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Polifenoli so pomembni za nase zdravje, saj ugodno vplivajo nanj in nas $€itijo
pred boleznimi. So eden od temeljev zdrave prehrane, ker varujejo nase telo pred
oksidativnim stresom in prostimi radikali. Tezko je ovrednotiti koli¢ino zauzitih
fenolnih spojin preko analiz zauzite hrane, zato je smotrna uporaba metod za
analizo skupnih fenolnih spojin (SFS) v telesnih tekocinah kot pokazateljev
zauzitih SFS. Zbiranje urina je neinvazivna metoda pridobivanja telesnih tekocin.
Idealna kemijska metoda za analizo SFS v urinu je tista, s katero lahko
kompleksne vzorce kvantitativno in kvalitativno ¢im bolj natan¢no analiziramo.
Za dolo¢anje in primerjavo vsebnosti SFS v urinu lahko uporabljamo veé
razli¢nih metod. Namen diplomske naloge je dolo¢itev SFS v urinu na skupini 10
posameznikov in narediti primerjavo ter ovrednotiti korelacijo med dolo¢enimi
SFS v urinu brez predhodne ekstrakcije na trdni fazi in z ekstrakcijo. Za dolo¢anje
SFS smo izbrali metodo Folin-Ciocalteu s spektrofotometricnimi meritvami na
mikrotitrskih plos¢ah. Dolo¢ili smo korelacijo med koli¢ino izlo¢enih SFS v 24-
urnem urinu in SFS v jutranjem urinu, normalizirano na kreatinin. Ugotovili smo,
da se koli¢ina SFS, izlocenih v 24-h urinu med posameznicami statisticno
razlikuje, Ceprav so zauZile isti obrok.
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Polyphenols are important for our health as a positive influence and they protect
us from diseases. They are one of the cornerstones of a healthy diet because they
protect our body against oxidative stress and free radicals. It is difficult to evaluate
the intake of phenolic compounds through the analysis of food intake, so it is
suitable to use the methods for analysis of total phenolic compounds (SFS) in
body fluids as biomarkers of consumed phenolic compounds. Collecting urine is
a non-invasive method of obtaining bodily fluids. The ideal chemical method for
the analysis of SFS in the urine is one with which complex patterns can be
quantitatively and qualitatively analyzed as closely as possible. Several different
methods can be used for the determination and comparison of the SFS in urine.
The aim of this thesis is to determine the total amount SFS measured in the urine
in a group of 10 individuals and to compare and evaluate the correlation between
SFS in urine exposed to solid phase and SFS in urine without extraction. For SFS
determination the Folin-Ciocalteu method with  spectrophotometric
measurements in microtiter plates was used. We studied the correlation between
the SFS in a 24-hour urine and SFS in morning urine, normalized to creatinine.
We found out that the amount of SPS excreted in 24-hour urine is statistically
different between subjects, even though they ate the same meal.
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1UvOoD

Stevilo bolezni iz dneva v dan nara$ca, saj se premalo zavedamo vpliva zdrave prehrane na
nase telo, nanje pa vplivata tudi oksidativni stres in zivljenjski slog posameznika. Menim,
da je nasa pozornost do hrane bistveno drugacna kot nekdaj in da sta ozavescenost in odnos
do hrane in njene povezave z zdravjem boljsa kot nekoc€. Z ustrezno izbrano prehrano in
njeno koli¢ino lahko marsikdaj izzovemo ali preprec¢imo nekatere bolezni danaSnjega Casa.

V danasnjem cCasu poteka mnogo znanstvenih raziskav, ki se nanasajo na zdravljenje s
pomocjo prehrane. Vsako hranilo in njegova vloga v telesu ima velik pomen na
prepreevanje in obvladovanje nekaterih bolezni. V prehrani imajo lahko preproste
spremembe mocan zdravilen u¢inek. Vsako hranilo izzove biokemi¢ne uéinke Vv telesu zaradi
povezanosti hranil z biokemi¢nimi potmi in s presnovnimi funkcijami v telesu. Prehrana
danes je ve¢ kot le njena hranilna vrednost, ampak obsega kompleksno in Siroko podrocje.
Miselnost, da nas hrana samo nahrani, je premalo. Uporaba prehranskih dodatkov, ki je v
danasnjem casu zelo aktualna, je bistveno manj ucinkovita in zdravilna kot sama sveza
hrana. Namesto poseganja po prehranskih nadomestkih lahko z uporabo fitokemikalij iz
sveze hrane vnesemo v telo mnogo dobrih u¢inkov rastlinskega izvora. Biokemija rastlin,
kot predmet mnogih podrocij zdravljenja z zelis¢i, soucinkuje s fiziologijo ¢loveka in
pripomore k pravilnemu delovanju organizma in zdravju ¢loveka. Z uzivanjem sveze
rastlinske hrane posegamo po domaci lekarni s snovmi iz narave, ki delujejo zdravilno. Ta
niso zgolj le hranila, ampak farmakolosko ucinkovita zdravila. Funkcije fitokemikalij so
razli¢ne. Lahko so neposreden uporaben prehranski vir kot del rastlinske zgradbe. Nekatere
uravnavajo razvojne stopnje in opravljajo vlogo hormonov. Spet druge delujejo kot barvila
(npr. temno vijoli¢asti betacianin v rdeci pesi) (Pinnock, 2013).

V skupino naravnih polifenolov uvr§¢amo torej tudi rastlinska barvila, med drugim tudi
¢reslovine (tanine, grencine in fenolne kisline) in flavonoide. Te snovi najdemo pogosto tik
pod lupino sadja, zelenjave in ovoja zitnih zrn. Te snovi kot grenka obrambna snov varujejo
rastlino pred skodljivci in opravljajo vlogo antioksidantov, da plodove varujejo pred
Skodljivim ultravijolicnim sevanjem. Ravno to je razlog, da sadje in zelenjavo ¢im manj
lupimo in polnozrnate izdelke uzivamo skupaj z ovojem zrnja. Zanimiv je primer izgube
polifenolov pri lupljenju korenja, saj kar 85 odstotkov le-teh zavrzemo z odpadki (Bohlmann
in Ullmann, 2014).

Fenolne spojine imajo pomembno vlogo tako v rastlinskem svetu, kot tudi v prehrani ljudi.
S sintezo antioksidativnih zas¢itnih snovi se rastline $¢itijo pred napadi virusov, bakterij in
tudi rastlinojedih organizmov ter pred navadnimi son¢nimi Zarki, ki sproZajo nastanek
prostih radikalov. Stevilne epidemiologke $tudije kaZejo povezavo med uZzivanjem hrane in
pijac, ki vsebujejo veliko flavonoidov in zmanjsanjem nastanka mnogih bolezni modernega
zivljenja, ki jih povzroca oksidativni stres. Flavonoidi naj bi delovali preventivno tudi pred

procesi staranja (Vrhovsek, 2001).
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S prehranjevanjem z zivili, bogatimi s hranili rastlinskega snovmi izvora, si lahko
pomagamo pri preprecevanju nekaterih kroni¢nih bolezni, kot so sr¢no-zilne bolezni, rak in
sladkorne bolezni tipa 2, katere so v zahodnem svetu pogost vzrok smrti. Rastlinska hrana s
svojimi naravnimi snovmi opravlja v telesu biolosko aktivnost. BioloSka aktivnost sestoji iz
razstrupljanja kancerogenih snovi, popravila okvar DNK, antioksidativnega ucinka,
spremembe metabolizma estrogena in okrepitve imunskega sistema (Reinhard, 2014).

1.1 NAMEN DELA

Namen diplomske naloge je dolo¢iti skupno koli¢ino fenolnih spojin izmerjenih v urinu na
skupini 10 posameznikov in narediti primerjavo med njimi ter ovrednotiti korelacije med
skupnimi fenolnimi spojinami (SFS) v urinu pred in po ekstrakciji na trdni fazi. Za dolo¢anje
SFS smo izbrali metodo Folin-Ciocalteu s spektrofotometri¢nimi meritvami na mikrotitrskih
ploscah. Doloc¢ili bomo korelacijo med koli¢ino izlo¢enih fenolnih spojin v 24-urnem urinu
in jutranjim urinom, normaliziranim na kreatinin.

1.2 DELOVNI HIPOTEZI

- Koli¢ina skupnih fenolnih spojin izlocenih v 24-h urinu se med posameznicami
statisti¢no znacilno razlikuje, Ceprav so zauzile isti obrok.

- Kolic¢ina skupnih fenolnih spojin v 24-h urinu je v mo¢ni povezanosti S koli¢ino SFS
Vv jutranjem urinu, normaliziranem na kreatinin.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 FENOLNE SPOJINE

Fenolne spojine imenujemo tudi fenolne snovi, rastlinski fenoli, polifenoli ali polifenolne
spojine. Med njih priStevamo vse tiste spojine, ki imajo vsaj en aromatski obro¢ in eno ali
ve¢ hidroksilnih (-OH) skupin, direktno vezanih na aromatski obro¢. V naravi obicajno
najdemo spojine z ve¢ hidroksilnimi skupinami, zato jih poimenujemo tudi polifenoli.
Splosna delitev fenolnih spojin se nanasa na razdelitev po Stevilu C-atomov v molekuli, kot
je razvidno iz preglednice 1 (Abram in Sim¢i¢, 1997).

Studije kaZejo, da imajo polifenolne snovi v mnogih rastlinah vpliv na bioloske procese in
pozitiven antioksidativen ucinek. V skoraj vseh rastlinah je prisotna velika skupina
polifenolov, ki se delijo na flavonoide, lignine in tanine. Mnogi so koristni za zdravje zaradi
antioksidativnega u¢inka (Reinhard, 2014).

Polifenoli imajo antioksidativne lastnosti, ki lahko zavirajo peroksidacijo lipidov,
zmanjSujejo kapilarno krhkost povezano s hemoragi¢nimi spremembami, znizujejo visok
krvni tlak in tveganje za arteriosklerozo. Prav tako igrajo pomembno vlogo pri zaciti rastlin
pred ultravijoli¢nim sevanjem (Vogrinci¢ in sod., 2010).

Eksperimentalni in epidemioloski podatki kaZejo, da polifenoli prispevajo k preprecevanju
nekaterih kroni¢nih bolezni, kot so kardiovaskularne bolezni, sladkorne bolezni, rakava
obolenja, nevrodegenerativne bolezni in osteoporoze (Pérez-Jiménez in sod., 2010).

Polifenolne spojine se razlikujejo tudi po polarnosti. Manj polarne polifenolne spojine (npr.
flavanoni, flavonoli) so dobro topne v kloroformu, diklorometanu, dietiletru ali etil acetatu.
Bolj polarne polifenolne spojine pa so dobro topne v vodnih mesSanicah z etanolom ali
metanolom (npr. katehini) (Marston in Hostettmann, 2006).

2.1.1 Biosinteza fenolnih spojin

Biosinteza fenolnih spojin v rastlinah je kompleksno medsebojno sodelovanje razli¢nih poti
(Abram in Simc¢ic¢, 1997). Fenolne spojine vsebujejo aromatski obroc€ s stransko verigo treh
ogljikov, ker $tevilni izhajajo iz aminokislin fenilalanina in tirozina. Vecina rastlinskih
fenolov se sintetizira iz dveh osnovnih poti: Sikiminske kislinske poti in malonske poti.

Sikiminska kislinska pot temelji na nastanku fenolnih spojin iz fenilalanina ali njegovega
prekurzorja. Fenolne spojine se kemijsko zelo razlikujejo med seboj po ne/topnosti v vodi
in nekaterih organskih topilih ravno zaradi njihove sinteze po razli¢nih poteh (Saltveit,
2010).
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Vsebnost in vrsta fenolnih spojin se razlikujeta glede na vrsto, sorto, stopnjo zrelosti in
klimatske razmere. Fenolne skupine pripomorejo k barvi, okusu in aromi sadja (Cheynier in
Moutounet, 1992; Joseph in Lloyd, 2004).

Flavonoidi se sintetizirajo v rastlinskih tkivih in sodelujejo pri svetlobni fazi fotosinteze kot
prenasalci elektronov (Middleton in sod., 2000).

2.1.2 Delitev fenolnih spojin

Preglednica 1: Razvrstitev fenolnih spojin (Abram in Sim¢i¢, 1997; Robards, 1999)

Stevilo C - atomov Osnovni skelet Skupina

6 Cs enostavni fenoli

7 CsC1 hidroksibenzojske kisline

8 CeCz fenilocetne kisline
hidroksicimetne kisline
fenilpropeni

9 CeCs kumarini
izokumarini
kromoni

10 CsCs naftokinoni

13 CsCiCs ksantoni

14 CsC2Cs stilbeni
antrakinoni

15 C6CsCs flavonoidi
lignani

18 (CsCa) neolignani

30 (C6CsCo)2 biflavonoidi

(CeCa)n "grl"”'. .

n (CoCsCo)n konden2|_ran| tanini

(flavolani)
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2.1.3 Flavonoidi

Flavonoidi so fenolne spojine zgrajene iz 15 C-atomov, osnovno spojino flavon sestavljajo
strukture, ki jih oznacujemo s CeC3Cs. Osnovno strukturno formulo flavonoidov oziroma 2-
fenilbenzopirana prikazuje slika 1 (Abram, 2000).

