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POVZETEK

Mnoge raziskave potrjujejo, da imajo aditivi negativne ucinke na nase telo in lahko vplivajo
na delovanje celic. V nasi raziskovalni nalogi smo zeleli raziskati, kak$ne u¢inke imajo aditivi
tartrazin, mononatrijev glutamat, natrijev benzoat, saharin in citronska kislina na jetrne celice
Cloveka. Izbrane aditive smo v dveh razli¢nih koncentracijah dodali v celi¢ni medij in merili
reaktivne kisikove spojine (ROS), glukozo, albumin in trigliceride. ROS smo merili s

spektrofluorimetrom, glukozo, albumin in trigliceride pa z biokemi¢nim analizatorjem.

Rezultati raziskave so pokazali, da imajo vsi aditivi vpliv na ROS v celici, prav tako pa na
koli¢ino produktov celic, torej albumina, glukoze in trigliceridov. 1z rezultatov smo ugotovili,
da je polovicna koncentracija aditiva v vecini primerov povzroc¢ila manjSe spremembe kot
osnovna. Ker visje koncentracije aditivov povzrocajo vecjo spremembe, sklepamo tudi na vecji
Skodljivi vpliv na celice in posledi¢no tudi na organizem. Zato svetujemo previdnost pri

uzivanju vecjih koli¢in Zivil, ki jih vsebujejo.






ZAHVALA

Iskreno se zahvaljujeva mentorjema za spodbude ter deljene nasvete in znanje. Kljub najini
radovednosti in Zelji po raziskovanju, nama brez njune pomoc¢i ne bi uspelo. Ponudila sta nama
oporo in naju skozi celotno delo usmerjala, ter nama pomagala pri odkrivanju novih
mikrobioloskih tehnik. Zahvaljujeva se tudi Medicinski fakulteti Maribor, ki nama je omogocila
izvajanje prakticnega dela v njenih prostorih, kjer sva imeli na voljo vso opremo, ki sva jo

potrebovali za uspesno izdelavo raziskovalne naloge.






1. UVOD

Izbor prehrane ima v nasi druzbi pomembno vlogo Ze veé stoletij. Predstavlja nam uzitek in
strast, zato si zelimo, da bi bila ta na nasih jedilnikih ¢im bolj slastna in sveza. Vendar nas nase
cutne zaznave velikokrat premamijo in se premalokrat vprasamo kaj je tisto, kar nasi hrani daje

tako vabljiv in edinstven okus. Le s pogledom na embalazo bi takoj ugotovili, da so to aditivi.

Aditivi so kemi¢ne snovi, ki se dodajajo Zivilom za doseganje specificnih zelenih u¢inkov, kot
so konzerviranje, barvanje, slajenje, zgos¢evanje... Nahajajo se predvsem v predelani hrani. Te
dodatke uporabljajo ze od anti¢nih ¢asov z namenom, da bi ohranili Zivila sveza, ter jih naredili
okusnejSa. Aditive uvrS€amo v §tiri kategorije. To so prehranski dodatki, predelovalna sredstva,

konzervansi in senzori¢na sredstva (Davidson, Michael, Singh, Paul, 2018).

Kljub temu, da uporabnost aditivov sega ze stoletja v preteklost, raziskave odkrivajo njihovo
nevarnost za pojav razli¢nih bolezenskih stanj v telesu (astmo, hiperaktivnost, nespecnost ...).
Posledi¢no so dandanes aditivi podvrzeni strogi toksikoloski analizi, preden se odobrijo za
uporabo v prehrambeno predelovalni industriji. Vec¢ino teh Studijskih raziskav je izvedenih na
podganah ali miSih, s katerimi analizirajo ucinke spojin na vedenje, rast, umrljivost, organe,
potomce... Rezultati jim pomagajo dolociti raven brez u¢inka - najnizjo raven aditiva, ki ne

povzroca toksikoloskih u¢inkov (NOEL) (Davidson, Michael, Singh, Paul, 2018).

