolnih spojin ter vpliv izomeracije B-karotena na aktivnost
vitamina A (Hribar in Simc¢ic, 2000).

2.6 STABILNOST ANTIOKSIDANTOV

Zunanji dejavniki (svetloba, kisik, temperatura) in notranji dejavniki (vsebnost vode,
aktivnost vode, lipidna peroksidacija in alkalnost medija) so dejavniki, ki vplivajo na
stabilnost antioksidantov v zivilu (Miquel in sod., 2004). Antioksidanti so najbolj labilni
pri toplem ali hladnem shranjevanju in se po dveh urah zmanjSajo za vec¢ kot 10 %,
zmanj$a se tudi koli¢ina naravnih antioksidantov (Williams, 1996).

Temperatura je eden izmed najpomembnejSih dejavnikov, ki vplivajo na antioksidativno
aktivnost. Na sploSno temperatura povzroca pospesitev zacetka reakcije in s tem zmanjSa
aktivnost prisotnih ali dodanih antioksidantov. Vendar pa razlike v temperaturi lahko
spremenijo mehanizem delovanja nekaterih antioksidantov ali pa na njih vplivajo na
drugacen nacin. Temperatura lahko vpliva na posebne reakcije, v katerih sodelujejo
antioksidanti (v glavnem so reakcije z lipidnimi radikali, v katerih spojine ne delujejo kot
antioksidanti ampak kot pro-oksidanti). Zamrzovanje je pogosto uporabljeno za ohranitev
znacilnosti zivila z minimalno izgubo hranil, kot so vitamini in antioksidanti, v daljsih
obdobjih (Réblova, 2012).

Ceprav je vpliv temperature na aktivnost razli¢nih antioksidantov sistemati¢no raziskan, ne
obstaja zadostna koli€ina zanesljivih podrobnosti o vplivu temperature na antioksidante
(Réblova, 2012).
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2.7 ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST

Struktura antioksidanta, oksidacijski pogoji in lastnosti oksidanta vplivajo na ucinek
antioksidanta. Zmoznost doloene komponente, da zavira oksidacijske procese npr.
peroksidacijo lipidov, je definirana kot antioksidativna aktivnost (AA). Fenolne spojine so
najvecja skupina antioksidantov, zastopana v zivilih. V rastlinskih oljih in mascobah so
pomembni monofenoli (tokoferoli — vitamin E). Tako kot sadje in zelenjava, pa tudi kava,
¢aj, kakav, rdece vino, vplivajo na zdravje ljudi, zlasti zaradi velike vsebnosti vodotopnih
polifenolov, ki so glavna vrsta antioksidantov omenjenih zivil (Roginsky in Lissi, 2005).

Reaktivnost polifenolov do radikalov je eden najosnovnejSih mehanizmov, ki je povezan z
AA. Razlika med antioksidativno kapacitivnostjo in reaktivnostjo je ta, da ham prva poda
informacijo o kvantitativnem delovanju antioksidanta, druga pa karakterizira zacetno
dinamiko ucinkovanja v povezavi s koncentracijo antioksidanta oziroma meSanico
antioksidantov (Roginsky in Lissi, 2005).

Med postopki skladis¢enja pride do veliko kompleksnih reakcij, ki lahko bistveno
spremenijo antioksidativno aktivnost (Serrano in sod., 2009):

naravno prisotni antioksidanti se med skladis¢enjem zmanjsajo,

antioksidativne lastnosti prisotnih antioksidantov se povecajo,

nastanejo nove spojine z antioksidativno aktivnostjo,

nastanejo nove spojine z pro-oksidativnimi lastnostmi.

2.7.1 Metode za dolo¢anje antioksidativne aktivnosti

Metode, ki se najpogosteje uporabljajo za dolocanje antioksidativne aktivnosti, Se
razlikujejo glede na njihovo delovanje in pogoje (Lucas-Abellan in sod., 2010).

Poznamo direktne (na osnovi kinetike peroksidacije lipidov, ORAC, dolo¢anje
antioksidativnega potenciala z B-karotenom...) ter indirektne metode (DPPH, ABTS,
FRAP...) merjenja antioksidativnega potenciala (Vidrih in Ka¢, 2000; Roginsky in Lissi,
2005).

Direktne metode temeljijo na preucevanju vpliva dodanega antioksidanta na potek verizne
oksidacije dolocenega substrata s prostimi radikali. Za substrate oksidacije lahko izberemo
posamezne lipide, proteine, DNA ali bioloski material, ki vsebuje lipide (LDL, krvna
plazma...). So bolj obcutljive in natan¢ne. Pri indirektnih metodah merimo sposobnost
antioksidantov za lovljenje tistih prostih radikalov, ki niso direktno povezani z
oksidacijsko razgradnjo. Uporaba obarvanih prostih radikalov je primer indirektnega
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dolo¢anja, kot sta npr. DPPH" in ABTS™, pri katerih dolo¢amo sposobnost antioksidanta,
da odda vodikov atom in ne direktno antioksidativno aktivnost. Te metode so pogostejse in
bolj primerne za analizo (Roginsky in Lissi, 2005).

2.7.1.1 DPPH metoda

Ena najstarejSih indirektnih metod za doloCanje antioksidativne aktivnosti je metoda s
prostim radikalom DPPH’ (2,2-difenil-1-pikril-hidrazil). Metoda temelji na reakciji med
stabilnim DPPH’ radikalom in donorji vodika, kamor sodijo tudi fenolne spojine (Sochor in
sod., 2010). DPPH" je stabilen radikal, ki ima velik molarni absorbcijski koeficient v
vidnem delu spektra z maksimumom pri 517 nm, kar pomeni, da lahko koncentracijo
radikala DPPH" merimo spektrofotometri¢no. Ko antioksidant reagira z alkoholno
raztopino DPPH’, se tvori reducirana oblika DPPH,, kar povzro¢i spremembo barve iz
vijoli¢ne v rumeno (Deng in sod., 2010).

Prosti radikal DPPH" reagira z antioksidantom (AH) ali z radikalno vrsto (R") (Milardovié¢
in sod., 2005):

DPPH +AH — DPPH—-H+A" ..(3)
DPPH + R * — DPPH - R (4

Antioksidativno aktivnost z radikalom DPPH" lahko dolo¢amo na dva naéina, dinami¢no
ali stati¢no. Pri dinami¢ni metodi, po dodatku vzorca antioksidanta, merimo hitrost razpada
DPPH'. Pri stati¢éni metodi pa dolo¢amo ravnoteZzno stanje, ko vsi prisotni antioksidanti
reagirajo z radikalom (Brand-Wiliams, 1995).

S prvo metodo preucujemo reaktivnost antioksidantov, z drugo pa stehiometrijo med
antioksidanti in DPPH’. Ce molekula DPPH" reagira samo z eno molekulo antioksidanta,
potem je stehiometricno razmerje 1:1. V primeru da ima molekula antioksidanta, ki reagira
z DPPH’ radikalom odda dva elektrona (npr. askorbinska kislina in a-tokoferol), pa je
teoreti¢no razmerje med DPPH’ in antioksidantom 2:1. Koncentracijo DPPH" izberemo v
obmoc¢ju med 50 in 100 uM, zato da so absorbance referencne raztopine manjse od 1,0. Za
standarde se najpogosteje uporabljata askorbinska kislina in a-tokoferol. Delovna valovna
dolzina je v literaturi podana razlicno, med 515 in 520 nm. Reakcijski ¢as metode je
obicajno 30 min (Molyneux, 2004).
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Stati¢no metodo lahko podamo na vec€ nac¢inov.