Slika 1: Osnovna strukturna formula flavonoidov (Abram, 2000)

Flavonoidi so kompleksna skupina polifenolnih spojin z osnovnim Ce-C3-Ce obrocem, v
katerem je most s tremi ogljiki med fenilnima skupinama. Razdelimo jih v naslednje
skupine: flavonoli, flavanoli, flavanoni, antociani in izoflavoni. To¢no Stevilo flavonoidov
je tezko dolociti, vendar pa lahko govorimo o $tevilu okrog 2000 do 6500. Flavonoidi so
vkljuceni v mnoge bioloske interakcije in imajo pomembno vlogo in u€inek na zdravje ljudi
(Robles-Sardin in sod., 2010).

Polifenoli, vklju¢no s flavonoidi, so bioaktivne fitokemikalije, ki jih najdemo v sadju in
zelenjavi. Ker jih ¢lovesko telo ne more proizvajati, jih lahko zauzijemo le s hrano, bogato
z njimi. Ker imajo visoko antioksidativno vrednost, so pogosto povod za raziskave v zvezi
z njihovimi za$¢itnimi lastnostmi do zdravja.

Raziskovalci z univerze v Oregonu zatrjujejo, da naj bi se flavonoidi tekom presnove
strukturno mo¢no spremenili, kar pa zmanjSuje tudi njihovo antioksidativno u¢inkovitost in
vivo. Po vstopu v telo se flavonoidi spremenjeni izlogijo z urinom ali v Zzol¢. Ceprav in vitro
Studije kazejo na 3- do 5-kratno vecjo antioksidativno mo¢ flavonoidov od vitaminov C in
E, se vitamini boljSe absorbirajo v telesu (Robles-Sardin in sod., 2010).



Skubin I. Dolo€anje skupnih fenolnih spojin v urinu.
Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2016

2.2 ANTIOKSIDANTI

Antioksidanti so naravne ali sinteti¢ne snovi, ki Ze v majhnih koncentracijah preprecujejo
ali zavirajo nezazelene oksidativne spremembe v bioloSkih sistemih (Salobir, 2000). Fenoli,
galna Kislina in njeni derivati, flavonoidi in druge naravne spojine so antioksidanti, Ki
nevtralizirajo proste radikale in s tem preprecujejo udor Skodljivih snovi v celico (Korosec,
2000).

Kisik, ki je nujno potreben za zivljenje, hkrati tudi ubija. Zadnjih nekaj let skrbno proucujejo
mehanizme staranja. Ugotovili so, da so glavni vzrok za staranje reaktivne oblike kisika. Vse
te oblike kisika so rezultat normalne celi¢ne presnove in posledica dejavnikov okolja: UV-
in gama zarkov, toplote, kajenja, onesnazenega okolja, itd. Obramba proti prostim radikalom
so antioksidanti. Ka¢ je razvrstila antioksidante v tri skupine: pravi antioksidanti (encimi),
reducenti (hemoglobin, albumin) in antioksidanti sinergisti (vitamin C in E, flavonoidi,
karotenoidi, secna kislina, itd..) (Kac, 2000).

2.2.1 Vloga antioksidantov

Antioksidanti so znanstveno zelo obSirno obravnavani, saj imajo klju¢no vlogo pri
preprecevanju razliénih obolevanj. Z znanstvenega vidika reaktivne kisikove spojine
povzrocajo oksidativne poSkodbe telesnih celic. Te spojine nastanejo v telesu kot posledica
oksidirane snovi v hrani, onesnazevalcev iz okolja, son¢ne svetlobe, cigaretnega dima in tudi
ob nekaterih normalnih procesih presnove. V boju z antioksidativnimi okvarami, ki lahko
privedejo do kroni¢nih bolezni, kot so rak, sladkorna bolezen in sréno-zilne bolezni, lahko
antioksidanti bistveno pripomorejo. Med raziskovalci postaja veliko zanimanje vloga spojin
rastlinskega izvora, ki u¢inkujejo kot antioksidanti. Odkrili naj bi jih ze preko 4000 in med
njimi so tudi: polifenoli s podskupinami flavonoidi, fenolne kisline, lignani in stilbeni. Med
flavonoide spadajo flavanoli (katehin), flavoni, flavonoli, flavanoni, izoflavoni in antociani
(Reinhard, 2014).

2.3 VLOGA FENOLNIH SPOJIN

Fitokemi¢ne snovi imajo poleg antioksidativnega, protibakterijskega in protivirusnega
delovanja Se naslednje ucinke, in sicer spodbujanje jetrnih encimov, ki delujejo na strupe in
jih odstranjujejo, spodbujanje imunskega sistema, zmanjSevanje nevarnosti za pojav krvnih
strdkov, uravnavanje koncentracije holesterola in hormonskega metabolizma, ter zniZevanje
krvnega tlaka. Antikosidativna ucinkovitost fenolov naj bi zmanjSevala tveganja za sréna
obolenja in omejevala razvoj vnetja v tkivih, ki so jih prizadeli prosti radikali, kar je razvidno
iz preglednice 2 (Mili¢ in sod., 2008).
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Preglednica 2: Delitev fitokemi¢nih snovi in njihovo delovanje (Mili¢ in sod., 2008)

cvetaca), gor€ica, vodna
kresa

Fitokemicne Zgledi spojin Poglavitni prehranski Delovanje
snovi viri
Flavonoidi kempferol, kvercetin artiCoke, jabolka, zelena | antioksidativno uravnavanje
hesperitin, naringenin, solata, cebula, paprika, | encimov lahko preprecuje
rutin, tangeritin ¢aj, paradiznik, vino, raka in bolezni srca in oZilja,
agrumi lahko uravnava imunski
sistem
Glukozinolati alilizotiocinati, kapusnice (brokoli, spodbujajo jetrne encime,
Izotiocinati glukobrasicin, indoli brsti¢ni ohrovt, lahko preprecujejo raka

Hidroksicimetne
kisline

kavna, klorogenska in
ferulna kislina,
kurkumin

jabolka, kava, Kari,
gorcica, hruske

antioksidativno; lahko
preprecujejo raka

perilil alkohol

(koper, meta, kumina)

I1zoflavoni daidzein, genistein izdelki iz soje (moka, nizajo koncentracijo
sojine beljakovine) serumskih lipidov,
antiestrogensko, lahko
preprecujejo raka na prsih in
prostati
Lignani metaresinol, jagode, laneno seme, antioksidativno in
sekoizolariciresinol oreScki, rzeni otrobi antiestrogensko, lahko
preprecujejo raka na
debelem ¢Erevesu in prostati
Monoterpeni D-karvan, D-limonen, Cesnje, agrumi, zelis¢a | spodbujajo jetrne encime,

delujejo proti tumorjem,
antimikrobno

Organosulfidi

alil metil sulfid, dialil
sulfid

zelje, Cesen, por, ¢ebula
itd.

upocasnjujejo strjevanje
krvi, zmanjsSujejo kolic¢ino
lipidov v krvi, spodbujajo
jetrne encime, lahko
preprecujejo raka

prazena kava

Fenoli elagi¢na kislina, galna zelo razSirjeni v ¢rnem | antioksidativno, delujejo
kislina, hidrokinon, ¢aju, kakavovih zrnih, protivnetno
p-krezol zelenem c¢aju, malinah,

jagodah

Fitosteroli B-sistosterol, rastlinska olja, v znizujejo skupni holesterol
kampesterol, nekaterih margarinah in »slabi« holesterol LDL
stigmasterol jih je desetkrat vec

Tanini teaflavini, tearubigeni ¢rni Caj, rdece vino, antioksidativno,

antimikrobno in protivnetno
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2.3.1 Antioksidativno delovanje fenolnih spojin

Fenolni antioksidanti (AH) naj bi zaustavljali oksidacijo lipidov. Sposobnost antioksidantov
je odvisna od jakosti vezi A-H. Cim $ibkej3a je ta vez, tem bolj§i je antioksidant. Zato so
dobri antioksidanti predvsem tiste fenolne spojine, ki imajo dve -OH skupini na orto
polozaju. Za antioksidante je ravno tako pomembno, da so njihovi radikali slabo reaktivni.
To za fenole velja, saj se elektron lahko delokalizira po obroc¢u, kar zagotavlja stabilnost.
Najbolj razsirjeni fenolni antioksidanti so flavonoidi. Zanje velja, da lahko preprecujejo
peroksidacijo lipidov na ve¢ na¢inov: z lovljenjem radikalov (O2, HO", Fe (OH)3"), z vezavo
kovinskih ionov (Fe?*, Cu?*) in z inhibicijo encimov (lipooksigenaze, ciklooksigenaze), ki
katalizirajo reakcije, pri katerih nastajajo prosti radikali. Dvovalentne kovinske ione dobro
vezejo flavonoidi, ki imajo na obro¢u B dve -OH skupini v orto polozaju, oz. tisti ki imajo -
OH skupino na mestu 3 ali 5 (Abram in Sim¢i¢, 1997; Gutteridge in Halliwell, 2010).

Antioksidanti nevtralizirajo delovanje prostih radikalov, ki s svojo visoko reaktivnostjo
reagirajo s celicami nasega telesa in jih poskodujejo. Prosti radikali so del produkta pri
celiéni presnovi in se v veliki koli¢ini tvorijo pri pomanjkljivi prehrani, pomanjkljivem
spancu, onesnazenem okolju, Custvenem stresu in pretirani telesni aktivnosti. Tako se pojavi
oksidativni stres, ki je posledica prevelike koli¢ine prostih radikalov, ki lahko privede do
razvoja sladkorne bolezni, sréno-zilnih in rakavih obolenj, ter celo avtoimunih in zivénih
bolezni. Zato je uzivanje hrane, bogate z antioksidanti, kamor uvr§¢amo tudi vitamine (C,
E), fitohranila (betakaroten) in minerale (selen), potrebno za preprecevanje celi¢nih poSkodb
in vnetij, kot posledica delovanja prostih radikalov (Boone, 2014).

Polifenoli so naravne spojine, ki se nahajajo v sadju, zelenjavi, zitih in pijac¢i. Polifenoli so
sekundarni metaboliti rastlin ter obramba pred patogenimi organizmi in UV sevanjem.
Konec 20. stoletja je bilo preko epidemioloskih Studij dokazano, da uzivanje hrane, ki je
bogata s polifenoli, vpliva na Stevilne bolezni, kot je razvidno iz preglednice 2 (Mili¢ in sod.,
2008).

Polifenoli v vinu, zelenjavi, sadju, ¢okoladi, kakavovih izdelkih, ¢aju, oljénem olju,
pridobljenim s hladnim stiskanjem imajo razli¢ne u¢inke. Dokazano je, da mnogi polifenoli
in vitro delujejo kot antioksidanti, saj imajo polifenoli mo¢no redukcijsko sposobnost.
Predvidevajo, da polifenoli posredno delujejo proti raku, preko aktivacije endogenih
obrambnih sistemov in neposredeno ucinkujejo na lovljenje prostih radikalov. Podatki
novejSih raziskav nakazujejo, da se geni, ki jih inducira oksidativni stres in ki kodirajo
endogene antioksidante, nahajajo v promotorskem delu t.i. antioxidant responsive elements
(ARE), na katerega se lahko veZejo polifenoli.

Polifenoli naj bi po tej poti spodbujali prepisovanje genov za endogene antioksidante in
razstrupljevalne obrambne mehanizme (Rozman in sod., 2006).
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Fenolne spojine se kot sekundarni metaboliti pojavljajo v sadju. Odkriti so bili mehanizmi
delovanja fenolnih spojin, kot so vezava kovinskih ionov, donacija vodika in lovljenje
prostih radikalov (Robards in sod., 1999).

2.4 VPLIVI FENOLNIH SPOJIN NA ZDRAVJE

V raziskavi, ki je bila opravljena v letu 2008 in je zajemala Sest tedensko spremljanje
uzivanja sadja in zelenjave ter na drugi strani populacijo, ki je uzivala manj sadja in
zelenjave, je bilo ugotovljeno, da so pri posameznikih, ki so uzivali veliko sadja in zelenjave
vsebnosti fenolnih spojin, izlocenih v urinu vis§je, kot pri posameznikih, ki so uzivali
minimalne koli¢ine sadja in zelenjave. Urinski kvercetin in flavononi ter skupni flavonoidi
so bili po dieti z veliko koli¢ino zauzitega Sadja in zelenjave dokazano poviSani, kar
nakazuje, da prehrana, bogata s fenolnimi spojinami, ugodno vpliva na zdravje. Na
individualni ravni je bila predmet opazovanja pozitivna korelacija med spremembami vnosa
sadja in zelenjave in izloCenih flavonoidov v urinu. Poleg tega so ugotovili pozitivno
korelacijo med skupnimi fenolnimi metaboliti v vzorcih 24-urnega urina, pri katerih je bil
vnos sadja in zelenjave poveéan (300-600 g). Prav tako je bila povecana vsebnost skupnih
fenolnih spojin v jutranjem urinu, vendar v manjsi meri. Ta raziskava potrjuje, da so skupne
fenolne spojine izloCene v 24-urnem urinu boljsi pokazatelj uc¢inkovitosti kot biomarker pri
vnosu sadja in zelenjave (Spencer in sod., 2008).

2.4.1 Protimikrobno delovanje

Dokazano je, da naravne fenolne spojine zavirajo rast posameznih bakterij, gliv in virusov
(Mukhtar in Ahmad, 2000). Fenolne spojine zavirajo rast bakterij, kot npr. vrst/rodu
Escherichia coli, Salmonella in Staphylococcus aureus. Najmanj obcutljive na fenolne
spojine so kvasovke vrste Candida albicans. Rastline ta u¢inek polifenolnih spojin s pridom
uporabljajo. Ugotovili so, da se v okolici poskodbe rastline (opekline, piki Zuzelk, itd.)
poveca koncentracija teh spojin. Mocan protiglivi¢ni u€inek imajo visoke koncentracije
flavonoidov, fenolnih kislin in stilbenov. Najmoc¢neje zavirajo rast bakterij vrste Heliobacter
pylori polifenoli iz grozdne kozice (Karapinar in Sengun, 2007).