Eden izmed organov, ki jih aditivi najbolj ogrozajo, so jetra, saj v njih prihaja kri iz ¢revesa,
kjer se absorbirajo. produkti prebave in zauzite snovi. Klju¢en organ za naSe zdravje ima velik
pomen pri prebavljanju hrane, hkrati pa igra pomembno vlogo pri procesu razstrupljanja.
Skodljivost aditivov na jetra proucujejo mnogi raziskovalci, vendar je vedina teh raziskav
izvedenih na zivalih, predvsem podganah in misih. Prav tako je majhen deleZ raziskav, ki bi
vpliv aditivov na jetra raziskoval na celicni ravni. Mnogi so prisli do ugotovitev, da imajo

aditivi za zivila toksi¢en vpliv na jetra, saj vplivajo na njihov metabolizem.
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1.1. Namen naloge

V raziskovalni nalogi smo preucevali vpliv petih izbranih aditivov na hepatocite, ki so glavne
funkcionalne celice jeter. Za raziskavo smo izbrali umetno barvilo tartrazin, ojacevalec okusa
mononatrijev glutamat, konzervans natrijev benzoat, sladilo saharin in antioksidant citronsko
kislino. Izbrane aditive smo dodali jetrnim celicam ter merili reaktivne kisikove spojine (ROS),
albumin, trigliceride in glukozo. Dobljene rezultate smo nato analizirali in na njihovi podlagi

ocenili ter primerjali vpliv testiranih aditivov na koli¢ino celi¢nih produktov.

V svojiraziskovalni nalogi zelimo ugotoviti, ali imajo lahko aditivi, kljub strokovnim toksi¢nim
analizam pred odobritvijo njihove uporabe v industriji, negativen vpliv na nase telo in zdravje.
Z raziskovalno nalogo pa zelimo tudi ozavestiti druzbo in opozoriti na previdnost pri izbiri in

uzivanju predelane hrane, ki vsebuje aditive.

1.2. Raziskovalno vprasanje

Kaksen je ucinek izbranih aditivov: tartrazin, mononatrijev glutamat, natrijev benzoat, saharin

in citronska kislina na ¢loveske hepatocite?

1.3. Hipoteze in njihove razlage

Da smo lahko ovrednotili svoja predvidevanja, smo si postavili naslednje hipoteze:

1. Po tretiranju hepatocit s saharinom, se bo koncentracija glukoze in albumina v njih

zmanjsala, zviSala se bo koli¢ina trigliceridov in ROS.

Glede na to, da sta Amin A. in AlMuzafar v svoji raziskavi (2015) na albino podganah
ugotovila zmanjSanje ravni glukoze v serumu ob dodatku saharina, pri¢akujemo da bodo
Cloveske celice odreagirale enako. Posledicno se bo zaradi vecjega privzema glukoze,
zmanjSal privzem trigliceridov, saj bodo celice Zeleno energijo za celi¢no dihanje
uporabile ve¢inoma iz glukoze. V raziskavi Hasana Azeeza, Yousif Alkass in Suzete
Persike (2019) se je koncentracija albumina ob doziranju saharina podganam zmanjsala.
Sklepamo, da se bo v nasi raziskavi zgodilo enako, saj gre v obeh primerih za Zivalske
celice. Vrednost ROS se bo povisala, saj smo celicam dodali tujo kemikalijo, kar
povzroci v celici stresni odziv. Povecanje ROS pa je pokazala tudi raziskava Hasan
Azeez, Yousif Alkass in Suzete Persike (2019).
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2. Dodajanje aditiva tartrazina bo v hepatocitah spodbudilo nastanek ROS. Povecala se bo
tudi raven trigliceridov, glukoze pa zmanjsala. Na produkcijo albumina ne bo imel

vpliva.

Analiza ucinka tartrazina na testisih podgan je v raziskavi Visweswarana in
Krishnamoorthyja (2012) pokazala zmanjSanost delovanja encimov pri ustrezni
spremembi ravni njihovih kofaktorjev. Sklepa se, da je tartrazin ustvarjal ROS, ki so
motile encimsko antioksidativno obrambo njihovih mod. Kljub temu, da sta avtorja
raziskave proucevala spremembe delovanja testisov, menimo, da ima tartarzin podoben
vpliv na jetra. Amin M. je s svojimi sodelavci (2017) raziskal, da tartrazin vpliva na
povisanje trigliceridov v jetrih. Zaradi tega bodo celice posledi¢no iz medija
intenzivneje izkori$¢ale glukozo kot vir energije in s tem se bo koncentracija glukoze v
serumu zmanjSala. Ker nikjer nismo zasledili, da bi tartrazin vplival na koncentracijo

albumina sklepamo, da nanj ne bo imel vpliva.