Prvi nacin podajanja rezultatov je tako imenovana koncentracija ucinkovitosti (ECsq ali
ICs), ki je definirana kot koncentracija antioksidanta, ki je potrebna za redukcijo 50 %
radikala DPPH’. Pomanjkljivost tega nacina je, da se z veCanjem antioksidativne vrednosti
zmanjSuje vrednost ECsp, kar lahko dela probleme pri graficnem predstavljanju (Karadag
in Ozcelik, 2008).

Drugi nadin je, da se izratuna razmerje med $tevilom molov DPPH’, ki reagira z ustreznim
Stevilom molov doloGenega antioksidanta. Antioksidanti z ve¢jim razmerjem DPPH’
/antioksidant so bolj ucinkoviti. Vzorci, ki jim dolo¢amo antioksidativno aktivnost soO
velikokrat kompleksni, kar pomeni, da ne poznamo dejanske sestave in molarne
koncentracije. Takrat je smiselno podati antioksidativno u¢inkovitost vzorca kot razmerje
med Stevilom molov DPPH’, ki reagirajo z antioksidanti v 1 g suhe snovi (Molyneux,
2004).

Porabljene mole DPPH" v vzorcu lahko enostavno izraGunamo iz Beer-Lambertovega
zakona.

AA =& ~AC . I, nDPPH2 =C -Vreakcijske zmesi ces (5)

AA - razlika absorbance referenéne raztopine, kateri je dodan samo DPPH’ in absorbance raztopine, Kjer je
poleg DPPH’ e antioksidant.

¢ - molarni absorpcijski koeficient DPPH" pri 517 nm.

¢ - koncentracija nastalega DPPH,.

| - dolzina poti svetlobe skozi vzorec.

Vrednost € v metanolu pri 517 nm je v literaturi navedena med 11600 in 12500 L/(mol.cm) (Molyneux,
2004).

Velika prednost DPPH’ metode je ta, da je tehnolo$ko lahko izvedljiva in hitra ter
potrebuje samo UV-spektrofotometer(Sochor in sod., 2010).

DPPH" se raztopi samo v organskem alkoholnem mediju in ne v vodni raztopini, ki je

pomembna pri razlagi vloge hidrofilnih antioksidantov, zato je to ena izmed
pomanjkljivosti te metode (Arnao in sod., 2001).

2.7.1.2 ABTS metoda (2,2 -azobis[3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina])

Prvotno je bil TEAC test, ki temelji na zmanjSanju kopi¢enja ABTS, povezan s
peroksidazno aktivnostjo metmioglobina z antioksidanti. Velika ovira te analize so spojine,
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ki lahko zavirajo aktivnost peroksidaze. Zato je bil test prilagojen tako, da so uporabili
vnaprej pripravljeno ABTS (Arts in sod., 2003). Metoda z reagentom ABTS™" je danes med
najbolj razsirjenimi metodami za indirektno doloCanje antioksidativne aktivnosti lipofilnih
in hidrofilnih antioksidantov. ABTS™ je stabilen v raztopinah, kjer ni antioksidantov. Tvori
se pri oksidaciji med ABTS™ in kalijevim persulfatom in moéno absorbira pri valovni
dolzini med 600 in 750 nm in je modro-zelene barve, zato ga lahko enostavno
spektrofotometriéno dolodimo. Ce so prisotni antioksidanti, ki so donorji vodika, se
ABTS™ reducira, kar vodi do razbarvanja (Zulueta s sod., 2008). Zmanj3anje absorbance
radikala je proporcionalno koncentraciji in aktivnosti antioksidanta v preiskovanem vzorcu
(Fernandez-Pachon in sod., 2006). Mozna sta dva pristopa k tej metodi. Prva moznost je,
da se antioksidativna aktivnost meri kot sposobnost testnih spojin za zmanjSanje barvne
reakcije z ABTS™ radikali, ki jo izrazimo kot troloks ekvivalente TEAC (Roginsky and
Lissi, 2005). Troloks je vodotopni analog vitamina E. Vzorec ima 1 TEAC (Trolox-
Equivalent Antioxidant Capacity), ¢e je v vzorcu koncentracija antioksidantov, ki ima enak
ucinek kot 1mM troloks (Abram, 2000).

Druga moZnost pa je, da preucujemo vpliv dodanih antioksidantov na redukcijo predhodno
pripravljenega radikala ABTS™. Prednost metode ABTS™" je, da se lahko uporablja tako v
vodnem kot tudi v organskem mediju. ABTS metoda je definirana kot sposobnost
antioksidantov, da polovijo radikale (Rice-Evans in Miller, 1997).

Prednost metode je, da je preprosto uporabna in jo lahko uporabljamo v vsakem
laboratoriju (Karadag in Ozcelik, 2008). Slabost metode pa je, da reagira z —OH
skupinami v aromatski spojini ne glede na to ali te prispevajo k antioksidativni aktivnosti
ali ne in tako podaja sposobnost spojin za reakcijo z ABTS™ (Roginskyin Lissi, 2005).
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Slika5: ABTS in njegova eno-elektronska oksidacija produkta, ABTS * (Lee in Yoon,
2008)

Brezbarvna molekula ABTS se pretvori v modro-zeleno molekulo ABTS ™. Pretvorbo
povzroci oksidacija enega elektrona, kot je prikazano na sliki 5.

2.7.1.2.1 Troloks

Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kislina) je vodotopni analog
vitamina E. Je antioksidant in se uporablja v bioloskih ali biokemijskih procesih za
zmanjSanje oksidativnega stresa.

Strukturno je troloks brez hidrofobnega repa, zato je topen v polarnih medijih (Arts in sod.,
2003).

HO

COOH

Slika 6:  Strukturna formula troloksa (Cayman Chemical, 2012)


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=sl&langpair=en%7Csl&rurl=translate.google.si&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Antioxidant&usg=ALkJrhhzDFVCOorMTF56uEA3WpFbFhMRQw
http://www.caymanchem.com/
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2.7.1.3 FRAP metoda

FRAP metoda (Ferric Rreducing Antioxidants Power) temelji na redukciji Zeleza Fe** v
Fe?* v prisotnosti antioksidantov. Nastali Fe?*ioni tvorijo z reagentom TPZT (2,4,6-
tripiridil-S-triazin) obarvan kompleks, ki se meri spektrofotometri¢no pri 593 nm. FRAP
metoda je uporaben test s poceni reagenti in opremo in poda hitro reakcijo (Benzie in
Strain, 1996).

2.7.1.4 ORAC metoda

ORAC metoda (Oxygen Radical Absorbance Capacity) se pogosto uporablja za dolo¢anje
antioksidativne aktivnosti fenolnih antioksidantov in razli¢nih zivil — sadja, zelenjave in
pija¢. Pri tej metodi dolocamo ucinkovitost lovljenja kisikovih radikalov. Flourescentni
protein B-fikoeritrin, se uporablja kot tarca, na katero delujejo peroksilni radikali, katerih
izvor je AAPH (2,2’-azobis(2-amidinopropan) dihidroklorid) (Karadag in Ozcelik, 2009).
Preiskovanemu oziroma standardnemu vzorcu dodamo [B-fikoeritrin, ki se po dodatku
AAPH oksidira in zato se zmanjSa njegova flourescenca. Troloks — sinteti¢ni analog
vitamina E, sluzi kot standard, zato se ORAC vrednosti izrazajo v umol troloks/g (Price in
sod., 2005).

2.8 VPLIV SKLADISCENJA NA ANTIOKSIDATIVNO AKTIVNOST URINA

Shranjevanje vzorcev urina pri 2-8 °C in pri -20 °C za nekaj tednov, je obiCajna
laboratorijska praksa na podrocju raziskav in epidemoloskih S$tudij. Kljub Stevilnim
Studijam ni dogovora o tem, kako stabilen je npr. albumin v urinu in kakSen je najboljsi
nacin shranjevanja urina (Olisekodiaka in sod., 2001). Znano je, da shranjevanje moc¢no
zmanj$a koli¢ino naravnih antioksidantov (Kaur in Kapoor, 2001).