Delovanje polifenolov je lahko direktno zaviralno na dolo¢ene mikroorganizme ali pa
delujejo le kot sinergisti in povecajo ucinek ostalih konzervansov. Fenolne spojine so zelo
reaktivne in hitro tvorijo vezi z drugimi molekulami. Na protimikrobno aktivnost
polifenolov vplivajo Se prisotnost lipidov, soli, pH in temperatura.

Soli delujejo sinergisticno s polifenoli ter tako povec€ajo njihovo protimikrobno uc¢inkovitost
(Davison, 1993).
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Polifenoli delujejo neposredno proti virusom in bakterijam, saj pomagajo nevtralizirati
proste radikale, kateri unic¢ujejo celice (Bohlmann, 2014).

2.4.2 Vpliv na ozilje

Flavonoidi, kot je kvercetin, lahko ovirajo nastajanje arterioskleroze in pomagajo Kkrepiti
zile, ter s tem varujejo pred obolenji srca in ozilja. Razlike v koli¢ini zauzitih flavonoidov
so morda odgovorne za okoli 25 % razlik pri pojavljanju srénih obolenj v razli¢nih drzavah.
Tveganje za arteriosklerozo zmanjsajo lahko tudi izoflavoni. Fenolne spojine preprecujejo
oksidacijo LDL (low-density lipoproteins), ki je glavni vzrok za poapnenje zil (Mili¢ in sod.,
2008).

Polifenoli preprecujejo Skodo na oZilju, saj delujejo protivnetno. Ugodno vplivajo na srce in
ozilje, saj nekateri pomembni polifenoli izbolj$ajo pretok krvi. Pomembni viri flavonoidov
so vijolicasto obarvane vrste sadja in zelenjave, kot so rdece zelje, robide, ¢rni ribez, ¢esnje.
V orehih, malinah, nekaterih kapusnicah, borovnicah in celih pSeni¢nih zrnih najdemo
fenolne kisline. Med polifenoli je pomemben tudi resveratrol, ki ima pomembne zdravstvene
uc¢inke. Najdemo ga v rdeCem vinu, saj med proizvodnjo preide iz kozice grozdnih jagod v
vino (Bohlmann, 2014).

Flavonoidi so pomembne spojine za zdravje krvnih Zil, saj uravnavajo prepustnost in
odpornost kapilar, ter omogocajo pretok kisika, ogljikovega dioksida in drugih hranil.
Delujejo kot antioksidanti pri prepreCevanju oksidacije lipidov z nizko gostoto (LDL) in
tvorbi ateroskleroti¢nih oblog. Preprecujejo tudi prekomerno kopicenje trombocitov v krvi,
in s tem preprecujejo strjevanje krvi in poSkodbe krvnih Zil. Znanstveniki so ugotovili, da
dnevno uzivanje 4 do 5 skodelic ¢rnega €aja 4 tedne obcutno izboljSa vazodilatacijo pri
posameznikih s koronarno boleznijo (Robles-Sardin in sod., 2010).

Polifenoli ali flavonoidi zmanjSujejo moznosti za nastanek krvnih strdkov in njihovo
nalaganje na arterijske stene, ter blazijo razna vnetja. V raziskavi, ki je zajemala 805 moSkih
starejSe populacije, je bilo kar 68 % manjse tveganje za sr¢no-zilne bolezni pri moskih, ki
so uzivali najvec polifenolov, kot pri tistih, ki so jih manj. Najvec¢ teh polifenolov najdemo
v jagodiCevju, granatnem jabolku, grozdju, jabolkih, stro¢nicah, zelju, brokoliju, zeleni,
sladkem krompirju, zelenem ¢aju, oljénem olju, cokoladi in rde¢em vinu (Meredith, 2011).

2.4.3 Kancerogenost

Premajhno uzivanje sadje in zelenjave pomembno prispeva k tveganju za pojav raka.
Zmanjsanje tega tveganja je, kot nakazujejo raziskave, moc¢neje povezano z uzivanjem sadja
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in zelenjave kot z jemanjem vlaknin ter antioksidativnih vitaminov. To nakazuje, da tveganje
zmanjSujejo druge snovi, npr. fenolne spojine (Mili€ in sod., 2008).

Cloveske celice zaznajo flavonoide kot snovi, ki navadno niso prisotne v telesu. Njihova
prisotnost aktivira mehanizem za razstrupljanje, kateri odpravlja tudi mutagene in
rakotvorne snovi. Flavonoidi torej posredno lahko pomagajo odpraviti rakotvorne celice in
tako zmanj$ati tveganje za razvoj rakavih obolenj (Robles-Sardin in sod., 2010).
Epidemioloske ugotovitve in laboratorijske Studije so pokazale, da v caju prisotne
polifenolne spojine lahko zmanjSajo tveganje za razlicne bolezni, vklju¢no z rakom
(Mukhtar in Ahmad, 2000).

Dokazano je, da kvercetin povzroca v prisotnosti Cu(Il) ionov oksidativne poskodbe DNA.
Z raziskavami so ugotovili, da je mesto poskodb zelo specifi¢no in enako mestom poskodb,
ki jih povzro¢a H2O> (Dufresne in Farnworth, 2001).

Kvercetin je eden najmoc¢nejsih biolosko aktivnih ¢lanov druzine flavonoidov v sadju in
zelenjavi. Kvercetin je verjetno najbolj zasluzen za terapevtsko uéinkovitost ¢ebule. Le-ta
uc¢inkuje na ve¢ nacinov in je ena najmocnejsih protirakavih snovi, ki jih poznamo. Kvercetin
preprecuje posSkodbe celicne DNA in zavira encime, ki pospesujejo rast tumorjev. Kvercetin
je tudi protivnetna, antibakterijska, protiglivi¢na in protivirusna u¢inkovina (Carper, 2008).

OH
OH

HO O

OH

OH @)

Slika 2: Strukturna formula kvercetina (Song in sod., 2009)

Katehini inducirajo apoptozo v razliénih celi¢nih linijah in tako preprecijo izraZanje
dolocenih s tumorjem povezanih genov, kar kaze na to, da so katehini dobri kandidati za
preventivna sredstva proti raku (Torres in sod., 2002).

Stevilni dokazi potrjujejo, da imajo ljudje, ki uZivajo ve¢ sadja in zelenjave, ki so dober vir
fenolov, polovico manjSo moznost za razvoj mnogih vrst raka. V tem primeru najveckrat
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izpostavljajo rak debelega ¢revesa, maternice, jajénikov, dojke, pljucnega raka, poziralnika
in ustne votline, zelodca, mehurja ter trebusne slinavke (Carper, 2008).

Resveratrol preprecuje vse faze razvoja raka in Stevilne raziskave potrjujejo, da je uc¢inkovit
pri vecini vrst raka, vkljuéno s pljuénim in koZnim rakom, rakom dojke, prostate in rakom
zelodca. Prav tako je bilo dokazano, da polifenolne spojine zavirajo metastaze (Pandrey in
Rizvi, 2009).

SEKUNDARNE RASTLINSKE SNOVI, KI

STOPNJA RAZVOJA RAKAVE BOLEZNI | oy ppr ¢ UJEJO SPREMEMBE CELIC

ZDRAVA CELICA

KANCEROGENE SNOVI POVZROCAJO
SPREMEMBE V CELICI

CELICA Z OKVARJENIM GENOM v

' PREDRAKAVA CELICA

O

Slika 3: Sekundarne rastlinske snovi, ki preprecujejo spremembe celic (povzeto po Gavez, 2010)

2.5 URIN

Urin je sestavljen je iz 96 % vode in 4 % raztopljenih snovi, ki so posledica zauzite hrane ali
odpadni produkt organizma. SeCnina ali urea, kot organska spojina predstavlja koncne
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metabolite duSikovih spojin in s tem polovico vseh snovi v urinu. Se¢na kislina in kreatinin,
ki sta najpomembnejsi sestavini urina, sta iz telesa odstranjena zaradi toksi¢nosti. Urin
nastane s filtracijo, ki poteka skozi glomerulne kapilare. Konc¢ni urin pri zdravem cloveku
vsebuje snovi raztopljene v vodi, Ki jih telo ne potrebuje. V urinu prisotni topljenci so ioni
(K*, Na*, Mg*, H*, CI', HCOsg, ...), presnovni produkti, kot so se¢na kislina in kreatinin,
se¢nina, snovi, vnesene s hrano in s pesticidi, ter snovi, ki so lahko posledica jemanja zdravil.
Pri zdravem ¢loveku urin vsebuje tudi manjSo koli¢ino proteinov, predvsem globulinov
(Rupnik, 2005).

Z urinom, ki je bil zbran v dolocenem ¢asu, dolo¢imo ¢asovni vzorec urina. Vzorce urina
zbiramo v doloenem casovnem obdobju zaradi vpliva razlicnega telesnega napora,
bioloskega ritma ter vpliva presnove in hidratacije na samo hitrost izlo¢anja (Skitek in
Trampus Bakija, 2001).

Fenolne spojine pri ljudeh se lahko presnavljajo s konjugacijo. Te konjugirane vrste se lahko
hitro izlo¢ijo z urinom. Splo$no konjugirane fenolne spojine obsegajo skupno koncentracijo
bio oznacevalcev v urinu (Guidry in sod., 2015).

V nekaterih Studijah so ocenjevali ali skupne fenolne spojine zagotavljajo veljaven
biomarker za skupni fenolni vnos. Po podatkih ni bilo skoraj ni¢ literature, ki bi opisovala
metodo za dolo¢anje SFS (skupnih fenolnih spojin), za ugotavljanje le-teh v kompleksnih
matrikah kot je urin, ki ima mnogo motecih substanc (Medina-Remon in sod., 2009).

2.5.1 Kireatinin

Koncentracijo kreatinina doloCamo zaradi ¢asovne kontrole vzorcev urina pri dolo€eni
preiskovanki. S kreatininom izvemo, koliko je urin koncentriran. Njegovo dnevno izlo¢anje
pri dolo€eni osebi je konstantno in je odvisno od miSicne mase posameznice.

Pri razgradnji proteina kreatina v mi$i¢nem metabolizmu nastane stranski produkt kreatinin.
Zato velja, da vecji kot je vnos beljakovin, vecja je miSicna masa in vecja je koli¢ina
kreatinina. Pri Sportnikih je povecana koli¢ina kreatinina normalen pojav. Kreatinin se preko
krvi prenasa v ledvice, katere ga ve€inoma izlo¢ijo v urin. Delovanje ledvic torej lahko
ocenjujemo z nivojem Kkreatinina. Njegova koli¢ina je sorazmerna celotni miSi¢ni masi,
katera doloca pri posamezniku razli€ne vrednosti plazemske koncentracije kreatinina. Te
vrednosti se razlikujejo, saj so odvisne od vsebnosti zauzitih beljakovin v hrani, od starosti
in spola posameznika, pa tudi od rase. Vrednosti kreatinina so tako pri starej$ih osebah nizje,
vi§je pa pri moskih za razliko od Zensk (Wright in sod., 2001).

Literatura navaja, da je pri doloanju SFS v urinu, normaliziranem na kreatinin, pomembna
spremenljivka razli¢no delovanje ledvic posameznikov in posledi¢no tudi razli¢no izlo€anje
kreatinina (Zamora-Ros in sod., 2011).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 IZVEDBA POSKUSA IN ZBIRANJE VZORCEV

V raziskavi je sodelovala skupina 10 posameznic (starosti od 24 do 33 let, oz. povprec¢na
starost 28 let), katere so zauzile enake posebej pripravljene obroke tekom petih dni. V prilogi
G so prikazani natan¢nejSi podatki njihove starosti, teZe in viSine. Tekom izvajanja poskusa
S0 posameznice zbirale vzorce urina, katerega Smo uporabili za naso analizo. Tekom poskusa
je bilo pridobljenih 424 vzorcev urina, odpipetiranega v eppendorfove centrifugirke. VVzorci
so bili do ¢asa nase analize shranjeni v hladilni napravi pri -80 °C zaradi boljse ohranjenosti.

Posameznice so tekom poskusa morale zbrati celodnevni urin, vendar vsak vzorec
posami¢no. Preglednica 3 prikazuje Stevilo vzorcev glede na preiskovanko po posamic¢nih
dnevih. Prvi jutranji urin vsakega dne je vzorec odvzet takoj zjutraj po spanju. 24-urni urin
je izraCunan na podlagi vseh zaporedno pridobljenih vzorcev preiskovanke v posameznem
dnevu. Prostovoljke so transportirale svoje vzorce urina do laboratorija v posebnih
zbiralnikih za urin.

Preglednica 3: Stevilo vzorcev glede na preiskovanko po dnevih

Preiskovanka/Dan Dan 1l Dan 2 Dan 3 Dan 4 Dan 5 vsota
A 9 7 7 7 7 37

B 10 7 8 8 6 39

C 6 6 8 7 9 36

D 5 5 9 5 6 30

E 8 10 10 8 7 43

F 6 8 10 9 12 45

I 7 11 4 3 6 31

J 16 14 11 11 11 63

K 8 9 6 8 8 39

L 8 8 9 10 11 46
vsota 83 85 82 76 83 Skupna

vsota=409

Z raziskavo smo zeleli dolociti skupno koli¢ino fenolnih spojin, izmerjenih v urinu, na
skupini 10 posameznikov in narediti primerjavo, ter ovrednotiti korelacije med dolo¢enimi
SFS brez in z ekstrakcijo. Za dolo¢anje SFS smo izbrali metodo Folin-Ciocalteu s
spektrofotometri¢énimi meritvami na mikrotitrskih plos¢ah.