3. Dodatek mononatrijevega glutamata bo zmanjsal ravni albumina ter povecal vsebnosti

trigliceridov, glukoze in oksidativni stres v hepatocitah.

Al-Badr in Tawfik (2012) sta v raziskavi izvajala teste na miSih. Kot posledice zaradi
dodatka mononatrijevega glutamata sta potrdila zmanj$ane ravni albumina in povecan
ROS. Podobne teste sta izvajala tudi Ahluwalia in Malik (2002) in dobila rezultate, ki
so pokazali povecano raven trigliceridov v jetrih in glukoze v krvi. Zaradi podobnosti
celic sklepamo, da bodo nasi rezultati prav tako pokazali poviSane ravni trigliceridov

ter glukoze in povecan ROS. Zmanjsala se bo raven albumina.

4. Dodatek natrijevega benzoata bo povecal ravni albumina in oksidativni stres hepatocit,

na koli¢ino glukoze in trigliceridov pa ne bo imel ucinka.

O povecanju ravni albumina misi in podgan ob dodatku natrijevega benzoata poroc¢ajo
v raziskavi Fujitani T. (2002). Ker je tip celice pri misih in podganah ter ¢loveku
podoben, sklepamo, da bodo ucinki enaki. ROS so v celicah merili Arabsolghar,
Borojeni, Khodaei, Khorsand, Rashedinia in Saberzadeh (2017) in dokazali povecan
oksidativni stres. Zato predpostavljamo, da bodo nasi rezultati enaki. Sklepamo pa tudi,
da dodatek natrijevega benzoata ne bo imel u¢inka na homeostazo glukoze, saj so taksne

rezultate pri raziskavi na ljudeh dobili Ze Clish, Deik, Delaney, Lennerz, Ludwig,
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Mootha, Pierce in Vafai (2014). Prav tako natrijev benzoat ne bo imel vpliva na

trigliceride, saj o tem ne poro¢a nobena raziskava.

Citronska kislina bo v celicah znizala ROS in koncentracijo trigliceridov, raven glukoze

pa zvisala, na albumin ne bo imela vpliva.

Ker se bo citrat, ki je produkt cikla citronske kisline kopicil, celica ne potrebuje vec
toliko goriva, zato bo s tem zmanjs$an privzem glukoze iz medija. Posledi¢no bo narasla
koncentracija glukoze v mediju. Prav tako se bo zmanjSala koncentracija trigliceridov v
mediju, saj je dokazano, da citrusi, ki vsebujejo vecjo koli¢ino citronske kisline, nizajo
raven maséobe v krvi (Tamayo, 2021). O vplivu citronske kisline na znizanje vrednosti
ROS govori raziskava Badrey, Hamed, Sayed in Soliman (2021). Vpliva citronske
Kisline na albumin v virih nismo zasledili, zato menimo, da se njegove vrednosti ne

bodo spremenile.
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2. TEORETICNI DEL
2.1. Aditivi

Aditivi so razlicne kemicne snovi, ki se dodajajo zivilom za doseganje specifi¢nih zelenih
ucinkov. Dodatki kot so sol, zaCimbe in sulfiti, so se uporabljali Ze od anti¢nih ¢asov za
ohranjanje ¢vrstosti zivil in njihovo izboljSanje okusa. S povecano predelavo zivil v 20. stoletju
se je pojavila potreba tako po vecji uporabi aditivov, kot po novih vrstah aditivov za zivila.
Stevilni sodobni izdelki, kot so nizkokalori¢na Zivila, prigrizki in pripravljena priro¢na Zivila,

ne bi bili mogoc¢i brez aditivov (Michael, Davidson, Paul in Singh, 2018).

Med aditive uvrSs¢amo snovi kot so hranila, sladkorni nadomestki, vsa sladila, antioksidante,
barvila, konzervanse, stabilizatorje in razne ojacevalce okusa. V Evropski uniji je registriranih

priblizno 1700 aditivov (Draskovic, 2015).