Med postopki skladiS¢enja prihaja do ve¢ vrst reakcij, ki lahko bistveno spremenijo
antioksidativno aktivnost.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 ZBIRANJE VZORCEV URINA

V raziskavi je sodelovalo 10 prostovoljk s povpre¢no starostjo 28 let (najmlajsa
prostovoljka je imela 24 let, najstarejsa pa 33 let).

Preglednica 1: Podatki preiskovank, ki so sodelovale v poskusu

preiskovanka | starost vi§ina teZa kajenje
A 33 163 79,4 Ne
B 29 172 54 Da
C 31 165 53,9 Da
D 29 169 52,8 Ne
E 29 165 61,8 Ne
F 27 157 47,2 Da
| 25 168 57,9 Ne
J 25 168 53,9 Da
K 24 168 62,2 Da
L 28 158 51,3 Ne

3.1.1 Prvi jutranji urin

Zagotovljeno je moralo biti predvsem sodelovanje preiskovank in hiter transport vzorca v
laboratorij. Ce vzorec ne pride v laboratorij v §tirih urah, mora biti shranjen v ustreznih
pogojih. Posameznice so predhodno prejele ustrezne zbiralnike urina. Vzorec jutranjega
urina so preiskovanke odvzele takoj po prespani noci.

3.1.2 24 urniurin

Preiskovanke so urin zbirale 24 ur v zbiralne posodice. Urin je bilo treba ¢im hitreje
dostaviti v laboratorij, kjer smo natan¢no izmerili ter dokumentirali celotno izloceno
koli¢ino urina. Ves urin iz zbiralnih posodic smo odpipetirali v vecje Stevilo ependorf
centrifugirk ter ga zamrznili pri -20 °C do analize.
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3.1.3 Dolocanje AA urina desetih posameznic pet zaporednih dni

Prvi del eksperimenta je bila analiza AA urina desetih posameznic. V raziskavi je
sodelovalo deset posameznic, ki so pet dni uzivale posebej pripravljene obroke. Med
trajanjem poskusa so posameznice zbirale celodnevni urin, ki je bil analiziran. Vsak vzorec
se je zbiral posamic¢no, tako smo pridobili 424 vzorcev, ki smo jih hranili v hladilni omari
pri -20 °C.

Med poskusnimi osebami je bilo pet kadilk in pet nekadilk. VVsakemu vzorcu urina smo
dolocili vsebnost kreatinina (mmol/L) in volumen urina (mL), ki smo ga dobili od vsake
posameznice. Kreatinin smo dolo¢ili po spektrofotometricni metodi v laboratoriju za
klini¢no kemijo in biokemijo v Univerzitetnem klinicnem centru v Ljubljani. Dnevno
izlo¢eno koli¢ino AO smo izracunali tako, da smo se$teli koli¢ine urina, izlo¢ene tisti dan.
Jutranji urin smo pristevali k prej$njemu dnevu.

3.1.4 Dolocanje AA urina v dolo¢enih ¢asih skladiS¢enja

Drugi del eksperimenta je bila analiza vzorcev urina v dolo¢enih ¢asovnih intervalih
(preglednica 2). Imeli smo Sest razliénih vzorcev, ki smo jih hranili 121 dni pri 4-8 °C
(hladilnik), -20 °C in pri -80 °C. Pred analiti¢no obdelavo vzorcev, smo jih odtajali in
uporabili Vortex mesalnik.

Vsak vzorec smo normalizirali s koncentracijo kreatinina (mmol/L).
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Preglednica 2: Dnevi meritev za analizo vzorcev urina v dolo¢enih ¢asih skladis¢enja

dan razredcitve
meritve datum analize | skladis¢enja

1 3.10.2011 1 10/5 = 2x
2 5.10.2011 3 10/3 = 3,3x
3 7.10.2011 ) 10/3 = 3,3x
4 10.10.2011 8 10/3 = 3,3x
5 12.10.2011 10 10/3 = 3,3x
6 14.10.2011 12 10/3 = 3,3x
7 17.10.2011 15 10/3 = 3,3x
8 21.10.2011 19 10/3 = 3,3x
9 24.10.2011 22 10/3 = 3,3x
10 28.10.2011 26 10/3 = 3,3x
11 2.11.2011 31 10/3 = 3,3x
12 10.11.2011 39 10/3 = 3,3x
13 17.11.2011 46 10/3 = 3,3x
14 24.11.2011 53 10/3 = 3,3x
15 1.12.2011 60 10/3 = 3,3x
16 31.1.2012 121 10/3 = 3,3x

3.2 ANALIZA VZORCEV URINA Z METODO ABTS

Za obe analizi vzorcev smo uporabili standardno spektrofotometri¢no metodo ABTS™.
Merjenje absorbance vzorcev je potekalo v treh paralelkah, skladis¢enje vzorcev pri
razli¢nih temperaturah, pa v petih paralelkah.
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3.2.1 Reagenti

ABTS™ (2,2"-azinobis[3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina]) Sigma Aldrich,
metanol Merck, Nemcija,

natrijev persulfat, Minimum 98%, Sigma Aldrich,

fosfatni pufer (pH 7,3+ 0,2) pri 25 °C, Oxoid.

3.2.2 Pribor

avtomatske pipete (Eppendorf, Nemcija),
tehtnica (Mettler Toledo, Svica),
spektrofotometer (Hewlett-Packard 8543, ZDA),
ultrazvocna kopel,

plasti¢ne kivete.

3.2.3 Antioksidativna aktivnost

Antioksidativno aktivnost smo dolocali z 2,2°-azinobis[3-etilbenzotiazolin-6-sulfonsko
kislino] (ABTS™).

Priprava raztopine ABTS"™"

Predhodno je potrebno pripraviti raztopino ABTS™. To smo naredili tako, da smo 10 mL 7
mM raztopini ABTS™ dodali 2,45 mM Kkalijevega persulfata. Raztopino smo inkubirali
vsaj 12 ur na sobni temperaturi v temnem prostoru. ABTS raztopino smo nato razred¢ili z
pufrom PBS (pH 7,32), da smo dobili absorbanco 0,7 + 0,02 pri 734 nm.

Priprava umeritvene krivulje z reagentom ABTS **

Za pripravo umeritvene krivulje smo uporabili troloks. Na analitski tehtnici smo zatehtali
25,09 mg standardne raztopine troloksa in ga z mesanjem raztopili v 100 mL metanola, ki
ustreza koncentraciji 1 mmol/L. Z ustreznim razredéevanjem iz ustrezne raztopine troloksa
smo pripravili razlicne koncentracije standardnih raztopin, raztopljenih v vodi. V
preglednici 2 je prikaz razredCitev za pripravo umeritvene krivulje. V vsako kiveto smo
odpipetirali 10 pL pripravljenih koncentracij in vsaki dodali 1 mL ABTS, premesali, ter
jim izmerili absorbanco pri 734 nm. Maksimalno absorbanco smo izmerili vzorcu,
kateremu nismo dodali standarda. Od maksimalne absorbance smo odstevali ostale
meritve.
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Vsak vzorec smo izmerili v petih paralelkah.