Dolo¢ili smo korelacijo med koli¢ino izlo¢enih fenolnih spojin v 24-urnem urinu in jutranjim
urinom, normaliziranim na kreatinin.
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3.2 MATERIAL

Raziskava je obsegala analizo skupnih fenolnih spojin v urinu.

3.21

Pribor

Avtomatske in elektronske pipete (Eppendorf, Nemcija)

Vakuumska érpalka (Biichi, Svica)

Tehtnica (Mettler Toledo, Svica)

Kolektor za ekstrakcijo na tekoci fazi (Milford, Nemdija)

Kartuse za ekstrakcijo na tekoci fazi (Water Oasis 3 mL, Milford, U.S.A)
Kolektor za ekstrakcijo na trdni fazi (Milford, Nemcija)

KartuS$e za ekstrakcijo na trdni fazi (Water Oasis 3 mL, Milford, U.S.A)
Ultrazvo¢na kopel

Mikrotitrske plosce

MilliQ sistem za ¢iS¢enje vode

Mikrotitrski ¢italnik Tecan safire

Reagenti

Amonijev klorid (Sigma-Aldrich, Nem¢ija)
Folin-Ciocalteu reagent (Sigma, Nemcija)
Galna kislina (Merck, Nemcija)

Kalcijev klorid (Sigma-Aldrich, Nemcija)
Kalijev dihidrogenfosfat (Sigma-Aldrich, Nem¢ija)
Kalijev klorid (Sigma-Aldrich, Nemcija)
Kreatinin (Sigma-Aldrich, Nemcija)
Magnezijev klorid (Sigma-Aldrich, Nemcija)
Metanol (Merck, Nemcija)

Mravljin¢na kislina (Sigma-Aldrich, Nemcija)
Natrijev citrat (Sigma-Aldrich, Nemcija)
Natrijev karbonat (Sigma-Aldrich,)

Natrijev klorid (Carlo Erba reagents, Italija)
Natrijev oksalat (Sigma-Aldrich, Nemcija)
Natrijev sulfat (Sigma-Aldrich, Nemcija)
Urea (Sigma-Aldrich, Nemcija)
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3.3 ANALIZNE METODE

Kemijske analize smo opravili v ¢asu od decembra 2011 do marca 2012 na Katedri za
tehnologije, prehrano in vino Oddelka za zivilstvo Biotehniske fakultete Univerze v
Ljubljani.

3.3.1 Priprava vzorcev

Najprej smo primerno odtalili vzorce urina (zaradi mozne degradacije polifenolov), ki so bili
zmrznjeni pri -80 °C, nato pa Se dobro premesali, zaradi prisotne usedline v nekaterih
vzorcih.

Ker vzorci urina predstavljajo razli¢na ¢asovna obdobja, so lahko bolj ali manj koncentrirani.
Zato smo jih za samo analizo razred¢ili, da smo lahko izmerili absorbanco v linearnem
obmocju. S pomocjo podatkov o koncentraciji kreatinina, smo vzorce primerno razred¢ili in
sicer z 2-kratno, 5-kratno ali 10-kratno razredg¢itvijo.

3.3.2 Dolocanje SFS v urinu s Folin-Ciocalteu metodo

Za dolocanje skupnih fenolnih spojin (SFS) v urinu sem uporabila modificirano Folin-
Ciocalteu (F-C) metodo, opisano v ¢lanku Medina-Remon in sod. (2009). F-C kolorimetrija
temelji na kemi¢ni redukciji F-C reagenta, ki je meSanica volframovih in molibdenovih
oksidov. Produkt redukcije kovinskega oksida je modro obarvan kompleks, ki absorbira
svetlobo pri 765 nm. Izmerjena absorbanca je premosorazmerna s koncentracijo fenolnih
spojin v reakcijski zmesi (Waterhouse, 2002). Ker so v urinu raztopljene snovi, ki motijo
detekcijo fenolnih spojin, je v analizo vkljucena Se predhodna ekstrakcijo na trdni fazi (SPE).
Ta pristop je okolju prijaznejsi in enostavnejsi, kot pa metoda doloc¢anja SFS s tekocinsko
kromatografijo ali z masno spektrometrijo (Medina-Remoén in sod., 2009). Metoda je
enostavna, hitra in omogoca analizo velikega Stevila vzorcev.

V poskusu smo analizirali urin s predhodno ekstrakcijo na trdni fazi in brez nje po metodi
doloc¢anja SFS z reagentom Folin-Ciocalteu s spektrofotometricnimi meritvami na
mikrotitrskih plos¢ah z metodo iz ¢lanka (Medina-Remoén in sod., 2009). Uporabili smo
priporo€ljivo in hitro metodo z uporabo kartus Water Oasis® HLB in mikrotitrskih plos¢ s
96 celicami. Prednost teh plos¢ je, da omogocajo analizo velikega Stevila vzorcev (v naSem
primeru 424) v istem Casu, saj omogocajo spektrofotometri¢ne meritve vec vzorcev hkrati.
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Ekstrakcija je izraz v kemiji za prenos snovi iz neke trdne ali tekoCe zmesi v drugo tekocino.
Glede na agregatno stanje zacetne zmesi tako razlikujemo ekstrakcijo trdno-tekoce in

VW W

tekocCe-tekoce. Ekstrakcijo pogosto uporabljamo pri izolaciji in ¢iScenju produktov reakcij
(Dolenc, 2013).

Ekstrakcija je sestavljena in dveh zaporednih faz. V prvi zdruzimo zmes s topilom, v drugi
pa obe fazi lo¢imo. Celotni proces razdelimo v tri stopnje, in sicer fazna sprememba pri
raztapljanju topljenca, naslednja faza je difuzija topljenca v topilu, ki se nahaja v porah
trdnega materiala na povrsino delca ter zadnja faza, ki je prenos topljenca skozi tekocinski
film na povrsini delca v glavni tok topila (Knez in Skerget, 2009).

Ekstrakcija je zelo pomemben korak za izolacijo, identifikacijo in uporabo fenolnih spojin.
Solventna ekstrakcija in ekstrakcija s super kriticnimi tekofinami so najpogostejse
uporabljene tehnike za izolacijo fenolov. Predmet Stevilnih raziskovanj na temo pridobivanja
in analize polifenolov je najpogosteje osredoto¢ena na rastlinske polifenole, ki jih najdemo
v zelenjavi, sadju, vinu, kavi, ¢aju, zelis¢ih in v Zitih (Ignat in sod., 2011). Metoda, kot je
SPE z uporabo trdnega absorbenta, je dobra za pridobivanje flavonoidov (Tsao in
McCallum, 2010).

Ekstrakcijo na trdni fazi smo izvedli z uporabo kolektorja za ekstrakcijo, kot je razvidno iz
slike 4. Za ¢is¢enje motedih snovi smo uporabili kartuse Water Oasis® HLB 3-mL, ki smo
jih namestili na stekleni pokrov kolektorja. Skozi kartuse smo za aktivacijo trdne faze
spustili 2 mL 1,5 mol/L mravljin¢ne kisline in 2 mL vodne metanolne raztopine (95:5
volumskih delezev). Nato smo skozi spustili §¢ 1 mL vzorca, SFS pa smo eluirali z 1 mL
metanola, ki je vseboval 1 mL/L mravljinéne kisline. Za ekstrahiranje standardnih raztopin
umeritvene krivulje smo uporabili isti postopek.
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Slika 4: Prikaz kolektorja za ekstrakcijo na trdni fazi, kartus za ekstrakcijo in vakuumske ¢rpalke

3.3.3 Modificirana F-C metoda (Medina-Remon in sod., 2009)

Na mikrotitrsko plos¢o smo odmerili 15 uL vzorca ali eluirane frakcije pri SPE z 170 pL
destilirane vode, dodali 12 pL F-C reagenta in 30 pL natrijevega karbonata. Nato smo to
meSanico inkubirali 1 h pri sobni temperaturi ter v temnem prostoru, da je reakcija med F-C
reagentom in SFS v vzorcu potekala nemoteno.
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& <=, 12 WL F-Creagenta,raztoplenega v 170 uL destliane vode

< — 30 pL Na,CO, (200g/1)
Inkubacija: 1h, prisobni T, vtemi

73 pL destilirane vode

Slika 5: Shematski prikaz dolo¢anja skupnih fenolnih spojin s Folin-Ciocalteu metodo (Medina-Remon in sod.,
2009)

Merjenje absorbance smo izvajali v laboratoriju Katedre za biotehnologijo, mikrobiologijo
in varnost zivil Oddelka za zivilstvo Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani.

Nasim vzorcem na mikrotitrskih plos¢ah smo izmerili absorbanco pri valovni dolzini 745
nm s pomocjo instrumenta, ki ga imenujemo mikrotitrski ¢italnik Tecan safire, kateri je
razviden iz slike 6. Mikrotitrske plosce s 96 celicami smo vstavili v aparaturo, katera je z
Magellanovim programom numeri¢no podala izmerjene rezultate.
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safire?

Slika 6: Prikaz mikrotitrskega ¢italnika za merjenje absorbance

3.3.4 Priprava sinteticnega urina

Sinteti¢ni urin smo uporabili za pripravo slepega vzorca in standardnih raztopin. Po Griffith
in sod. (1976) smo uporabili navodila, kjer so pripravili sinteti¢ni urin tako, da je vseboval
11 topljencev v koncentracijah, ki se jih obi¢ajno najde v 24-urnem urinu povprecnega
zdravega ¢loveka. Natehtali smo kemikalije in pripravili raztopino z vsebnostjo doloc¢enih
kemikalij: CaCl2-2H20 (0,65 g/L), MgCi2-6H20 (0,651 g/L), NaCl (4,6 g/L), Na2SO4 (0,651
g/L), Na; citrat-2H>0 (0,65 g/L), Naz oksalat (0,020 g/L), KH2PO4 (2,8 g/L), KCI (1,6 g/L),
NH4CI (1,0 g/L), urea (25 g/L) in kreatinin (1,1 g/L).

3.3.5 Priprava umeritvene krivulje

Z Folin-Ciocalteu metodo za doloc¢anje vsebnosti fenolov uporabimo galno Kislino kot
standard (Ramirez-Sanchez in sod., 2010). Galno kislino smo uporabili za pripravo
umeritvene krivulje. Najprej smo pripravili izhodno raztopino tako, da smo natehtali 3 mg
galne kisline (300 mg/L) v 10 mL merilno bucko in jo napolnili do oznake s sinteti¢nim
urinom. Iz osnovne raztopine galne Kisline smo pripravili z ustreznim razred¢evanjem
razlicne koncentracije standardnih raztopin (3, 30, 60, 90, 120, 150 mg/L). Pripraviti je
potrebno dve razli¢ni umeritveni krivulji.
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Za prvo umeritveno krivuljo smo pripravili standardne raztopine, kot je opisano, nato je
sledil postopek dolocanja SFS enak kot za vzorce (slika 5). Standardne raztopine druge
umeritvene krivulje smo pa najprej dali na SPE in Sele nato dolocili SFS. Vse vzorce smo
preracunali glede na umeritveni krivulji iz prilog A in B.

3.3.6 Dolocanje kreatinina

Vsak vzorec je bil definiran z volumnom urina (mL) in dolo¢eno vsebnostjo kreatinina
(mmol/L). Vsak vzorec smo nato normalizirali s koncentracijo kreatinina (mmol/L).
Koncentracijo kreatinina so dolo¢ili po spektrofotometricni metodi z analizo na
Univerzitetnem klinicnem centru Ljubljana, Klini¢nem inStitutu za klinicno kemijo in
biokemijo v Ljubljani. Analizo na kreatinin so dolo¢ili v vzorcih urina brez ekstrakcije.
Koncentracija SFS je odvisna od stopnje razredcitve urina, zato smo uporabili koncentracijo
kreatinina za normalizacijo rezultatov.

3.4 OBDELAVA IN UREJANJE PODATKOV

Za obdelavo in urejanje podatkov smo uporabili raunalniski program Excel. Uporaba
racunalniskega programa SPSS pa nam je omogocila statisticno urejanje in obdelavo nasih
podatkov.

Statisti¢na obdelava podatkov je zajemala dolo¢anje:

-Aritmeticne sredine, ki je seStevek vseh spremenljivk, deljena s Stevilom podatkov.
Aritmeti¢na sredina velja za najpogosteje uporabljeno srednjo vrednost.