Preden aditivi pridejo v uporabo, morajo biti opravljeni testi toksi¢nosti, ki so pogoj za izdajo
dovoljenja. S testi toksicnosti pa je doloCen tudi dopustni dnevni vnos aditiva (ADI) za
odraslega ¢loveka z maso 70 kilogramov. ADI doloc¢a, da vsakodnevni vnos aditiva v ¢asu
predvidene Zivljenje dobe ne bo ogrozal zdravja. Izrazen je v miligramih na kilogram telesne
teze. Znanstvene raziskave kazejo, da naj bi bila vecina uporabljenih aditivov varna, kljub temu
pa se v prehrambeni industriji velikokrat pojavljajo tudi aditivi, ki predstavljajo doloceno
tveganje za zdravje uporabnikov. Zato dovoljenje za uporabo teh velja le za dolocen cas

(Draskovic, 2015).
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2.2. Saharin

Saharin je bil odkrit leta 1879, nekaj let kasneje pa je postal prvo komercialno dostopno umetno
nehranljivo sladilo. V uporabi je lahko kot netopen saharin v obliki belih kristalov. Poznamo
pa tudi drugo, v vodi dobro topno obliko saharina, ki se pojavlja v obliki razli¢nih soli,
predvsem natrijevih in kalijevih. Telo saharina ga ne presnavlja in se izlo¢a nespremenjen (The

Editors of Encyclopaedia Britannica, 2017).

Q O
\\/
\

NH

O

Slika 1: Kemijska formula saharina (Researchgate) Slika 2:Bonboni, ki vsebujejo saharin (Exporters
India)

Saharin ima priblizno 200—700 krat vecjo sladilno mo¢ kot beli kuhinjski sladkor in ima rahlo
grenak in kovinski priokus. Za namizno uporabo se prodaja od ¥ do 1 zrnatih peletov soli, pri
c¢emer je za primerjavo 1 zrnati pelet enakovreden Stirim ¢ajnim zlickam sladkorja (The Editors

of Encyclopaedia Britannica, 2017).

Zaradi njegovega sladkega okusa, ki je v prehrani ljudem zelo zazeljen, ga najdemo v precej
produktih. Uporablja se v namiznih sladilih, pekovskih izdelkih, marmeladah, Zvecilnih
gumijih, konzerviranem sadju, sladkarijah, prelivih za sladic, solatnih prelivih... (Harbolic,
2020). Pogosto se uporablja v prehrani diabetikov in drugih bolnikov, ki se morajo izogibati
uzivanju sladkorja, saj nima kalori¢ne vrednosti in sam po sebi ne zvisuje ravni sladkorja v krvi

(The Editors of Encyclopaedia Britannica, 2017).

FDA (Food and Drug Administration) je v preteklosti ze predlagala prepoved saharina, vendar
je kongres posredoval po javnem nasprotovanju prepovedi. To je bilo v drugi polovici 20.
stoletja edino umetno sladilo, ki je bilo takrat na voljo in javnost ni Zelela izgubiti dietnih
izdelkov, ki so vsebovali saharin. Zato je ta ostal na trgu, vendar je bila obvezna oznaka z
etiketo, na kateri je bilo opozorilo o moznosti §kodljivosti na zdravje. Se danes imajo saharin
za enega izmed najvarnejSih sladil, ki jih je FDA odobril za uporabo. Sprejemljiv dnevni vnos

(ADI) za saharin je namre¢ 5 mg/kg telesne teze. Vendar ga zaradi obstoja zadostnih dokazov
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o rakotvornosti pri zivalih, omejenih dokazih kancerogenosti pri ljudeh, ter tudi nevarnost
saharina za alergijske reakcije, ne smemo obravnavati kot varnega in nedolznega. Mnogi Se
vedno verjamejo, da bi uporabo saharina morali omejiti, Se posebej pri dojenckih, otrocih in
nosec¢nicah (Harbolic, 2020).

Studija Hasana Azeeza, Yousif Alkassa in Suzete Persike (2019) je ovrednotila uéinek
kroni¢nega uzivanja saharina na pomembne fizioloSke in biokemi¢ne parametre pri samcih
podgan. Za testiranje so jih razdelili v kontrolno skupino in tri eksperimentalne skupine.
Kontrolna skupina je 120 dni prejemala le destilirano vodo, eksperimentalne pa razlicne
odmerke saharina - 2,5 mg/kg, 5 mg/kg in 10 mg/kg. Opazovali so njihovo telesno tezo, vzorec
krvi, urina in tkiva jeter ter mozganov. Rezultati so pokazali, da je saharin v odmerku 5 mg/kg
povecal telesno maso podgan po 60 (59 %) in 120 (67 %) dneh odmerjanja saharina. Po
tretiranju s saharinom se je koncentracija albumina po zdravljenju s saharinom za odmerek 2,5
mg/kg zmanjsala za (34 % in 36 %), 5 mg/kg (39 % in 34 %) in 10 mg/kg (15 % in 21 %) po
60 oziroma 120 dneh zdravljenja. Po opravljeni studiji so avtorji zakljucili, da je bilo doziranje
saharina v celotnem obdobju eksperimenta povezano z okvarjenim delovanjem ledvic in jeter.
Prav tako je priSlo do povecanja oksidativnega stresa jeter. Ob koncu Studije so predlagali, da