Preglednica3: Razred¢itve za pripravo umeritvene krivulje

V predhodno koncentracija mnozina troloksa masa troloksa
pripravljene standardnih raztopin [nmol] [ne]
raztopine troloksa [mM]
[mL]
0,2 0,2 40 10,0
0,4 0,4 36 9,0
0,8 0,8 30 7,5
1,0 1,0 24 6,0
1,2 1,2 20 5,0
1,5 1,5 16 4,0
1,8 1,8 8 2,0
2,0 2,0 4 1,0
Izvedba

Vzorce urina, Ki so bili zamrznjeni na -20 °C, smo odtajali. Nato smo jih dobro premesali,
saj so bile v nekaterih vzorcih prisotne usedline. Vsak vzorec posebej smo v bucki
razred¢ili v razmerju 1:2. V kiveto smo odpipetirali 10 pL predhodno razred¢enega vzorca
in dodali 1 mL reagenta ABTS, ki smo ga vsaki¢ pripravili svezega, nato smo vsebino
dobro premesali. Vodo smo dodajali, da smo vzorec razredcili, saj smo se tako izognili
temu, da bi se vsebina v epruveti razbarvala. ABTS je modro-zelene barve in se v
prisotnosti antioksidantov razbarva. I1zmerili smo absorbanco pri 734 nm. Vsak vzorec smo
dolocili v treh paralelkah.

3.3 UREJANJE PODATKOV IN STATISTICNA ANALIZA

Za urejanje podatkov smo uporabili racunalniski program Excel. Za statistiéno obdelavo
podatkov smo uporabili racunalniski program SPSS.

Jakost povezave oziroma Kkorelacije smo dolocili s Pearsonovim korelacijskim
koeficientom, s katerim preskusamo, kako mocno sta dve statistiCni spremenljivki
povezani (usklajeni) ali korelirani (Kosmelj, 2007).
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Lastnosti koeficienta korelacije (Kosmelj, 2007):
vrednosti koeficienta korelacije so na intervalu od -1 do +1,
korelacija spremenljivke same s seboj je 1,
statisti¢ni spremenljivki sta nekorelirani natanko tedaj, ko je korelacijski koeficient enak
0,
¢e je korelacijski koeficient 1 ali -1, potem med spremenljivkama obstaja linearna
funkcijska zveza.

V literaturi so navedeni intervali, po katerih dolo¢imo povezanost (Kosmelj, 2007):
0: ni povezanosti,
0-0,2: neznatna (pozitivna / negativna) povezanost,
0,2-0,4: nizka (Sibka) povezanost,
0,4-0,7: srednja (zmerna) povezanost,
0,7-0,9: visoka povezanost,
0,9-1: zelo visoka (mo¢na) povezanost,
1: popolna (funkcijska) povezanost.
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4 REZULTATI

Najprej smo pripravili umeritveno krivuljo z reagentom ABTS "in troloksom.

Umeritvena krivulja ABTS™

0,6

0,5 y=0,054x + 0,005

R?=0,9991
0.4
0,2
0.1 /

0 2 4 6 8 10 12
kolig¢inatroloksa (ug)

AA

Slika 7:  Sprememba absorbance glede na standardni dodatek troloksa v ABTS

Vse vzorce smo preracunali na to umeritveno krivuljo.

4.1 ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST URINA PRI DESETIH POSAMEZNICAH

AA urina je razli¢na in variira po dnevih. Pri poskusu je sodelovalo pet kadilk in pet
nekadilk. Kadilke so bile osebe B, C, F, J in K. Vse kadilke so v sredo z urinom izlo¢ile
najve¢ antioksidantov, ceprav smo dolocili velike razlike v koli¢ini izloCenih
antioksidantov pri posameznicah. V ponedeljek in Cetrtek je bila vrednost najnizja. Pri
nekaterih se je zadnji dan raziskave, v petek, vsebnost spet povecala.

Osebe A, D, E, | in L so bile nekadilke. Za lazjo predstavo izloCenih antioksidantov po
dnevih pri razliénih posameznicah smo izraunali povprecne vrednosti. Za razliko od
kadilk so tri nekadilke od petih najve¢ antioksidantov izlo¢ile v Cetrtek.



24

Mikli¢ N. Dolocanje antioksidativne aktivnosti urina z metodo ABTS.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2012

3500,0
-
o
b=}
<« 3000,0
~
>z —A
S £ 2500,0
c 2 +B
c ©
- 2
‘2 2 2000,0 —a—=C
o9 %
§ % 1500,0 >
£8 \ \ —¥=—E
8 £ 1000,0 - i
o=
= |
£ 500,0
0
= J
= 0,0 K
PONEDELJEK TOREK SREDA  CETRTEK  PETEK
L
¢as merjenja [dan]

Slika 8: Koli¢ina dnevno izlo¢enih antioksidantov v urinu v mg troloks ekvivalentih (mg
TE) pri desetih zdravih posameznicah

S slike 8 je razvidno, da se koli¢ina izlo¢enih AO v urinu pri zdravih posameznicah kljub
uzivanju enakih obrokov hrane razlikuje. Oseba I se nekoliko razlikuje od ostalih nekadilk,
saj je koli¢ina AO pri njej v sredo najnizja, 207,5 mg troloks ekvivalentih (mg TE) in v
torek najvi§ja, 634 mg TE. Pri ostalih je koli¢ina AO v urinu najvecja v Cetrtek, v petek pa
se koli¢ina AO pri ve€ini zniZa.

V ponedeljek je imela oseba A najvecjo koli¢ina AO, 726,5 mg TE. Najmanjsa vrednost je
bila pri osebi D, samo 326,1 mg TE. V ponedeljek se je pri vseh osebah koli¢ina AO
povprecno gibala okoli 482,3 mg TE.

V torek je bila koli¢ina AO pri osebi F 854,1 mg TE, kar je najve¢ja vrednost na ta dan.
Najmanjsa vrednost je bila pri osebi L, 321,8 mg TE. V torek je bila povpreé¢na vrednost
619,3 mg TE.

V sredo je najvecjo koli¢ina AO izloCila oseba B in je znasala kar 3141,9 mg TE. Najnizja
vrednost, 207,5 mg TE, pa je bila dolo¢ena pri osebi I. Povpre¢no je bila na ta dan koli¢ina
AO 1499,2 mg TE.
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V Cetrtek je imela oseba A najvecjo koli¢ina AO, 1978,9 mg TE, ista posameznica je imela
najvisjo vrednost ze v ponedeljek. Oseba I je v Cetrtek dosegla najmanjSo vrednost AO in
je znaSala 192,4 mg TE. Povpre¢na koli¢ina AO za ta dan je 892,8 mg TE.

Zadnji dan je bila pri osebi L koli¢ina AO 1055,4 mg TE, kar je najvi$ja vrednost, ki je bila
dosezena v petek. NajmanjSa koli¢ina AO je bila pri osebi I, 216,3 mg TE. V petek je bila
povprecno vrednost 651,5 mg TE.

Najvecja koli¢ina AO je bila dosezena v sredo pri osebi B, kar 3141,9 mg TE.

Kljub temu da so nekatere preiskovanke kadilke in nekatere nekadilke, sta si povpre¢ni
koli¢ini AO v ponedeljek in petek zelo podobni. Kadilke so imele v sredo najvi§jo koli¢ino
AO. V ponedeljek, torek in petek se vrednosti niso veliko razlikovale.

4.1.1 Povezava med koli¢ino antioksidantov 24-urnega urina in koncentracijo
antioksidantov jutranjega urina, normalizirano na kreatinin

Primerjali smo posamezne koli¢ine dnevno izlo¢enih antioksidantov v mg TE s
koncentracijo antioksidantov jutranjega urina, izrazeno v mg TE/mmol K, katere korelacijo
smo dolo¢ili s Pearsonovim koeficientom. Normalizirali smo celodnevni urin na
celodnevni kreatinin.