-Pearsonovega koeficienta korelacije, s katerim smo dolo¢ili jakost povezave oz. korelacijo.
Ta obsega vrednosti na intervalu od -1 do +1. O linearni funkcijski zvezi med
spremenljivkami lahko govorimo, ko je Pearsonov koeficient -1 ali 1. Ce povezava ni
linearna ga ne moremo uporabiti kot mero povezanosti dveh Stevilskih spremenljivk. V
literaturi najdemo navedene intervale za dolocitev povezanosti: 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 (mocna)
povezanost; 1: popolna (funkcijska) povezanost. Pearsonov koeficient se uporablja za
natanno mero povezanosti, kjer regresijska premica grafi¢no predstavlja korelacijo
(Kosmelj, 2007).
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4 REZULTATI

4.1 KOLICINA 1ZLOCENIH SKUPNIH FENOLNIH SPOJIN PRI DESETIH
PREISKOVANKAH NORMALIZIRANA NA KREATININ

Koli¢ino izlo¢enih SFS, normalizirane na kreatinin, bomo predstavili grafi¢no na slikah od
7 do 16 glede na vsako posameznico. Casovna skala je pri vsaki posameznici individualna,
saj njihovega zivljenjskega stila nismo omejevali in zato se je zaCel poskus za vsako
posameznico ob razli¢ni uri prvega dne. Vsi grafi prikazujejo koli¢ino izlo¢enih SFS,
normaliziranih na kreatinin, dolo¢anih v vzorcih po ekstrakciji in brez ekstrakcije na trdni
fazi.

Dolocanje SFS desetih preiskovank smo dolocili s Folin-Ciocalteu metodo. VVzorce urina
smo zbirali 5 zaporednih dni, ter tako pridobili 424 vzorcev. Ker sta posameznici G in H
odstopili od poskusa, smo 15 vzorcev izlo€ili pri rezultatih (pri G: N=6, H: N=9), tako da
smo v nasih rezultatih konkretno uporabili 409 vzorcev, Kar je razvidno iz preglednice 3.
Dolocanje SFS desetih preiskovank smo izvedli v vzorcih urina po SPE in brez predhodne
SPE. SFS smo dolocali v Stirih paralelkah, en rezultat pa smo izlo¢ili in preracunali
povprecje ostalih treh. SFS brez in s SPE smo dolocili s pomoc¢jo umeritvenih krivulj iz
priloge, na podlagi katerih je bila izraCunana koli¢ina SFS v posami¢nem vzorcu (N=409),
kar je razvidno iz preglednice 3, ki prikazuje Stevilo vzorcev glede na preiskovanko po
dnevih. Koli¢ino izlo¢enih skupnih fenolnih spojin normalizirano na kreatinin smo izrazili
v ekvivalentih galne kisline (mg GA/mmol kreatinina).

Slika 7 prikazuje koli¢ino izlocenih SFS pri preiskovanki A, z ekstrakcijo in brez nje.
Vrednosti nihajo pri metodi z ekstrakcijo (s SPE) od 10,17 do 69,05 mg GA/mmol
kreatinina, povprecna vrednost pri SPE pa znasa 33,60 mg GA/mmol kreatinina. Pri metodi
brez ekstrakcije pa pri preiskovanki A znaSajo vrednosti koncentracije skupnih fenolnih
spojin od 22,81 do 74,18 mg GA/mmol kreatinina; povprecna vrednost pa je 51,05 mg
GA/mmol kreatinina.
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Slika 7: Koli¢ina izlo¢enih skupnih fenolnih spojin normalizirana na kreatinin v ekvivalentih galne kisline (mg
GAE/mmol kreatinina) pri preiskovanki A z ekstrakcijo in brez ekstrakcije.

Predstavljeni rezultati kaZejo, da je v vseh dneh imela najvecjo doloceno koli¢ino izlo€enih
SFS, dolo¢enih s SPE, v ponedeljek zvecer okrog 18 ure, najmanjso pa v torek okrog 20 ure.
Pri dolo¢anju brez SPE je preiskovanka A dosegla najmanjSo vrednost v Cetrtek zjutraj,
najvecjo pa v soboto zjutraj. V ponedeljek opazimo nekoliko vi§jo koli¢ino izlo¢enih SFS v
vzorcih s SPE kot v vzorcih brez predhodne ekstrakcije.

Slika 8 prikazuje koli¢ino izlo¢enih SFS v vzorcih z ekstrakcijo in brez pri preiskovanki B.
Vrednosti nihajo pri metodi z ekstrakcijo (s SPE) od 3,17 do 198,91 mg GA/mmol
kreatinina, povprecna vrednost pri SPE pa znasa 35,18 mg GA/mmol kreatinina. Pri metodi
brez ekstrakcije pa pri preiskovanki B znasajo vrednosti koncentracije skupnih fenolnih
spojin od 14,43 do 101,27 mg GA/mmol kreatinina; povprecna vrednost pa 41,50 mg
GA/mmol kreatinina.
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Slika 8: Koli¢ina izlo¢enih skupnih fenolnih spojin normalizirana na kreatinin v ekvivalentih galne kisline (mg
GAE/mmol kreatinina) pri preiskovanki B z ekstrakcijo in brez ekstrakcije.

Rezultati preiskovanke B kazejo, da je v vseh dneh imela najmanjSo dolo¢eno koli¢ino
izlo¢enih SFS, dolocenih s SPE, v torek zveCer okrog 22 ure, najvecjo pa v ponedeljek
popoldne. Pri dolo¢anju brez SPE je preiskovanka B dosegla najvisjo vrednost v ponedeljek
nekaj po 20 uri, najmanjSo pa v torek popoldne. V ponedeljek tekom dneva opazimo
nekoliko visjo koli¢ino izlocenih SFS v vzorcih s SPE kot v vzorcih brez predhodne
ekstrakcije.

Slika 9 prikazuje koli¢ino izlo¢enih SFS pri preiskovanki C z ekstrakcijo in brez nje.
Vrednosti nihajo pri metodi z ekstrakcijo (s SPE) od 7,04 do 154,93 mg GA/mmol
kreatinina, povpre¢na vrednost pri SPE pa znasa 42,50 mg GA/mmol kreatinina. Pri metodi
brez ekstrakcije pa pri preiskovanki C znasajo vrednosti koncentracije skupnih fenolnih
spojin od 35,74 do 104,55 mg GA/mmol kreatinina; povpre¢na vrednost pa 60,04 mg
GA/mmol kreatinina.
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Slika 9: Koli¢ina izlo¢enih skupnih fenolnih spojin normalizirana na kreatinin v ekvivalentih galne kisline (mg
GAE/mmol kreatinina) pri preiskovanki C z ekstrakcijo in brez ekstrakcije.

Najvi§jo koli€¢ino izlocenih SFS po doloc¢anju s SPE preiskovanka C doseze v cetrtek,
najmanjSo pa v torek zvecer. Z dolocanjem brez SPE pa opazimo najmanjSo vrednost v torek
zjutraj, najvecjo pa v Cetrtek okrog 18 ure. Rezultati preiskovanke C kazejo, da je v
ponedeljek popoldne in v ¢etrtek imela nekoliko povisano vrednost SFS v vzorcih s SPE kot
v vzorcih brez predhodne ekstrakcije.

Slika 10 prikazuje koli¢ino izlocenih SFS pri preiskovanki D v vzorcih z ekstrakcijo in brez
nje. Vrednosti nihajo pri metodi z ekstrakcijo (s SPE) od 2,14 do 78,94 mg GA/mmol
kreatinina, povpre¢na vrednost pri SPE pa znasa 24,40 mg GA/mmol kreatinina. Pri metodi
brez ekstrakcije pa pri preiskovanki D znasajo vrednosti koncentracije skupnih fenolnih
spojin od 19,25 do 78,97 mg GA/mmol kreatinina; povpre¢na vrednost pa 49,26 mg
GA/mmol kreatinina.
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Slika 10: Koli¢ina izlo¢enih skupnih fenolnih spojin normalizirana na kreatinin v ekvivalentih galne kisline
(mg GAE/mmol kreatinina) pri preiskovanki D z ekstrakcijo in brez ekstrakcije.

Predstavljeni rezultati nam sporocajo, da je v vseh dneh imela najvec¢jo doloceno koli¢ino
izlo¢enih SFS v vzorcih s SPE v ponedeljek po 13 uri, najmanj$o pa v sredo zjutraj. Pri
dolo¢anju brez SPE je preiskovanka D dosegla najmanj$o vrednost v Cetrtek zjutraj, najvecjo
pa v petek popoldne. V ponedeljek opazimo nekoliko visjo koli¢ino izlo¢enih SFS v vzorcih
s SPE v primerjavi z vzorci brez predhodne ekstrakcije.

Slika 11 prikazuje koli¢ino izlo¢enih SFS pri preiskovanki E v vzorcih z ekstrakcijo in brez
nje. Vrednosti nihajo pri metodi z ekstrakcijo (s SPE) od 7,75 do 139,59 mg GA/mmol
kreatinina, povprec¢na vrednost pri SPE pa znasa 40,89 mg GA/mmol kreatinina. Pri metodi
brez ekstrakcije pa pri preiskovanki E znaSajo vrednosti koncentracije skupnih fenolnih
spojin od 33,47 do 189,05 mg GA/mmol kreatinina; povprecna vrednost pa 57,29 mg
GA/mmol kreatinina.
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Slika 11: Koli¢ina izlo¢enih skupnih fenolnih spojin normalizirana na kreatinin v ekvivalentih galne kisline
(mg GAE/mmol kreatinina) pri preiskovanki E z ekstrakcijo in brez ekstrakcije.

Rezultati preiskovanke E kazejo, da je v vseh dneh imela najmanjSo doloc¢eno koli¢ino
izlo¢enih SFS, dolocenih s SPE, v soboto zjutraj, najvecjo pa v ponedeljek proti veceru. Pri
dolocanju brez SPE je preiskovanka E dosegla najvi§jo vrednost v ponedeljek zjutraj,
najmanj$o pa v sredo zjutraj. V ponedeljek popoldne opazimo nekoliko vi§jo koli¢ino
izlo¢enih SFS v vzorcih s SPE v primerjavi z vzorci brez predhodne ekstrakcije.

Slika 12 prikazuje koli¢ino izlo¢enih SFS pri preiskovanki F v vzorcih z ekstrakcijo in brez
nje. Vrednosti nihajo pri metodi z ekstrakcijo (s SPE) od 3,37 do 144,67 mg GA/mmol
kreatinina, povpre¢na vrednost pri SPE pa znasa 38,78 mg GA/mmol kreatinina. Pri metodi
brez ekstrakcije pa pri preiskovanki F znasajo vrednosti koncentracije skupnih fenolnih
spojin od 7,95 do 350,36 mg GA/mmol kreatinina; povpre¢na vrednost pa 68,43 mg
GA/mmol kreatinina.
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Slika 12: Koli¢ina izlo¢enih skupnih fenolnih spojin normalizirana na kreatinin v ekvivalentih galne kisline
(mg GAE/mmol kreatinina) pri preiskovanki F z ekstrakcijo in brez ekstrakcije.

Iz rezultatov najvisjo kolic¢ino izlo¢enih SFS po dolo¢anju s SPE preiskovanka F doseze v
torek pozno zvecer, najmanjSo pa v sredo zgodaj zjutraj. Z doloCanjem brez SPE pa opazimo
najmanj$o vrednost v ponedeljek po 13 uri, najvecjo pa v torek pozno zvecer. Rezultati
preiskovanke E kazejo, da je v ponedeljek in petek popoldne imela malce povisano vrednost
SFS v vzorcih s SPE v primerjavi z vzorci brez predhodne ekstrakcije.

Slika 13 prikazuje koli¢ino izlocenih SFS pri preiskovanki I v vzorcih z ekstrakcijo in brez
nje. Vrednosti nihajo pri metodi z ekstrakcijo (s SPE) od 2,94 do 175,28 mg GA/mmol
kreatinina, povpre¢na vrednost pri SPE pa znasa 24,85 mg GA/mmol kreatinina. Pri metodi
brez ekstrakcije pa pri preiskovanki I znasajo vrednosti koncentracije skupnih fenolnih
spojin od 20,26 do 57,33 mg GA/mmol kreatinina; povpre¢na vrednost pa 42,28 mg
GA/mmol kreatinina.
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Slika 13: Koli¢ina izlo¢enih skupnih fenolnih spojin normalizirana na kreatinin v ekvivalentih galne kisline
(mg GAE/mmol kreatinina) pri preiskovanki | z ekstrakcijo in brez ekstrakcije.

Predstavljeni rezultati nam sporocajo, da je v vseh dneh imela najmanjSo dolo¢eno koli¢ino
1zloCenih SFS, dolocenih s SPE v torek okrog 22 ure, najvisjo pa v ponedeljek po 14 uri. Pri
dolocanju brez SPE je preiskovanka I dosegla najmanjSo vrednost v ponedeljek dopoldne,
najvecjo pa zvecer istega dne. V ponedeljek opazimo bistveno visjo koli¢ino izlo¢enih SFS
v vzorcih s SPE kot v vzorcih brez predhodne ekstrakcije.

Slika 14 prikazuje koli¢ino izlo¢enih SFS pri preiskovanki J v vzorcih z ekstrakcijo in brez
nje. Vrednosti nihajo pri metodi z ekstrakcijo (s SPE) od 6,36 do 168,62 mg GA/mmol
kreatinina, povpre¢na vrednost pri SPE pa znasa 40,84 mg GA/mmol kreatinina. Pri metodi
brez ekstrakcije pa pri preiskovanki J znaSajo vrednosti koncentracije skupnih fenolnih
spojin od 35,73 do 94,29 mg GA/mmol kreatinina; povpre¢na vrednost pa 53,59 mg
GA/mmol kreatinina.
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Slika 14: Koli¢ina izlo¢enih skupnih fenolnih spojin normalizirana na kreatinin v ekvivalentih galne kisline
(mg GAE/mmol kreatinina) pri preiskovanki J z ekstrakcijo in brez ekstrakcije.