saharin ni varen za vkljucitev v prehrano (Alkas, Azeez in Persike, 2019).

Podrobneje sta Skodljiv vpliv saharina raziskovala Amin A. in AlMuzafar (2015). Raziskavo
sta izvajala na 46 mladih samcih albino podgan, katerim sta peroralno dajala saharin v majhnih
in visokih odmerkih 30 dni. Vkljucena je bila tudi kontrolna skupina. Rezultati so pokazali, da
so se holesterol, trigliceridi, raven glukoze v serumu in pove€anje telesne mase ob visokem
odmerku saharina zmanjsali v primerjavi s kontrolo. Ob koncu sta sklenila, da lahko saharin
Skodljivo vpliva in spreminja biokemi¢ne oznacevalce v jetrnem in ledvi¢nem tkivu ne le pri

vec¢jih odmerkih, ampak tudi pri nizkih (Amin A. in AlMuzafar, 2015).

Prav tako so u€inek umetnih sladil na raven sladkorja v krvi raziskovali Manju, Sasmita, Seema
in Toora (2018). Za studijo so izbrali 30 oseb starih med 18 in 30 let z normalnim indeksom
telesne mase (19 - 25 kg/ m2). Izbrani niso smeli imeti predhodnih bolezni. Prostovoljcem so
vzeli vzorce krvi na tes€e in 1 uro po zauZitji umetnih sladil. Rezultati so pokazali spremembo
v koncentraciji glukoze ob zauzitju sladil, saj se je ta nekoliko zviSala (3,0 mg/%) (Manju,

Sasmita, Seema, Toora, 2018).
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2.3. Tartrazin

Tartrazin je odobreno umetno barvilo, ki se ze vrsto let uporablja kot dodatek k zivilom in
farmacevtskim izdelkom (Ramesh in Muthuraman, 2018). Znan je po svoji zivo rumeni barVi,
zato je priljubljen za barvanje hrane, pijace, kozmetike... (Wu, 2021). Najdemo ga v bonbonih,
jedilnih barvilih, lizalkah ter sladkih pijacah, kjer omogoca obarvanje in posledi¢no lep in

mamljiv izgled izdelka (Ninamvseeno, Tartrazin, 2021).
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Slika 3: Kemijska formula tartrazina (Researchgate)
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Slika 4: Prehranski izdelki, ki vsebujejo tartrazin (The next phase blog)

Ugotavljajo, da se pri uzivanju tartrazina pojavljajo predvsem alergijski odzivi kot so izpuscaji
na kozi (urtikarija), dermatitis, astmaticni simptomi ali alergijski nahod (rinitis). Sicer se
uporaba tartrazina v zivilih v zadnjem desetletju vse bolj zmanjSuje. Pomembno je, da se
zavedamo, da se lahko preobcutljivost pojavi tudi pri posameznikih, ki so zauzili koli¢ino
barvila pod sprejemljivim dnevnim vnosom (Kapitanovi¢, 2015). Tartrazin se veze na ¢loveski
serumski albumin, s katerim tvori kompleks in tako vpliva na fizioloske funkcije. Povzrocal naj
bi biliarno cirozo (bolezen jeter zaradi avtoimunskih odzivov) pri Zenskah po menopavzi.
Opazili so tudi, da je tartrazin vzrok nevrotoksicnosti in genotoksicnosti (Ramesh in
Muthuraman, 2018). Sprejemljiv dnevni vnos (ADI) za tartrazin je dolocen Ze od leta 1964 in
znasa 7,5 mg/kg telesne mase dnevno. Kasneje so Stevilne drzave njegov dovoljen dnevni vnos
Se bolj omejile ali ga prepovedale za uporabo v prehrani (Wu, 2021).Tako je v Avstriji in na