Na sliki 9 smo prikazali zvezo med koli¢ino dnevno izlo¢enih AO v urinu (mg troloks
ekvivalent), s koncentracijo AO v jutranjem urinu, ki smo jo normalizirali na kreatinin (mg
troloks ekvivalent/mmol kreatinin), za vse dni. Slika 10 prikazuje iste podatke, vendar
posamicno po dnevih.
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Slika9: Korelacija med koli¢ino dnevno izlocenih AO in koncentracijo AO jutranjega
urina, normalizirano na kreatinin (za vse posameznice)
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Slika 10: Povezava med koli¢ino AO v 24-ih urah in koncentracijo AO jutranjega urina,

normalizirano na kreatinin (za vsak posamezen dan pri vseh posameznicah)

Ugotovili smo, da obstaja statisticno znacilna povezanost (p = 0,01) med koli¢ino AO, ki
so bili izloceni v 24-ih urah in koncentracijo AO jutranjega urina, ki je bila normalizirana
na kreatinin (slika 9 in slika 11). Pearsonov koeficient korelacije za to zvezo podatkov
znaSa 0,472, kar pomenti, da je povezanost zmerna (Kosmelj, 2007).

Slika 11 prikazuje korelacijo med koli¢ino AO v 24-ih urah in koncentracijo AO jutranjega
urina, ki smo jo normalizirali na kreatinin, za vsak posamezen vzorec. Za lazjo predstavo,
smo isto povezanost prikazali Se za vsako posameznico posebej (slika 12).
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Slika 11: Korelacija med koli¢ino AO v 24-ih urah in koncentracijo AO, normalizirano na
kreatinin (za vsako posameznico posebej, za vse dni)

Slika 10 in slika 12 prikazujeta, da obstaja statisticno znacilna povezanost med koli¢ino
AO v 24-ih urah in koncentracijo AO jutranjega urina, ki je bila normalizirana na kreatinin
(p = 0,001). Statisticno znacilna povezanost omenjene korelacije, ¢e gledamo vrednosti
vsake posameznice, se kaze samo pri osebi E (p <0,05).
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Slika 12: Povezava med koli¢ino AO v 24-ih urah in koncentracijo AO jutranjega urina,
normalizirano na kreatinin (za vsako posameznico posebej, za vse dni)

Pri vrednostih razliénih dni, je statistiéno znacilna povezanost v Cetrtek (p < 0,05). V
prilogi B so izracunani vsi Pearsonovi koeficienti korelacije za vsako posameznico. Pri
osebi B je koeficient negativen in je tudi vrednost najmanjsa, zato povezanosti ni. Oseba J
ima koeficient 0,068, kar pomeni, da je povezanost pozitivna, vendar neznatna. Osebe L, |
in Fimajo vrednosti med 0,4 in 0,7, zato je povezanost srednja. Med 0,7 in 0,9 so
vrednosti pri osebah A, C, D, E in K, kar pomeni, da imajo visoko povezanost. Popolni
povezanosti se je najbolj priblizala vrednost osebe E, ki je dosegla kar 0,967. Pearsonovi
koeficienti za vsak dan posebej so prikazani v prilogi C. V ponedeljek je bila povezanost
nizka, saj je r = 0,263. Najmanjsi, negativni koeficient korelacije, je v sredo (r = -0,091). V
torek (r = 0,062) in petek (r = 0,021) je povezanost neznatna. V Cetrtek pa je bil Pearsonov

ey
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4.2 ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST VZORCEV URINA PRI DOLOCENIH
CASIH SKLADISCENJA

Najprej bomo prikazali, kako se normalizirana antioksidativna aktivnost (nAA) spreminja
pri Sestih vzorcih urina (P1, P2, P3, P4, T1, Z1), skladi$¢enih 121 dni pri temperaturah: -20
°C, 4-8 °C (temperatura hladilnika) in -80 °C (preglednica 3). Imeli smo Sest posameznic,
od katerih so posameznice z oznako vzorca P1, P2, P3 in P4 bile nose¢nice. Rezultate smo
prikazali kot normalizirano antioksidativno aktivnost, izrazeno v mg troloks
ekvivalentin/mmol kreatinina. Za lazje komentiranje rezultatov smo vrednosti veckrat
izrazili kot povpre¢no vrednost.

Preglednica 4: Izmerjene vrednosti se¢nine, urata in kreatinina za vsak posamezen vzorec

SECNINA | KREATININ | URAT
vzorec | mmol/L mmol/L mmol/L
P1 317 12 2,9
P2 63 2,1 0,5
P3 500 12,3 4,8
P4 185 51 1,6
T1 40 0,9 0,5
Z1 166 5,2 2,3

Iz preglednice 4 lahko razberemo, da ima vzorec P3 najvi$jo vrednost seCnine, urata in
kreatinina, najnizjo vrednost teh parametrov je imel vzorec T1.
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4.2.1 Normalizirana antioksidativna aktivnost (nAA) vzorcev urina v mg TE/mmol
K, skladis¢enih pri temperaturi: -20 °C, 4-8 °C in -80 °C

4.2.1.1 Normalizirana antioksidativna aktivnost (nAA) Sestih vzorcev urina, skladis¢enih
pri temperaturi -20 °C

Normalizirana antioksidativna aktivnost (nAA) predstavlja antioksidativno aktivnost urina,
Ki je bila normalizirana na tak nacin, da smo upostevali koli¢ino izmerjenega kreatinina, v
posameznem vzorcu.

Slika 13 prikazuje normalizirano antioksidativno aktivnost v mg TE/mmol K S$estih
vzorcev urina, skladis¢enih pri -20 °C, glede na cas skladis¢enja, ki je naveden v
preglednici 2.

normalizirana antioksidativna aktivnost
[mg TE/mmol K]
_|
=

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71 76 81 86 91 96 101106111116121

cas skladiscenja [dan]

Slika 13: Normalizirana antioksidativna aktivnost v mg TE/mmol K Sestih vzorcev urina,
skladis¢enih pri temperaturi -20 °C glede na Cas skladiscenja

Prvih 15. dni so izmerjene vrednosti zelo razli€ne in med dnevi neenakomerno nihajo. Po
15. dnevu se meritve za posamezne vzorce se le malo razlikujejo med seboj. Najnizje
vrednosti nAA, smo v tej fazi dolocili pri vzorcu Z1. Vrednosti se gibljejo okoli 100 mg
TE/mmol K in so bile stabilne do konca poskusa. Najvi§je vrednosti, ki so bile do Sestkrat
vecje od vzorca Z1, smo dolocili pri preiskovanki T1 in so se v omenjenem obdobju gibale
od 393mg TE/mmol K so 698 mg TE/mmol K. Pri vseh ostalih preiskovankah so se
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vsebnosti nAA v obdobju med 15. in 60. dnem, gibale med vrednostjo 150 mg TE/mmol K
in 330 mg TE/mmol K.

Zanimivo je, da so bile vse nAA pri 60. dnevu merjenja najvecje, razen vzorca Z1, pri
katerem je bila najvi§ja vrednost 8. dan merjenja. Vse vrednosti so se zmanjSale pri 121.
dnevu. nAA urina sta si bili pri vzorcu P3 in P4 zelo blizul9., 22., 26., 32. in 46. dan.

Povpre¢na nAA pri temperaturi —20 °C je bila pri vzorcu P1 161 mg TE/mmol K, vzorcu
P2 233 mg TE/mmol K, vzorcu P3 220 mg TE/mmol K, vzorcu P4 194 mg TE/mmol K,
vzorcu T1 429 mg TE/mmol K in vzorcu Z1 93 mg TE/mmol K.