Rezultati preiskovanke J kazejo, da je v vseh dneh imela najmanjSo doloc¢eno koli¢ino
izlo¢enih SFS, dolo¢enih s SPE, v ponedeljek po 11 uri, najvecjo pa v ponedeljek po 14 uri.
Pri dolocanju brez SPE je preiskovanka J dosegla najvisjo vrednost v ponedeljek zvecer,
najmanj$o pa v soboto zjutraj. VV ponedeljek tekom dneva opazimo nekoliko visjo koli¢ino
izlo¢enih SFS v vzorcih s SPE kot v vzorcih brez predhodne ekstrakcije.

Slika 15 prikazuje koli¢ino izlo¢enih SFS pri preiskovanki K v vzorcih z ekstrakcijo in brez
nje. Vrednosti nihajo pri metodi z ekstrakcijo (s SPE) od 6,23 do 55,62 mg GA/mmol
kreatinina, povpre¢na vrednost pri SPE pa znasa 26,25 mg GA/mmol kreatinina. Pri metodi
brez ekstrakcije pa pri preiskovanki K znaSajo vrednosti koncentracije skupnih fenolnih
spojin od 14,65 do 120,88 mg GA/mmol kreatinina; povprecna vrednost pa 50,48 mg
GA/mmol kreatinina.
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Slika 15: Koli¢ina izlo¢enih skupnih fenolnih spojin normalizirana na kreatinin v ekvivalentih galne kisline
(mg GAE/mmol kreatinina) pri preiskovanki K z ekstrakcijo in brez ekstrakcije.

1z rezultatov najvi§jo koli¢ino izlo€enih SFS po dolo¢anju s SPE preiskovanka K doseze v
ponedeljek popoldne, najmanjSo pa v ponedeljek po 12 uri. Z doloCanjem brez SPE pa
opazimo najmanj$o vrednost v torek zveler, najveCjo pa v Cetrtek zvecer. Rezultati
preiskovanke K v ponedeljek kazejo na rahlo povisanost vrednosti SFS v vzorcih s SPE kot
v vzorcih brez predhodne ekstrakcije.

Slika 16 prikazuje koli¢ino izlo¢enih SFS pri preiskovanki L v vzorcih z ekstrakcijo in brez
nje. Vrednosti nihajo pri metodi z ekstrakcijo (s SPE) od 9,59 do 258,08 mg GA/mmol
kreatinina, povprecna vrednost pri SPE pa znasa 34,44 mg GA/mmol kreatinina. Pri metodi
brez ekstrakcije pa pri preiskovanki L znaSajo vrednosti koncentracije skupnih fenolnih
spojin od 25,58 do 57,20 mg GA/mmol kreatinina; povpre¢na vrednost pa 39,84 mg
GA/mmol kreatinina.
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Slika 16: Koli¢ina izlo¢enih skupnih fenolnih spojin normalizirana na kreatinin v ekvivalentih galne kisline
(mg GAE/mmol kreatinina) pri preiskovanki L z ekstrakcijo in brez ekstrakcije.

Predstavljeni rezultati nam sporoc¢ajo, da je v vseh dneh imela preiskovanka L najmanj$o
dolo¢eno koli¢ino izlocenih SFS, doloc¢enih s SPE, v sredo okrog 10 ure, najvi§jo pa v
ponedeljek po 13 uri. Pri dolo¢anju brez SPE je preiskovanka L dosegla najmanjSo vrednost
v ponedeljek dopoldne, najvecjo pa zvecer istega dne. V ponedeljek opazimo bistveno visjo
koli¢ino izlo¢enih SFS v vzorcih s SPE kot v vzorcih brez predhodne ekstrakcije.

Iz priloge C so razvidni izraGunani vsi Pearsonovi koeficienti korelacije za vsako
posameznico posebej tekom vseh preiskovanih dni. Ti nam povedo, kak$na je povezanost
izlo¢enih SFS, normalizirano na kreatinin med vzorci s SPE in vzorci brez SPE. Pri osebah
C, D, I, K znas$ajo vrednosti koeficienta od 0,010 pri preiskovanki C, 0,064 pri preiskovanki
K, 0,130 pri preiskovanki I in 0,164 pri preiskovanki D, kar nam pove, da je povezanost
neznatna, vendar pozitivna. Med 0,2 in 0,4 znaSajo vrednosti pri osebah A, B, J in L, kar
nakazuje na Sibko povezanost. Zmerni povezanosti glede na izbrani metodi dolo¢anja SFS z
ekstrakcijo in brez nje sta se najbolj priblizali posameznici E in F. V prilogi D pa so prikazani
izraCunani Pearsonovi koeficienti korelacije za vsak dan posebej. V ponedeljek (r = 0,169)
in petek (r = 0,176) je bila povezanost pozitivna, vendar neznatna. Sibka povezanost se je
pojavila v sredo (r = 0,239) in Cetrtek (r = 0,274). V torek pa je bila povezanost visoka, kjer
je Pearsonov koeficient korelacije znaSal r = 0,771.
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Rezultati koli¢ine izlocenih skupnih fenolnih spojin, normaliziranih na kreatinin se med
posameznicami nekoliko razlikujejo, saj literatura navaja, da se absorpcija in metabolizem
polifenolov iz hrane med posamezniki razlikuje (Zamora-Ros in sod., 2011).

Folin-Ciocalteu metoda za dolo¢anje vsebnosti skupnih fenolnih spojin je nespecifi¢na,
vendar pogosto uporabljena metoda, saj na rezultate vplivajo tudi druge reducirajoce
substance. To so substance, kot so npr. nekatere aminokisline, organske kisline, reducirajoci
sladkorji in drugi reducenti (Prior in sod., 2005). To je gotovo eden izmed razlogov za
razli¢ne koncentracije SFS, ki jih dolo¢imo s F-C metodo.

4.2 PRIMERJAVA DOLOCENIH VREDNOSTI SKUPNIH FENOLNIH SPOIJIN V
URINU Z IN BREZ EKSTRAKCIJE NA TRDNI FAZI

Izbrali smo primerjavo glede na izbrano metodo priprave vzorca, da bi ugotovili, katera
metoda je boljsa in ali je potrebna predhodna ekstrakcije na trdni fazi pri pripravi vzorca. Za
primerjavo med metodama smo obravnavali celotno Stevilo izbranih vzorcev, vklju¢no z
dvema preiskovankama (preiskovanka G in H), ki sta od poskusa izstopili pred¢asno
(N=424).
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Slika 17: Koncentracija skupnih fenolnih spojin v urinu v mg galne kisline/L dolo¢enih z ekstrakcijo na trdni
fazi (SPE) in brez SPE.
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Graf, ki je razviden iz slike 17, je prikazan z logaritemsko skalo, zaradi gostote podatkov
(N=424). Vrednosti koncentracij skupnih fenolnih spojin v urinu, dolo¢enih v vzorcih z
ekstrakcijo na trdi fazi, se gibljejo od 16,87 mg GA/L do 1673,26 mg GA/L, povprecna
vrednost pa znasa 176,36 mg GA/L. Vrednosti koncentracij SFS brez ekstrakcije pa se
gibljejo med 33,60 mg GA/L in 1421,39 mg GA/L, vrednost povprecja pa znasa 320,82 mg
GAI/L.

Ugotovili smo, da nam dolocen Pearsonov koeficient korelacije, ki znasa 0,505, pove
zmerno (srednjo) povezanost med izbranima metodama priprave vzorca (Kosmelj, 2007).
Dolocen Pearsonov koeficient korelacije nam v nasi raziskavi poda zelo dobro povezanost
glede na ogromno Stevilo podatkov, ki v naSem poskusu obsega 424 vzorcev.

Zamora-Ros in sodelavci trdijo, da je F-C metoda z ekstrakcijo na trdni fazi hitro in dobro
merilo za dolocanje celotne vsebnosti polifenolov (Zamora-Ros in sod., 2011).

Koncentracije SFS s SPE so, kot smo predvidevali, nizje od koncentracij dolo¢enih brez
SPE.

Vrednosti dolo¢enih SFS, normaliziranem na kreatinin, katere smo dolo¢ili z ekstrakcijo na
trdni fazi, so naceloma manjSe, kot tiste brez ekstrakcije. Razlike v vrednosti med
dolocenimi SFS z in brez ekstrakcije vsak dan se pojavijo zaradi dolo¢enih motecih spojin
(aminokisline, organske kisline, reducirajo¢i sladkorji in drugi reducenti), ki se poleg
polifenolov pojavijo v urinu. Pri metodi dolo¢anja SFS brez ekstrakcije na trdni fazi so te
spojine prisotne in reagirajo z F-C reagentom, kar daje "lazno" previsok rezultat.

4.3 IZRACUNANA KOLICINA IZLOCENIH SKUPNIH FENOLNIH SPOJIN PRI
DESETIH PREISKOVANKAH V 24-URNEM URINU

V nasi raziskavi nas je zanimala koli¢ina izlo¢enih SFS v 24 urah (v enem dnevu), pri ¢emer
so preiskovanke uzivale iste obroke tekom preiskovalnih dni. Ker imamo deset preiskovank
in pet dni je N=50.

Maso izlo¢enih SFS (mg) v 24 urah smo izracunali tako, da smo koncentracije z upostevano
razredcitvijo vzorca (mg/L) pomnozili z volumnom posamicnega vzorca (mL) in maso
izlocenih SFS posameznih vzorcev seSteli. Vsote smo narisali po dnevih glede na
posameznico ter glede na metodo brez SPE (slika 18) in s SPE (slika 19).
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Slika 18: Koli¢ina dnevno izlo¢enih skupnih fenolnih spojin v mg GA pri desetih preiskovankah dolo¢enih
brez ekstrakcije na trdni fazi (brez SPE).

Vrednosti koli¢in izlo¢enih skupnih fenolnih spojin v 24-urnem urinu (mg) brez ekstrakcije
pri preiskovankah glede na dan se zelo razlikujejo med seboj. Najnizje vrednosti znasajo
273,85 mg pri preiskovanki L, najvisje vrednosti pa 933,07 mg pri preiskovanki F za vse
dni.

V ponedeljek znasajo izlo¢ene vrednosti preiskovank od 278,65 mg do 661,68 mg. Izracunali
smo $e povpreéno vrednost izloCenih SFS za ponedeljek, ki znasa 451,26 mg z standardno
deviacijo (SD) 125,29 mg. V tem obmocju povpreja so vse preiskovanke, razen
preiskovanke I, ki odstopa z 278,64 mg, preiskovanke A (631,66 mg) in preiskovanke E
(661,69 mg).

V torek je povprecje izlocenih SFS 532,81 mg s SD 130,71 mg, vrednosti izlo¢enih SFS so
v obmocju od 279,86 mg do 666,97 mg. V torek najbolj odstopata od povpreéja preiskovanki
B (279,86 mg) in L (329,99 mg) ter preiskovanka A (666,97 mg).

Koli¢ina izlo¢enih SFS v sredo je od 273,85 mg do 646,71 mg s povpre¢no vrednostjo
450,56 mg in SD 127,08 mg. Najbolj odstopajo preiskovanke B (307,51 mg), | (287,17 mg),
L (273,85 mg) ter E (579,17 mg) in F (646,71 mg).

V Cetrtek se vrednosti izlo¢enih SFS gibljejo od 293,33 mg do 717,11 mg. Povprecje za ta
dan znasa 540,42 mg s SD 160,43 mg. Najbolj odstopata preiskovanki A (717,11 mg) in C
(707,83 mg), ter preiskovanki B (293,33 mg) in L (324,47 mg).
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V petek pa je najvisja koli¢ina izlocenih SFS 933,07 mg, najnizja pa 314,38 mg. Povprecje
izlo¢enih SFS vseh preiskovank pa znasa 616,92 mg s SD 223,08 mg. Vse preiskovanke se
gibljejo v omenjenem obmocju, razen preiskovanke I, kjer znasa koli¢ina izlo¢enih SFS
314,38 mg, ter preiskovank A (922,89 mg) in F (933,07 mg), katerih koli¢ina je nekoliko
vi§ja.

Prvi dan je v urinu brez SPE najmanjsa koli¢ina izlocenih SFS pri preiskovanki I, najvecja
pa pri preiskovanki E. V torek znasa najvecja vrednost izlo¢enih SFS pri preiskovanki A,
najmanj$a pa pri preiskovanki B. Tretji dan dosega najmanjSo izlo¢eno vrednost SFS
preiskovanka L, najvecjo pa preiskovanka F. V Cetrtek pa je preiskovanka A izlocila najvec
SFS, najmanj pa preiskovanka B. Zadnji dan pa dosega najmanjSo vrednost izlo¢enih SFS
preiskovanka I, najveCjo pa preiskovanka F. Iz rezultatov lahko razberemo, da je
preiskovanka A dosegla najvecjo koli¢ino izlocenih SFS v 24-urnem urinu v torek in Cetrtek,
za razliko od preiskovanke B, ki je ta dva dneva izlo¢ila najmanjSo koli¢ino. Tudi
preiskovanka F je dosegla najvecje koli¢ine v dveh dnevih, v sredo in petek, medtem ko je
preiskovanka | v petek in ponedeljek dosegla najnizjo vrednost.
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Slika 19: Koli¢ina dnevno izlo€enih skupnih fenolnih spojin v mg GA pri desetih preiskovankah dolo¢enih z
ekstrakcijo na trdni fazi (s SPE).