Norveskem prepovedan (Ninamvseeno, Tartrazin, 2021).
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Natancneje sta u¢inek tartazina na testisih podganah analizirla VVisweswaran in Krishnamoorthy
(2012). Testne zivali sta razdelila v dve skupini - kontrolno, kjer so jim dodajali le vodo, in
poskusno, v kateri so prejemale 72 mg/kg telesne teze dnevno, tartrazina raztopljenega v vodi.
Rezultati ob koncu poskusa kazejo na zmanjSano aktivnost stirih encimov (katalaze, superoksid
dismutaze, glutation peroksidaze in glutation reduktaze)._Avtorji raziskave sklepajo, da je
tartrazin ustvarjal reaktivne kisikove vrste (ROS), ki so motile encimsko antioksidativno
obrambo njithovih mod in tako povzrocila Skodo v testisth podgan (Visweswaran in

Krishnamoorthy, 2012).

Prav tako je Amin M. s sodelavci (2017) zasnoval raziskavo, v kateri je analiziral strupenost
tartrazina na albino mi$i. Poskusne Zivali je zdravil s testiranim barvilom v odmerku ravni 200
mg/kg in 400 mg/kg telesne teze. Vkljucil pa je tudi kontrolno skupino. Za proucevanje
toksicnega ucinka tartrazina je meril razlicne biokemicne parametre. Njihova Studija je
pokazala zelo opazno zmanjSanje telesne mase misi pri odmerku 400 mg/kg v primerjavi s
kontrolno skupino, prav tako se je povecala teza srca in ledvic, medtem ko se je povpre¢na teza
jeter znatno zmanj$ala. Mocno je narasla vrednost trigliceridov (Amin, Arefin, Hossain,

Hussian, Neshe, 2017).

V studiji, ki jo je zasnoval Rehman K. s svojimi sodelavci, je zelel raziskati ucinek na trebusno
slinavko in homeostazo glukoze pri podganah. Albino podgane so bile razdeljene v tri skupine.
Ena skupina je bila kontrolna, drugi dve pa sta bili razvr§¢eni med nizke in visoke odmerke
skupin, ki so bile izpostavljene tartrazinu. Za oceno glukoze so bili zbrani vzorci krvi
homeostaza in inzulin, aktivnost amilaze in lipaze, in toleranca za glukozo skupaj z morfologijo
trebusne slinavke. Rezultati so pokazali, da je tartrazin pri vis§jih odmerkih zviSal krvni sladkor
(230,830 £ 0,940 mg/dL) in ravni inzulina (0,395 + 0,012 ng/mL) v primerjavi s kontrolo. Ob
koncu so bili sklenjeni rezultati, da tartrazin ima vpliv na homeostazo glukoze. Skodljivi uéinki
na trebusno slinavko ob izpostavljenosti tartrazina bi lahko povzrocili motnje normalnega

endokrinega sistema delovanja trebusne slinavke (Ashrafa, Azam, Hamid, Rehmana, 2018).
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2.4. Citronska kislina

Citronska kislina je brezbarvna kristalna organska spojina, ki spada v druzino karboksilnih
kislin (The Editors of Encyclopaedia, 2021). Je Sibka kislina brez vonja in s kislim okusom.

Poleg zagotavljanja zeljenega okusa deluje tudi kot konzervans (Marengo, 2021).
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Slika 5: Kemijska formula citronske kislin Slika 6: Citronska kislina uporabljena kot
(Researchgate) konzervans pri marmeladi (Times of India)

Citronska kislina je naravno prisotna v sadju in zelenjavi, kot dodatek k hrani in pija¢i pa se v
veliki meri uporablja proizvedena citronska kislina (MCA), ki je proizvedena z uporabo glive
Aspergillus niger. Uporablja se kot sredstvo za zakisljevanje, kot konzervans v zivilski
industriji in kot kompleksno sredstvo v farmacevtski in kozmeti¢ni industriji. Kot kompleksno
in kelatno sredstvo se uporablja tudi pri obdelavi kovin, kot mehcalec vode za detergente in kot

pufersko sredstvo v toaletni in farmacevtski industriji (Hattori, Honda, Kirimura, 2011).