4.2.1.2 Normalizirana antioksidativna aktivnost Sestih vzorcev urina, skladi$¢enih pri
temperaturi 4-8 °C (hladilnik)

Slika 14 prikazuje normalizirano antioksidativno aktivnost v mg TE/mmol K Sestih
vzorcev urina, skladisc¢enih pri temperaturi hladilnika glede na ¢as skladiscenja.
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Slika 14: Normalizirana antioksidativna aktivnost v mg TE/mmol K Sestih vzorcev urina,
skladis¢enih pri temperaturi 4-8 °C glede na Cas skladis¢enja
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Pri skladis¢enju vzorcev v hladilniku od 15. do 60. dne, ima vzorec T1 najvisjo izmerjeno
vrednost, ki se giblje med 572 mg TE/mmol K in 700 mg TE/mmol K. Vzorec Z1 ima
nAA v obmoc¢ju med 385 mg TE/mmol K in 487 mg TE/mmol K, kar je v primerjavi s
skladis¢enjem pri -20 °C kar Stiri-krat vecje. Izmerjene vrednosti nAA pri ostalih vzorcih
se gibljejo med 180 mg TE/mmol K in 324 mg TE/mmol K.

Ce primerjamo povpreéne izmerjene NAA vzorcev urina, sta imela vzorec T1 in Z1
najvecjo nAA. Vzorcu T1 smo dolocili 456 mg TE/mmol K in vzorcu Z1 349 mg
TE/mmol K. Najmanj$a nAA je bila pri vzorcu P1, le 150 mg TE/mmol K.

Povpreéna izmerjena NAA pri temperaturi hladilnika je bila pri vzorcu P2 274 mg
TE/mmol K, pri vzorcu P3 216 mg TE/mmol K, pri vzorcu P4 213 mg TE/mmol K.

4.2.1.3 Normalizirana antioksidativna aktivnost Sestih vzorcev pri temperaturi
skladis¢enja -80 °C

Slika 15 prikazuje normalizirano antioksidativno aktivnost v mg TE/mmol K Sestih
vzorcev urina, skladis¢enih pri temperaturi -80 °C glede na ¢as skladiséenja. Pri -80 °C se
nAA ne razlikujejo veliko od vrednosti, dolo¢enih pri temperaturi hladilnika in -20 °C.

800,0

700,0 A

[mg TE/mmol K]

normalizirana antioksidativna aktivnost

1 3 5 8 10 12 15 19 22 26 32 39 46 53 60 121

cas skladisc¢enja [dan]
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Slika 15: Normalizirana antioksidativna aktivnost v mg TE/mmol K $estih vzorcev urina,
skladiS¢enih pri temperaturi -80 °C glede na ¢as skladiS¢enja
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Vzorci, ki so bili skladis¢eni pri -80 °C so imeli skoraj identicne vrednosti nAA, kot vzorci
skladis¢eni pri temperaturi -20 °C in 4-8 °C. Najvi§jo nAA smo dolocili pri vzorcu T1,
katerih vrednosti se gibljejo okli 533 mg TE/mmol K do 714 mg TE/mmol K. Sledi mu
vzorec Z1, Kjer se v stabilni fazi po 15. dnevu, izmerjene vrednosti gibljejo med 406 mg
TE/mmol K in 540 mg TE/mmol K. Pri vseh ostalih vzorcih se izmerjene vrednosti
gibljejo med 118 mg TE/mmol K in 325 mg TE/mmol K. Najnizjo nAA smo dolo¢ili
vzorcu P1 (vrednosti so med 180 mg TE/mmol K in 240 mg TE/mmol K).

Povpre¢na NAA pri -80 °C je bila pri vzorcu P1 164 mg TE/mmol K, pri vzorcu P2 189 mg
TE/mmol K, pri vzorcu P3 239 mg TE/mmol K, pri vzorcu P4 206 mg TE/mmol K, pri
vzorcu T1 496 mg TE/mmol K in pri vzorcu Z1 365 mg TE/mmol K.

Izmerjena NAA pri vzorcu P1 se kljub razlicnim temperaturam skladis¢enja ni veliko
razlikovala. Vzorec P2 je imel najmanjS$o povpre¢no nAA pri -80 °C, 189 mg TE/mmol K.
Vzorec P3 je imel najveéjo povpreéno nAA pri -80 °C, 239 mg TE/mmol K. Glede na
omenjene vrednosti NAA, sta se vrednosti pri -20 °C in temperaturi hladilnika sta se
vrednosti razlikovali za 4 mg TE/mmol K. Vzorec P4 je imel pri -20 °C najniZjo vrednost,
drugace so si vrednosti precej podobne. Najnizja nAA pri vzorcu T1 je bila pri -20 °C.
Najvecji razpon rezultatov pa je bil pri vzorcu Z1, od 93 mg TE/mmol K pri temperaturi -
20 °C do 365 mg TE/mmol K pri temperaturi -80 °C.

Predstavljeni rezultati kaZejo, da je pri vseh temperaturah skladiS¢enja najvisjo nAA urina
izkazoval vzorec T1. Vecina vzorcev je v stabilni fazi od 15. dne merjenja naprej ohranjala
vrednost NnAA med 100 mg TE/mmol K do 250 mg TE/mmol K. Odstopal je le vzorec Z1,
kjer smo doloc¢ili primerljive vrednosti nAA pri temperaturi 4-8 °C in pri temperaturi -80
C °. Pri temperaturi -20 °C, pa je bila izmerjena nAA po 15. dneh skladiS§¢enja znatno niZja
(68-120 mg TE/mmol K).

4.2.2 Spremembe normalizirane antioksidativne aktivnosti dveh razli¢nih vzorcev
urina, skladi$¢enih pri temperaturi: -20 °C, -80 °C in 4-8 °C, izraZene v % AA

Na sliki 16 in sliki 17 so prikazane spremembe normalizirane antioksidativne aktivnosti
dveh razli¢nih vzorcev urina (P1 in P3) v odvisnosti od temperature skladi§¢enja vzorca: -
20 °C, -80 °C in 4-8 °C za vsako preiskovanko posebe;.

Znotraj istega vzorca je priSlo do velikih nihanj v vrednosti nAA med posameznimi
meritvami.
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Slika 16 prikazuje spremembe normalizirane antioksidativne aktivnosti urina posameznika
P1 med skladis¢enjem v odvishosti od temperature skladi$§¢enega vzorca.
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Slika 16: Spremembe normalizirane antioksidativne aktivnosti urina posameznika P1 med
skladis¢enjem v odvisnosti od temperature skladis¢enega vzorca

Pri vzorcu P1 prihaja do razlik v izmerjenih nAA izraZenih v procentih nAA dolo¢ene na
1. dan. Razlik, v vsebnosti antioksidantov, ki bi jih lahko povezali s temperaturo
skladi§¢enja nismo opazili.
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Slika 17 prikazuje spremembe normalizirane antioksidativne aktivnosti urina posameznika
P3 med skladi$¢enjem v odvisnosti od temperature skladis¢enega vzorca.
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Slika 17: Spremembe normalizirane antioksidativne aktivnosti urina posameznika P3 med
skladiS¢enjem v odvisnosti od temperature skladiSenega vzorca

Tudi pri vzorcu P3 smo za razlicne dni skladiS¢enja dolocili razlike v % nAA. Najvecje
razlike so dolo¢ili 15. dan in proti koncu skladis¢enja, ko smo v vzorcu hranjenem na -
80 °C dolocili vecjo relativno normalizirano antioksidativno aktivnost kot pri niZjih
temperaturah skladis¢enja.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Diplomska naloga je potekala v dveh delih. Namen prvega dela poskusa je bil dolociti
variabilnost antioksidativne aktivnosti posameznih vzorcev urina znotraj posameznega
dneva in primerjati antioksidativno aktivnost urina, izracunano kot koli¢ina izlocenih
antioksidantov v 24-ih urah, v primerjavi s koncentracijo antioksidantov v jutranjem urinu,
normalizirano s koncentracijo kreatinina. Poskus je bil opravljen na desetih preiskovankah,
ki so bile v povpre¢ju stare 28 let. Namen drugega dela naloge je bil raziskati, kako
razli¢ne temperature (-80 °C, -20 °C in 4-8 °C) in cas skladisenja vplivajo na
normalizirano antioksidativno aktivnost urina.