Vrednosti koli¢in izlo¢enih skupnih fenolnih spojin v 24-urnem urinu (mg) z ekstrakcijo na
trdi fazi (s SPE) pri preiskovankah glede na dan se zelo razlikujejo med seboj.
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Najnizje vrednosti znasajo 51,41 mg pri preiskovanki I, najvisje vrednosti pa 735,92 mg pri
preiskovanki C za vse dni. V ponedeljek znasajo izlocene vrednosti preiskovank od 119,54
mg do 486,73 mg. Izracunali smo $e povpre¢no vrednost izlo¢enih SFS za ponedeljek, ki
znasa 340,16 mg s SD 134,32 mg. V tem obmoc¢ju povprecja so vse preiskovanke, razen
preiskovank A (478,57 mg), C (486,73 mg), ki odstopata, ter F (119,54 mg) in | (182,39

mQ).

V torek je povprecje izlocenih SFS 532,81 mg s SD 130,71 mg, vrednosti izlocenih SFS pa
so v obmo¢ju od 279,86 mg do 666,97 mg. V torek odstopata preiskovanki B (104,16 mg)
in D (129,05 mg), ter preiskovanka E (317,07 mg). Povprecje pa znasa 219,54 mg s SD
77,60 mg.

Koli¢ina izlo¢enih SFS v sredo je od 51,41 mg do 392,22 mg. Najbolj odstopa preiskovanka
I (51,41 mg) in preiskovanka A (392,22 mg). Povprecna vrednost znasa 251,81 mg s SD
101,40 mg.

V cCetrtek se vrednosti izlo¢enih SFS gibljejo od 205,55 mg do 735,92 mg. Povprecje za ta
dan znasa 341,14 mg s SD 166,33 mg. Odstopa samo preiskovanka C z 735,92 mg izlo¢enih
SFS.

V petek pa je najvi§ja koli¢ina izlocenih SFS 461,26 mg, najniZja pa 196,03 mg. Povprecje
izlo¢enih SFS vseh preiskovank pa znasa 300,91 mg 101,71 mg. Odstopajo preiskovanke A
(448,25 mg), E (419,83 mg), F (461,26 mg), ter preiskovanka K z najnizjo izlo¢eno koli¢ino
SFS, ki znaSa 196,03 mg.

Pri uporabi ekstrakcije na trdni fazi za dolo¢anje SFS smo v ponedeljek opazili najvecjo
koli¢ino izlo¢enih SFS pri preiskovanki C, najmanjSo pa pri preiskovanki F. Naslednji dan
je najmanjsa vrednost znaSala pri preiskovanki B, najvecja pa pri E. V sredo je preiskovanka
A izlo¢ila najve¢ SFS za razliko od preiskovanke I, ki je ta dan izlo¢ila najmanj SFS.
Preiskovanka B je v Cetrtek dosegla najmanj$o vrednost, preiskovanka C pa najvisjo. Zadnji
dan pa je najve¢ izloCenih SFS bilo dolo¢enih pri preiskovanki F, najmanj pa pri
preiskovanki K. 1z rezultatov je razvidno, da je preiskovanka F dosegla najve¢ izlo¢enih
SFS v petek, najmanj pa v ponedeljek.

Studije navajajo, da je 24-urni urin najbolj zanesljiv in neinvaziven bioloski material za
dolo¢anje SFS. Kot navajajo mnoge epidemioloske Studije je zbiranje 24-urnega urina za
preiskovanke oteZeno in neprakti¢no (Zamora-Ros in sod., 2011).

Da bo prislo do razlik v vrednosti koli¢in dnevno izlocenih SFS smo predvidevali, zaradi
razlicnega izloCanja in resorpcije SFS, kar je posledica razlicnega metabolizma in
fizioloSkega stanja posameznic, ¢eprav so zauzile enake obroke.
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44 PRIMERJAVA KOLICINE IZLOCENIH SKUPNIH FENOLNIH SNOVI
IZRACUNANIH V  24-URNEM URINU IN JUTRANJEM URINU
NORMALIZIRANEM NA KREATININ

Primerjali smo izraCunane posamezne dnevne koli¢ine izlo¢enih skupnih fenolnih spojin v
mg s koncentracijo skupnih fenolnih spojin jutranjega urina, normaliziranega na kreatinin v
mg/mmol, v vzorcih s SPE in brez SPE za vse nase preiskovanke. Dolo¢ili smo korelacijo
med njima z dolo¢itvijo Pearsonovega koeficienta korelacije. Na sliki 20 je prikazana zveza
med koncentracijo SFS v jutranjem urinu, normalizirano na kreatinin (mg/mmol) s koli¢ino
dnevno izlo¢enih skupnih fenolnih spojin (mg) za vseh pet dni v vzorcih s SPE za vseh deset
posameznic. Slika 21 prikazuje isto primerjavo, vendar v vzorcih brez ekstrakcije na trdni
fazi.
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Slika 20: Korelacija med dnevno izlo¢eno koli¢ino skupnih fenolnih spojin (mg) in koli¢ino SFS jutranjega
urina, normalizirano na kreatinin (mg/mmol) v vzorcih z ekstrakcijo na trdni fazi za vse posameznice.
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Preglednica 4: Pearsonovi koeficienti korelacije pri korelaciji med dnevno izlo¢eno koli¢ino skupnih fenolnih
spojin (mg) in koli¢ino SFS jutranjega urina, normaliziranega na kreatinin (mg/mmol) v vzorcih z ekstrakcijo
na trdni fazi (za vse posameznice)

Koli¢ina Koli¢ina
izlo¢enih SFS izlo¢enih SFS
z ekstrakcijona  brez ekstrakcije
trdni fazi na trdni fazi
Korelacija med dnevno izlo¢eno koli¢ino skupnih fenolnih
spojin (mg) in koli¢ino SFS jutranjega urina, normaliziranega na
kreatinin (mg/mmol) =021 [ =0,47%*

**statistiéno znacilno (P < 0,01)

Ugotovili smo, da med koncentracijo SFS jutranjega urina, normaliziranega na kreatinin in
koli¢ino SFS, izlo¢enih v 24-ih urah v vzorcih s SPE, obstoja neznaéilna povezanost
(preglednica 4). Za to zvezo podatkov smo dolocili Pearsonov koeficient korelacije, ki je
zna$al 0,21. Ta podatek nam pove, da je povezanost nizka (Kosmelj, 2007).

1000
= o y = 5,1385x + 266,16
S 900 o R2=0,217
8
o 800 d
nn ® T e
S 700 ‘. * . T
= = ° .. o e® ..o P
S S 600 ® ¢ e
ST [ ] ‘. [
72 s Lo .
5= e &
3 400 [ L 4 i
B 300 © 2 %%
Q ® e o ®
> 200
=
_ 100

0

0 20 40 60 80 100 120

Koli¢ina SFS jutranjega urina, normaliziranega na kreatinin dolo¢ena brez
ekstrakcije na trdni fazi (mg/mmol)

Slika 21: Korelacija med dnevno izlo¢eno koli¢ino skupnih fenolnih spojin (mg) in koli¢ino SFS jutranjega
urina, normaliziranega na kreatinin (mg/mmol) dolo¢ena brez ekstrakcije na trdni fazi (za vse posameznice)

Slika 21 prikazuje statisti¢no znacilno visoko povezanost (p < 0,01) med koncentracijo SFS
jutranjega urina normaliziranega na kreatinin in koli¢ino SFS izlo¢enih v 24-ih urah pri
dolo¢anju brez SPE. Za to zvezo smo dolocili Pearsonov koeficient korelacije, ki je znasal
0,47 (preglednica 4). Ta podatek nam pove, da je povezanost zmerna (Kosmelj, 2007).
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Na podlagi izracunanih Pearsonovih koeficientov korelacije (priloga E) za vsako
posameznico pri doloc¢anju SFS brez ekstrakcije, smo pri osebah C, J in K dolo¢ili negativen
koeficient, kar pomeni, da povezanosti ni. Pri preiskovanki E opazimo pozitivno povezanost,
vendar neznatno (koeficient korelacije znasa 0,046). Med 0,4 in 0,7 se gibljejo vrednosti
koeficienta pri osebah A, B, D, F, I in L, kar pomeni, da imajo te preiskovanke srednjo
povezanost. Visoki in popolni povezanosti se ni priblizala nobena posameznica. V prilogi F
smo dolocili tudi Pearsonove koeficiente korelacije za vsak dan posebej. V nobenem dnevu
nismo dolo¢ili neznatne povezanosti. V ponedeljek in torek je bila povezanost nizka, saj
znasata r = 0,35 za ponedeljek in r = 0,38 za torek. Zmerni povezanosti smo dolo¢ili v sredo
(r=0,64) in cCetrtek (r = 0,67). V petek pa je bil Pearsonov koeficient korelacije r = 0,74,
kateri nam pove, da je bila ta dan visoka povezanost.

Literatura navaja, da je najbolj$i nacin za ocenjevanje 24-h urin. Ker pa je postopek zbiranja
24-urnega urina tezko izvedljiv, ¢asovno zamuden in drag, najveCkrat v raziskavah
uporabljamo urin, ki je normaliziran na kreatinin. Zamora-Ros in sodelavci so ocenjevali
korelacijo med zauzitimi polifenoli in skupnimi polifenoli v urinu, ki je zajemal 24-urni urin
in urin, normaliziran na kreatinin. Studija je zajemala 928 udeleZencev. V obeh primerih so
ugotovili statisticno povezanost (r=0,580) in korelacijski koeficient (r=0,722) med
izloCenimi skupnimi fenolnimi spojinami tako v 24-urnem kot v urinu, normaliziranem na
kreatinin. 1z studije sklepamo, da je 24-urni urin bolj sprejemljiv za dolo¢anje SES, kot urin,
normaliziran na kreatinin (Zamora-Ros in sod., 2011).

Zamora-Ros in sod. so ugotovili, da je koli¢ina SFS v 24-urnem urinu in urinu,
normaliziranem na Kreatinin, v tesni povezanosti (r = 0,580, p < 0,001). Ker je delni
koeficient korelacije znasal (r = 0,722), potrjujejo, da tudi spol, starost, telesna aktivnost,
vnos energije in delovanje ledvic vplivajo na rezultate.

V tej $tudiji so opazili pomembno povezanost med SFS v 24-urnem urinu in urinu,
normaliziranem na kreatinin v populaciji starejSih ljudi. Prav tako so ugotovili statisti€éno
povezavo obeh nacinov merjenja SFS s dejanskim vnosom polifenolov. Najboljsa korelacija
je po pri¢akovanjih bila med SFS v 24-urnem urinu in vnosom zauzitih polifenolov (Zamora-
Ros in sod., 2011).

Mennen in sod. (2008) so v $tudiji hoteli oceniti, ¢e lahko zaznamo polifenole in njihove
metabolite v urinu populacije in ¢e je ta povezana s tistimi, ki so jih opazili v 24-h urinu, ki
velja za potencialno uporaben biomarker za polifenolni vnos. Relativno izlo¢anje
polifenolov je odvisno od vnosa in njihove biorazpolozljivosti in koncentracijskih vrednosti
v 24-urnem urinu. Rezultati te Studije kazejo na dobro korelacijo med izmerjenimi polifenoli
v vzorcu in v celodnevnem zbranem urinu.

S tem navajajo moznost uporabe vzorca urina na samem mestu, kot pokazatelja vnosa
polifenolov. Edini polifenol, za katerega niso nasli povezave med koncentracijo, merjeno v
vzorcih na samem mestu in 24-urnem urinu, je kavna kislina, kar pomeni, da ni primeren
biomarker. Ugotovili so, da so izmerjeni polifenoli, kot so klorogenska kislina, kumarna
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kislina, galna kislina, kvercetin, izoramnetin, kamferol, hesperetin, narigenin, enterolakton
in enterodiol dober in potencialno uporaben biomarker za dolocanje polifenolnega vnosa
(Mennen in sod., 2008).

Pri doloCanju 24-urnega urina je otezeno samo zbiranje urina, tako ¢asovno kot volumsko.
S tem pride do vecjih napak pri preiskavah. Samo zbiranje je neprijazno do preiskovanca,
saj mora skladi$¢enje potekati v hladilniku in transport volumsko dokaj obseznega vzorca ni
prijeten. Hoteli smo ugotoviti, ¢e bi lahko samo jutranji urin, ki je lazje pridobljen, bil dober
biomarker za dolo¢anje SFS. Za preiskave bi bil lazje dostopen, kot na primer urin, ki ga
oddamo pri zdravniSkih preiskavah. Jutranji urin predstavlja najvecji del dneva, saj
preiskovanec ponoci pociva. Vendar iz nase raziskave jutranji urin ne predstavlja najboljSega
vzorénega primera (t.i. »spot« urin) za dolo¢anje SFS. Ker imamo malo preiskovank (samo
10) in samo N=50 podatkov lahko trdimo, da bi bil pri raziskavi z ve¢jim Stevilom
preiskovancev Pearsonov koeficient v obeh primerih vecji in povezanost vi§ja. V raziskavi
lahko samo komentiramo opazanja, ne moremo pa posplosevati rezultatov poskusa zaradi
omejenega trajanja in majhnega $tevila posameznic. Ce bi hoteli dobiti bolj natanéne
rezultate analize, bi ta morala obsegati §ir$i krog preiskovancev s poskusom, ki bi bil
sistemati¢no boljSe sestavljen.