Sadje, ki vsebuje citronsko kislino (ananas, limone...) je priporoCljivo za uzivanje, saj
nadzoruje raven holesterola in trigliceridov v nasem telesu. Zato so agrumi eni najpogosteje

uporabljenih zdravil za znizanje trigliceridov (Tamayo, 2021).

Razsirjena prisotnost citronske kisline v Zivalskem in rastlinskem svetu je zagotovilo za njeno
netoksi¢nost. Prav tako jo JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives)
priznava kot splo$no varno (Hattori, Honda, Kirimura, 2011). Kljub temu lahko citronska
kislina pri zauzitju povzroc¢i Skodljive ucinke, ki so lahko rezultat potencialne prisotnosti
necisto¢ ali fragmentov iz glive Aspergillus niger (Cressey, Sweis, 2018). V Sloveniji dnevni

vnos citronske kisline ni omejen (Ninamvseeno, Citronska kislina, 2021).

Badrey, Hamed, Sayed in Soliman (2021), so v Studiji raziskovali za$¢itno vlogo dolocenih

snovi (med njimi citronska kislina) pred toksi¢nimi u¢inki mikroplastike pri afriSkem somu.
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Ena izmed testiranih skupin je zraven prehrane dobivala dodatnih 30 g/kg citronske Kisline.
Prisli so do ugotovitev, da se je pri njih rahlo povecala antioksidativna aktivnost in da bi lahko
citronsko kislino uporabljali kot krmni dodatek za izboljSanje oksidativnega stresa (Badrey,
Hamed, Sayed, Soliman, 2021). Cressey in Sweis (2018), pa sta v raziskavah dokazala
negativne ucinke MCA na clovesko telo. Simptomi so vkljucevali bole¢ino v sklepih z
otekanjem in togostjo, bolecino v miSicah, trebusne krce in izérpanost. Nobeden od testiranih
posameznikov ni dozivel simptomov po zauZitju naravnih oblik citronske kisline, iz limone in

limete (Cressey, Sweis, 2018).

2.5. Mononatrijev glutamat

MSG (C:H:NO.Na) je natrijeva sol iz glutaminske kisline, najbolj razsirjene aminokisline v
naravi. Uporabljajo ga kot ojacevalec okusa in se obiajno nahaja v dusSenih mesnih izdelkih,
konzerviranih izdelkih, juhah in komercialno predelani hrani. Glavni vir MSG so Zivila z
naravno visoko vsebnostjo beljakovin (ribe, jajca, meso, sir) in zelenjava (predvsem paradiznik,
stro¢ji fizol in gobe), poleg tega pa majhen del telesnega vnosa MSG prihaja tudi iz za¢imb

(Liu, Thang, Xu Jinzhao, Xu Jinghan, Xu X., 2021).
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Slika 7: Kemijska formula mononatrijevega glutamata (Researchgate)

Slika 8: Mononatrijev glutamat dodan v kitajski prehrani (Askmen)

JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) dopustnega dnevnega vnosa
mononatrijevega glutamata ni dolo¢il (Walker R., 2002). Mononatrijev glutamat, marsikomu

poznan tudi pod imenom sindrom kitajske restavracije, je ze v preteklosti povzrocal negativne
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simptome kot so glavobol, slabost in nenavadna otrplost. Razvpitost mononatrijevega
glutamata se je povecala leta 1968, ko je dr. Robert Ho Man Kwok opisal svoja razmisljanja o
moznih vzrokih sindroma, ki ga je dozivel, ko je jedel v kitajskih restavracijah v ZDA. Porocal
je o obcutku otrplosti v zadnjem delu vratu, ki se je nato razsiril na roke in hrbet, zaznal je tudi

splosno Sibkost in razbijanje srca (Nogrady, 2015).

To, daima MSG veliko slabih vplivov na telo, potrjujejo tudi raziskave opravljene na podganah.
Ima toksicen ucinek na testise, povzroca mosko neplodnost, krvavitev v modih, prav tako ima
nevrotoksicne ucinke, ki povzro¢ijo poskodbe mozganskih celic, poskodbe mreznice in
nekatera patoloska stanja kot so mozganska kap, epilepsija, shizofrenija, mozganska travma,
nevropatske boleCine, anksioznost, depresija (Nogrady, 2015). Tawfik in Al-Badr (2012) sta
MSG testnim podganam dajala v odmerkih 0,6 mg/kg in 1,6 mg/kg telesne teze, 14 dni. V
raziskavi sta ugotovila, da se je podganam znatno povecala telesna teza ter relativna teza jeter
in ledvic. Ugotovila sta tudi, da so nezeleni u¢inki delovanja jeter in ledvic, ki jih povzroci
MSG, lahko posledica oksidativnega stresa, ki ga povzro¢a MSG na jetrnem in ledviénem tkivu.
Prav tako sta opazila spremembo albumina, ki se je ob dodajanju MSG znatno zmanjsal (Al-

Badr in Tawfik, 2012).