V raziskavi je sodelovalo 10 prostovoljk (preglednica 1). Na fakulteti so jim pripravili vse
jedi in obroke, ki so jih preiskovanke zauzile v petih dneh izvajanja poskusa (priloga A).
Sestava obroka je bila podrejena namenu preiskave (v dveh dneh poskusa so prevladovala
zivila, ki so vsebovala vecjo koli¢ino nenasi¢enih mascobnih kislin). Preiskovanke so
morale zauziti obroke po vnaprej doloéenem meniju, vmes so lahko pile vodo. Praviloma
so zauzile vso ponujeno hrano. Pridobljeni vzorci urina, Ki so jih posameznice prinasale na
fakulteto, so bili shranjeni in zamrznjeni v ve¢jem Stevilu paralelk.

5.1.1 Variabilnost antioksidativne aktivnosti posameznih vzorcev urina znotraj
posameznega dneva in primerjava antioksidativne aktivnosti urina s
koncentracijo antioksidantov v jutranjem urinu

Za dolo¢anje antioksidativne aktivnosti smo uporabili indirektni test, pri katerem se
aktivnost meri kot sposobnost testnih spojin za redukcijo radikala ABTS™ (Roginsky and
Lissi, 2005). Normalizirano antioksidativna aktivnost urina smo izrazili kot masne troloks
ekvivalente na milimol kreatinina. Ta koli¢ina je v tesni povezavi S troloks ekvivalenti
antioksidativne aktivnosti (TEAC; angTrolox Equivalent Antioxidant Capacity). Enota
1 TEAC pomeni, da je v vzorcu koncentracija antioksidantov, ki ima enak ucinek kot ImM
troloks (Abram, 2000).

Glavni viri antioksidantov v ¢loveski prehrani so razli¢ni, to so zita, sadje, zelenjava,
cokolada, olja in pijace, kot so ¢aj, kava, vino in sadni sokovi. Priporo¢eno je, da mora
posameznik jesti vsaj pet obrokov in razlicne vrste sadja in zelenjave vsak dan, da se
zmanjsa tveganje za kroni¢ne bolezni, kot so rak in bolezni srca in ozilja, saj sta sadja in
zelenjava dober vir antioksidantov (Muhleib, 1999). Ucinek B-karotena ter vitaminov E in



38

Mikli¢ N. Doloc¢anje antioksidativne aktivnosti urina z metodo ABTS.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2012

C je bil dobro raziskan. Na univerzi v Glasgowu so ugotovili, da imajo B-karoten ter
vitamina E in C moc¢ne antioksidativne aktivnosti in se dobro absorbirajo (Poljsak, 2005).

Vecino vitaminov, ki so antioksidanti (vitamina C in E), zauZzijemo in nadome$¢amo s
hrano, zato je tolikokrat ponavljani slogan »uZzivajte pestro in uravnotezeno prehrano« na
mestu. Zanimalo nas je, kako se dnevne koli¢ine izlo¢enih AO pri posameznicah
razlikujejo med seboj. Da se bodo vrednosti razlikovale, smo pri¢akovali, saj zaradi razlik
fizioloskem stanju prihaja do razlik v resorpciji ter v izlocanju antioksidantov, kljub temu
da so vse uzivale enako hrano.

Iz podatkov, ki so predstavljeni v sliki 8 lahko razberemo, da so razlike v izlo¢enih AO v
24-ih urah, izrazenih kot mg TE med posameznicami, v ponedeljek in torek relativno
majhne. V sredo so razlike najvecje, saj je preiskovanka I izloc¢ila 207,5 mg TE,
preiskovanka B pa je v 24-ih urah izlocila ve¢ kot 3000 mg TE. Torej je razlika deset-
kratna. V Cetrtek in petek so bile razlike manjSe, a Se vedno vecje kot v ponedeljek in
torek. Glede na sestavo jedilnikov, tezko razloZimo omenjeno variabilnost. Do najvecjih
odstopanj je prislo pri preiskovanki B, ki je v torek izlocila 480 mg TE, v sredo ve¢ kot
3000 mg TE in v Cetrtek 400 mg TE.

Pri pregledu rezultatov smo opazili, da je koli¢ina izlo¢enih AO v 24-ih urah nekoliko
povezana z dejstvom, da so nekatere preiskovanke kadilke. Komentiramo lahko samo
opazanja, ki pa jih zaradi majhnega Stevila preiskovank in omejenega Casa trajanja
poskusa, ne moremo posplosevati. Za natan¢nej$e analize bi potrebovali dosti bolj obsiren
in sistemati¢no sestavljen poskus.

Pri vseh kadilkah smo najve¢ izlo¢enih AO dolo¢ili v sredo. Najvecja koli¢ina AO v urinu
je bila izlo¢ena pri osebi B in C, najmanj pri osebi J. Pri veéini kadilk so se vrednosti med
seboj precej razlikovale v sredo in Cetrtek. Majhna razlika med koli¢inami izlocenih AO je
v ponedeljek, torek in petek. Izstopata samo osebi D in I. Oseba D je nekadilka, potek
izlo¢anja AO pa je podoben kot pri kadilkah. Zelo izstopa krivulja osebe I, ki ima
najmanjSo koli¢ino izlo¢enih AO v sredo in Cetrtek.

Jedilniki so bili izbrani tako, da so obroki v ponedeljek, sredo in petek vsebovali ve¢
nasic¢enih mascobnih kislin, jedilniki v torek in Cetrtek pa ve¢ nenasi¢enih maScobnih
kislin. Izmerjene razlike v koli¢ini izlo¢enega urata (preglednica 4), ki je antioksidant, ne
morejo razloziti velike variabilnosti koli¢ine izlo¢enih AO v 24-ih urah.

Vecina literature navaja podatke o vplivu kajenja na nivo antioksidantov v telesu. Poljsak
in sod. (2005) so pokazali, da imajo kadilci v primerjavi z nekadilci, najbrz zaradi
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pospesene presnove, manj$o koncentracijo antioksidantov v plazmi. Ce vzamemo kot
primer vitamin C, ki ga kadilcem velikokrat primanjkuje, potrebujejo kadilci najmanj
dvakrat toliko vitamina C na dan kot nekadilci.

Med studijem literature smo opazili, da je objavljenih nekaj raziskav, ki se nana$ajo na
koli¢ino antioksidantov v urinu. V neki Studiji so za vsebnost skupnih fenolnih spojin v
urinu kot pokazatelja vnosa fenolnih spojin uporabili metodo Folin-Ciocalteau (F-C), s
katero lahko dolo¢imo vsebnost skupnih fenolnih spojin iz razli¢nih zivil (Medina-Remoén
in sod., 2009). Pri raziskavi literature smo naleteli na zelo omejeno $tevilo raziskav, kjer so
za doloCene antioksidativne aktivnosti urina uporabljali metodo ABTS.

Za prikaz morebitne korelacije med AA 24-urnega urina in koncentracije AO jutranjega
urina, normalizirane s kreatininom ki smo jo dolo¢ili z metodo ABTS, smo uporabili
raunalniSki program SPSS. S Pearsonovim koeficientom korelacije smo dolo¢ili, da
obstaja srednje mocna, statisti¢no znacilna povezanost.

Svoje podatke lahko primerjamo z ugotovitvami, do katerih so prisli Medina-Remon in
sod. (2009). Analizirali so skupne fenolne spojine v jutranjem urinu in nato normalizirali
podatke na kreatinin. Koncentracija v urinu je pri posameznikih odvisna od spola, starosti,
rase in prehrane (Wright in sod., 2001).