Energijski vnos hrane, telesna dejavnost in indeks telesne mase (ITM) so statisti¢no povezani
S kreatininom v urinu. Ker je kreatinin stranski produkt miSi¢nega katabolizma smatramo,
da je njegova proizvodnja odvisna od vzorca zivil, telesne sestave in gibanja. Vse
spremenljivke, razen indeksa telesne mase (ITM) so izboljsale korelacijo od 0,580 do 0,722
med obema urinskima dolo¢itvama skupnih fenolnih spojin. Namen $tudije je bil oceniti, ali
sta obe metodi merjenja (tako 24-h urina, kot urina, normaliziranega na kreatinin) dobra
biomarkerja za dolo¢anje celotnega vnosa polifenolov. Ugotovili so, da obstoja korelacija
r=0,211; p <0,001 med dolo¢enimi SFS v volumnu 24-h urina, izraZzenimi kot mg GAE/g
kreatinina in celotnim vnosom polifenolov. Vendar zveza med SFS v mg GAE/g kreatinina
in skupnim vnosom polifenolov ni bila statisti¢cno znacilna. Te razlike se pojavijo zaradi
variabilnosti pri izlo€anju kreatinina, spola, telesne aktivnosti, starosti, prehrane in ledvicne
funkcije (Zamora-Ros in sod., 2011).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Namen raziskave je bil dolo¢itev skupnih fenolnih spojin izmerjenih v urinu na skupini 10
posameznikov. Ugotavljali smo primerjavo in dolocili korelacijo med dolocenimi SFS v
vzorcih urina z SPE in brez ekstrakcije. Za dolocanje SFS smo uporabili metodo Folin-
Ciocalteu s spektrofotometriénimi meritvami na mikrotitrskih plos¢ah s pomocjo
mikrotitrskega ¢italnika. Dolo¢ili smo tudi korelacijo med koli¢ino izlo¢enih fenolnih spojin
VvV 24-urnem urinu in jutranjem urinu, normaliziranem na kreatinin. Preiskovanke Zenskega
spola so uzivale iste obroke in zbirale urin pet dni.

Literatura navaja, da so podatki o izlo¢enih SFS z uporabo F-C metode med posamezniki
lahko precenjeni in razli¢ni, zaradi vpliva motecih snovi (kot so zZveplov dioksid, sladkor,
aromati¢ni amini, askorbinska kislina, organske kisline, Fe(II)), katere lahko reagirajo z F-
C reagentom (Zamora-Ros in sod., 2011).

Polifenoli so pomembni za naSe zdravje, saj ugodno vplivajo nanj in nas §cCitijo pred
boleznimi. So eden od temeljev zdrave prehrane, ker varujejo nase telo pred oksidativnim
stresom in prostimi radikali. Tezko je ovrednotiti prehrano oz. koli¢ino zauzitih fenolnih
spojin preko analiz zauzite hrane, zato je smotrna uporaba metod za analizo SFS v telesnih
tekocinah kot biomarkerjev zauZzitih SFS.

Nasa raziskava je obsegala skupino desetih preiskovank, katerih povprecna starost je 28 let.
Tekom raziskave so preiskovanke zauzile na fakulteti pripravljene obroke po to¢no
dolocenem meniju, med obroki pa so lahko pile samo vodo. Raziskava je potekala pet dni.
Posameznice so pridobljene vzorce urina dostavljale na fakulteto, kjer so bili ustrezno
skladiS¢eni v ve€jem Stevilu paralelk.

Za prikaz korelacije med koli¢ino SFS v 24-urnem urinu in koli¢ine SFS jutranjega urina,
normaliziranega na kreatinin, smo uporabili ra¢unalniski statisti¢ni program SPSS, ki nam
je podal Pearsonov koeficient korelacije. Vrednost le tega pokaZze za vzorce urina brez
ekstrakcije na trdni fazi zmerno povezanost, pri doloc¢anju s SPE pa nizko povezanost.

Medina-Remoén in sod. (2009) so analizirali SFS v jutranjem urinu, normaliziranem na
kreatinin in ugotavljali korelacijo med izloc¢enimi SFS in vnosom sadja in zelenjave. Navedli

so, da obstoja pozitivna korelacija med zauzitim polifenoli iz sadja in zelenjave in izlo€enimi
SFS.

Ugotovili so, da je koncentracija v urinu pri posamezniku odvisna od starosti, rase, prehrane
in spola (Wright in sod., 2001), katere $tudijo lahko primerjamo z naSimi podatki in
ugotovitvami.
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Namen naSe raziskave je bil, da z dolo¢anjem Pearsonovega koeficienta korelacije med SFS
V 24-urnem urinu in SFS jutranjem urinu, normaliziranem na kreatinin ugotovimo, ¢e lahko
s poznavanjem vrednosti ene spremenljivke dolo¢imo drugo.

Ker pa smo pri preverjanju korelacije pri dolo¢anju brez SPE in s SPE ugotovili nizke in
Zmerne povezanosti, pri tako malem Stevilu preiskovank ne moremo zagotoviti vrednosti
ene spremenljivke, s katero bi doloc¢ili drugo. Do napak pride lahko tudi zaradi oteZenega
zbiranja celodnevnega urina, transporta in skladi$¢enja.

Vrednosti dolo¢enih koli¢in SFS, normalizirano na kreatinin, ki smo jih doloc¢ili v vzorcih z
ekstrakcijo na trdni fazi, so naéeloma manjse, kot tiste brez ekstrakcije, le v ponedeljek so
pri vseh preiskovankah visje; glede na to, da se skozi kartuSo precistijo snovi, je edina mozna
razlaga, da je prislo pri prvih vzorcev do napake pri meritvah.

5.2 SKLEPI
Predstavljeni rezultati nam podajo naslednje sklepe:

e Zavrnili smo hipotezo, da obstoja mo¢na povezanost med kolic¢ino skupnih fenolnih
spojin v 24-urnem urinu in koli¢ino SFS v jutranjem urinu, normaliziranem na
kreatinin.

e Potrdili smo hipotezo, da se koli¢ina SFS izlo¢enih v 24-h urinu med posameznicami
statisti¢no razlikuje, Ceprav so zauzile isti obrok.

e Koncentracije SFS v vzorcih urina z ekstrakcijo na trdni fazi so, kot smo
predvidevali, nizje od koncentracij v vzorcih urina brez SPE.

e Ugotovili smo zmerno povezanost med dolo¢enimi SFS v vzorcih urina brez in z
ekstrakcijo.

V diplomskem delu smo ugotovili, da je urin primeren biomarker za dolo¢anje skupnih
fenolnih spojin zahteven in kompleksen za dolo¢anje SFS. Ce bi hoteli natan¢neje dologiti
SFS, bi morali poskus ponoviti in imeti vecje Stevilo preiskovancev, da bi bili rezultati bolj
optimalni.



Skubin I. Dolo€anje skupnih fenolnih spojin v urinu.

Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2016 44

6 POVZETEK

Rezultati nase raziskave so pokazali, da, Ceprav so posameznice uzivale iste obroke, obstoja
med njimi zelo velika razlika v doloc¢enih skupnih fenolnih spojinah v urinu.

Epidemioloske Studije nakazujejo na obratno povezavo med tveganjem za infarkt in porabo
hrane, bogate z fenolnimi spojinami, kot so vino, sadje in zelenjava. Jasno povezavo so nasli
med tveganjem za pojav rakavih obolenj in uzivanjem hrane bogate s fenolnimi spojinami.
Bioloska vzorca, kot sta kri in urin, imata velik pomen pri izdelavi natanénih ocen zauZitja
polifenolov, Ceprav je njihovo razmerje pogosto zelo zapleteno. Urin se $teje kot dober
prehranski pokazatelj, saj so SFS v urinu v dobri povezanosti z vnosom polifenolov
(Medina-Remon in sod., 2009).

Skupne fenolne spojine smo dolo¢ili z modificirano Folin-Ciocalteu metodo, ki so jo objavili
Medina-Remoén in sod. (2009). Namen naSe raziskave je bil dolo€itev skupnih fenolnih
spojin v urinu brez in z ekstrakcijo na trdni fazi.

V diplomski nalogi smo zavrnili hipotezo povezanosti med koli¢ino SFS v 24-urnem in
koli¢ino SFS v jutranjem urinu, normaliziranem na kreatinin pri vzorcih z ekstrakcijo na
trdni fazi. Pri dolo¢anju korelacije med koli¢ino SFS v 24-urnem in koli¢ino SFS v jutranjem
urinu, normaliziranem na kreatinin pri vzorcih brez ekstrakcije na trdni fazi pa se je izkazalo,
da obstoja statisti¢no znacilna korelacija; dokazali smo zmerno povezanost, kjer Pearsonov
koeficient korelacije znasa 0,47.

V okviru naloge smo dokazali, da se koli¢ina izlocenih SFS razlikuje med posameznicami,
¢eprav so tekom raziskave uzivale iste obroke. Razlike v vrednosti SFS med posameznicami
so posledica razli¢nega fizioloskega stanja, ter absorpcije in izlo¢anja SFS v telesu.

Fitokemi¢ne snovi so bioaktivne snovi v rastlinski hrani, ki jih ¢lovesko telo ne more
proizvajati samo. Zato flavonoidi, ki jih najdemo v zelenjavi, sadju semenih, vinu, pivu,
zelenem in ¢rnem caju ter sojinih napitkih, pozitivno vplivajo na zdravje z njihovo
antioksidativno ucinkovitostjo. Vendar je ucinkovitost prehranskih flavonoidov odvisna od
njihovega metabolizma in absorpcije (Robles-Sardin in sod., 2010).
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PRILOGE

UMERITVENA S SLEPO SPE*

y =0,0046x + 0,0103
R?=0,9989
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Koncentracija galne kisline (mg/L)

Priloga A: Umeritvena krivulja za izra¢un koli¢ine izlo¢enih SFS s predhodno ekstrakcijo na trdni fazi

UMERITVENA S SLEPO

y = 0,0055x + 0,0328
R?=0,9989
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Koncentracija galne kisline (mg/L)

Priloga B: Umeritvena krivulja za izracun koli¢ine izlocenih SFS brez ekstrakcije na trdni fazi
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Priloga C: Izra¢unana vrednost Pearsonovega koeficienta korelacije (r) med koncentracijo dnevno izlo¢enih
SFS, normaliziranih na kreatinin z ekstrakcijo (s SPE) in koncentracijo dnevno izlo¢enih SFS, normaliziranih
na kreatinin brez SPE za vsako preiskovanko

Oseba (vsi dnevi) Pearsonov koeficient
korelacije (r)
0,289

0,334
0,010
0,164
0,402
0,518
0,130
0,302
0,064
0,365

M m| O O W >

| Xl <

Priloga D: Izra¢unana vrednost Pearsonovega koeficienta korelacije (r) med koncentracijo dnevno izlo¢enih
SFS, normaliziranih na kreatinin z ekstrakcijo (s SPE) in koncentracijo dnevno izlo¢enih SFS, normaliziranih
na kreatinin brez SPE (za vsak posamezen dan)

Dan (vse osebe) Pearsonov koeficient
korelacije (r)

PONEDELJEK 0,169

TOREK 0,771

SREDA 0,239

CETRTEK 0,274

PETEK 0,176
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Priloga E: Izra¢unana vrednost Pearsonovega koeficienta korelacije (r) med koli¢ino dnevno izlo¢enih SFS in
koncentracijo SFS jutranjega urina, normaliziranega na kreatinin pri dolocanju brez ekstrakcije na trdni fazi
(za vsako posameznico)

Oseba (vsi dnevi) Pearsonov koeficient
korelacije (r)
0,590

0,413
-0,087
0,584
0,046
0,547
0,591
-0,015
0,521
0,480
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Priloga F: Izra¢unana vrednost Pearsonovega koeficienta korelacije (r) med koli¢ino dnevno izlocenih SFS in
koncentracijo SFS jutranjega urina, normaliziranega na kreatinin pri dolocanju brez ekstrakcije na trdni fazi
(za vsak posamezni dan)

Dan (vse osebe) Pearsonov koeficient
korelacije (r)
PONEDELJEK 0,353

TOREK 0,387
SREDA 0,644
CETRTEK 0,669

PETEK 0,740
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Priloga G: Podatki preiskovank, ki so sodelovale v raziskavi

Preiskovanka | Starost (let) Teza (kg) Visina (cm) Indeks telesne mase
(IT™M)
A 33 79,4 163 29,9
B 29 54 172 18,3
C 31 53,9 165 19,8
D 29 52,8 169 18,5
E 29 61,8 165 22,7
F 27 47,2 157 19,1
| 25 57,9 168 20,5
J 25 53,9 168 19,1
K 24 62,2 168 22,0
L 28 51,3 158 20,5
Priloga H: Jedilnik preiskovank, razdeljen na posamiéne obroke v raziskavi
POSAMEZEN PONEDELJEK TOREK SREDA CETRTEK PETEK
OBROK /DAN
ZAJTRK maslo, skutin namaz | viki krema, skutin namaz z | marmelada,
marmelada, s papriko in toast drobnjakom, maslo, bela
toast, mleko petersiljem, bela kajzerica | kajzerica
bela kajzerica
DOPOLDANSKA | sendvi¢ poli, sok | rogljic, sendvic s sosedovo sendvic s
MALICA pingo kompot savinjskim pecivo, sojino | savinjskim
zelodcem, mleko zelodcem
kumare, Caj
KOSILO fizolova rizota z testenine po riba, piséanec z
enolon¢nica, bela | lososom bolonjsko, krompirjeva buckami,
kajzerica cvetata v monte solata, duplo polenta,
solati kinder maxi
king
POPOLDANSKA | banana rezina z banana, oreski banana
MALICA ore8¢ki, skutka
sojino mleko
VECERJA mle¢ni riz avokadov cmoki z namaz iz leGe, | sir, orehi,
namaz, toast | marelicnim temna vlozena
nadevom, kajzerica, zelenjava,
jagoda, kumare bruskete

kompot