Zanimalo nas je, ali lahko s poznavanjem vrednosti ene spremenljivke, dolo¢imo drugo. To
smo ugotovili prav s Pearsonovim koeficientom korelacije (priloga B in priloga C), kjer
smo primerjali AA 24-urnega urina in koncentracije AO jutranjega urina, normalizirane s
kreatininom (slika 9 do slika 12). Pri dolo¢anju AA urina pri desetih posameznicah v petih
zaporednih dnevih smo ugotovili, da je bila v sredo in Cetrtek AA urina najvecja. Pri
preverjanju korelacije smo prisli do ugotovitve, da je bila v sredo korelacija najnizja in
negativna, v Cetrtek je dosegla najvisjo vrednost, ko je bila povezanost visoka.

5.1.2 Vpliv razli¢ne temperature (-80 °C, -20 °C in 4-8 °C) in ¢asa skladi$¢enja na
antioksidativno aktivnost urina

Temperatura je eden izmed najpomembnejsih dejavnikov, ki vplivajo na antioksidativno
aktivnost, zato smo se odlocili, da bomo pri Sestih vzorcih urina opazovali, kako se NAA
urina spreminja pri razlicnih temperaturah skladiscenja, ki je v nasem poskusu trajalo 121
dni.
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Shranjevanje vzorcev urina pri 2-8 °C in pri -20 °C za nekaj tednov je obicajna
laboratorijska praksa. Kljub $tevilnim S$tudijam ni dogovora o tem, kakSen je najboljsi
nacin shranjevanja urina (Olisekodiaka in sod., 2001).

Vzorci so bili skladiS¢eni pri temperaturi -20 °C, -80 °C in 4-8 °C.

Zanimivo je, da so bile vse nAA pri razliénih temperaturah 60. dan merjenja maksimalne,
v 121. dnevu pa so se vse vrednosti zmanjSale. Kljub temu da so bili vsi vzorci skladis¢eni
pri isti temperaturi to¢no dolocen ¢as, S0 bile razlike v nAA zelo velike. Najveéjo nAA je
pri vseh temperaturah imel vzorec T1.

Poleg dolocanja nAA urina v mg TE/mmol K smo zaradi lazje predstave podali
spremembe nAA (slika 16 in slika 17). V nasem primeru smo med skladis¢enjem izmerili
vecjo nAA. nAA ni bila v povezavi s temperaturo skladiS¢enja. Domnevamo, da je prislo
do dolocenih objektivnih napak pri izvedbi meritve (premalo intenzivno meSanje reagentov
in vzorca v kiveti, prekratek ¢as merjenja absorbance).

V literaturi nismo zasledili podatka kaj se dogaja z vzorci urina, skladiS¢enimi pri razlicnih
temperaturah, zato svojih rezultatov ne moremo primerjati z drugimi Studijami.
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5.2 SKLEPI

Glede na predstavljene rezultate, lahko podamo naslednje sklepe:

- Metoda ABTS se je izkazala za primerno metodo za merjenje antioksidativne
aktivnosti urina.

- Potrdili smo hipotezo, da obstaja statisticno znacilna povezanost posameznic med
koli¢ino antioksidantov, izlo¢enih v 24-ih urah, v primerjavi s koncentracijo
antioksidantov jutranjega urina, normalizirano s koncentracijo kreatinina.

-V diplomskem delu smo ugotovili, da je pri relativno enostavni spektrofotometri¢ni
metodi ABTS za dolo€anje antioksidativne aktivnosti urina potrebno posvetiti

posebno pozornost natan¢nemu prakti¢nemu delu pri izvedbi meritev.

Raziskava je pokazala, da je urin kompleksen matriks, Ki zahteva posebno pozornost pri
dolocanju antioksidativne aktivnosti. Da bi lahko natanéneje dolo¢ili vpliv temperature in
Casa skladis¢enja na spreminjanje vsebnosti antioksidantov, bi bilo nujno potrebno
omenjeni poskus ponoviti.
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6 POVZETEK

Raziskava je obsegala petdnevno doloCanje AA wurina pri desetih posameznicah in
dolocanje njihove variabilnosti.

Z antioksidanti, ki jih je veliko predvsem v sadju in zelenjavi, so se bolj intenzivno zaceli
ukvarjati, ko so ugotovili povezavo z nastankom nekaterih bolezni, saj antioksidanti
organizem za$itijo pred boleznimi (Kreft in Skrabanja, 2000). Za indirektno dolo¢anje
AA je danes med pogosto uporabljenimi metodami tudi metoda ABTS, ki temelji na

enostavni spektrofotometricni dolocitvi (Zulueta in sod., 2008).

Najpomembnejsi elementi so odvzem, hranjenje, stabiliziranje in transport urina.
Dejavniki, kot so prehranjevanje, stradanje in telesni napor, vplivajo na rezultate
laboratorijskih analiz, zato je nujno spremljati koncentracijo urina oziroma kreatinina.
Pozorni moramo biti predvsem na transport vzorcev v laboratorij, saj jih moramo dostaviti
¢im prej oziroma moramo zagotoviti zas¢ito pred zunanjimi vplivi, Ce transport traja vec
kot 2 uri (Skitek in Trampu$ Bakija, 2001).

Rezultati so pokazali, da obstajajo zelo velike razlike v antioksidativni aktivnosti urina pri
preiskovankah tudi v primeru, da med poskusom uzivajo isto hrano.

V okviru naloge nismo dokazali, da razlicna temperatura skladis¢enja vpliva na
antioksidativno aktivnost urina.
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PRILOGE

Priloga A:
Jedilnik, ki so ga imele preiskovanke v poskusu

PONEDELJEK

ZAJTRK (maslo, marmelada, toast, mleko)
D. MALICA (sendvi¢ poli, sokpingo)
KOSILO (fizolova enolon¢nica, kajzerica)
P. MALICA (banana)

VECERIJA (mleéni riz)

TOREK

ZAJTRK (skutin namaz — paprika, petersilj, kajzerica)
D. MALICA (roglji¢, kompot)

KOSILO (losos, rizota, cvetaca v solati)

P. MALICA (rezina z orescki, sojino mleko)
VECERIJA (avokadov namaz, toast)

SREDA

ZAJTRK (viki krema, toast)

D. MALICA (sendvic- savinjski Zelodec, kumare, ledeni Caj)
KOSILO (testenine po bolonjsko, monte)

P. MALICA (banana, skutka)

VECERIJA (cmoki — marelica, jagoda, kompot)

CETRTEK

ZAJTRK (skutin namaz — drobnjak, kajzerica)

D. MALICA (sosedovo pecivo, sojino mleko)
KOSILO (riba, krompirjeva solata, duplo)

P. MALICA (ore$cki)

VECERJA (namaz iz lece, kajzerica temna, kumare)



PETEK

e ZAJTRK (marmelada, maslo, bela kajzerica)

e D. MALICA (sendvi¢— savinjski zelodec)

e KOSILO (pis¢anec z buc¢kami, polenta, kinder maxi king)
e P. MALICA (banana)

e VECERJA (sir, orehi, vloZena zelenjava, bruskete)



Priloga B:
Izracunana vrednost Pearsonovega koeficienta korelacije (r) med koli¢ino dnevno
izlo¢enih AO in koncentracijo AO jutranjega urina, normalizirano na kreatinin (za vsako
posameznico

Oseba Pearsonov koeficient
(vsi dnevi) korelacije

A 0,820

-0,269

0,855

0,718

0,967

M| m| O O W

0,550

0,506

0,068

0,783

| XN «

0,570




Priloga C:
Izracunana vrednost Pearsonovega koeficienta korelacije (r) med koli¢ino dnevno
izlocenih AO in koncentracijo AO jutranjega urina, normalizirano na kreatinin (za vsak
posamezni dan)

Dan Pearsonov koeficient
(vse osebe) korelacije
PONEDELJEK | 0,263
TOREK 0,062
SREDA -0,091

CETRTEK 0,830

PETEK 0,021