V $tudiji o u¢inku MSG v jetrih in krvi odraslih miSi samcev sta Ahluwalia in Malik (2002)
misim 6 dni dajala odmerke 2, 4 in 8 mg MSG/g telesne mase. 31 dni po zadnji injekciji se je
pokazalo povecCanje vsebnosti trigliceridov v jetrih, prav tako pa se je raven glukoze v krvi

znatno povecala (Ahluwalia in Malik, 2002).

24



2.6. Natrijev benzoat

Natrijev benzoat je organska natrijeva sol, ki je posledica zamenjave protona iz karboksilne
skupine benzojske kisline z natrijevim ionom (National Center for Biotechnology Information,
2021).

O

Na

Slika 9: Kemijska formula natrijevega benzoata Slika 10: Natrijev benzoat v pijacah (Food
(Researchgate) microbiology)

Je kristalni prah brez vonja. Benzojska kislina je sama po sebi dober konzervans, v kombinaciji
z natrijevim hidroksidom, pa ji ta omogoca dobro topnost v produktih. Natrijev benzoat se v
naravi kot tak ne pojavlja, benzojsko kislino pa najdemo v Stevilnih rastlinah, kot so cimet,
brusnice, slive, jagodiCevje... Poleg tega nekatere bakterije proizvajajo benzojsko kislino pri
fermentaciji mle¢nih izdelkov. Uporablja se kot konzervans v predelanih zivilih, torej
preprecuje bakterijsko in glivicno dejavnost ter s tem vzdrzuje svezost hrane in podaljSuje njen
rok uporabnosti. Poleg uporabe v predelani hrani in pijaci, se natrijev benzoat dodaja tudi
nekaterim zdravilom in kozmeti¢nim izdelkom (McCulloch, 2019). Uporabljen je predvsem pri
izdelavi sadnih sokov, marmelad, drugih sadnih Zzivil in pri brezalkoholnih pijac¢ah. Pri
brezalkoholnih pijacah je najvecja dovoljena vsebnost 0,15 g/kg, v marmeladah in sorodnih
zivilih pa 0,5 g/kg (Goriskalekarna, 2017).

Svetovna zdravstvena organizacija WHO (World Health Organization) je za konzervans

dolocila sprejemljive dnevne vnose 5 mg/kg (Nair, 2001).

Fujitani T. (2002), je v raziskavi o kratkorocnem uc¢inku natrijevega benzoata pri podganah in
misih ugotovil pomembne posledice uZivanja tega aditiva. Samci in samice podgan so 10 dni
prejemali 0 %, 1,81 %, 2,09 % ali 2,4 % natrijevega benzoata, misi pa 10 dni 0 %, 2,08 %, 2,5
% ali 3 % natrijevega benzoata. Pri samcih podgan, ki so prejemale 2,4 % aditiva, so se znatno

povecale relativne teZe jeter in ledvic ter ravni albumina, prav tako pa so bile absolutne mase
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jeter znatno povisane pri samcih misi, ki so prejemale 3 % aditiva. Ugotovili so tudi nekrozo
hepatocit (Fujitani, 2002).

Z rezultati Studije o u€inkih natrijevega benzoata na homeostazo glukoze in presnovne profile
pri ljudeh, so Clish, Deik, Delaney, Lennerz, Ludwig, Mootha, Pierce in Vafai (2014) pokazali,
da odmerki benzoata nimajo akutnega, Skodljivega u¢inka na homeostazo glukoze (Clish, Deik,

Delaney, Lennerz, Ludwig, Mootha, Pierce in Vafai, 2014).

V S$tudiji so Arabsolghar in sodelavci (2017) ocenjevali uCinek natrijevega benzoata na
prezivetje PC12 celic. Celice so izpostavili razlicnim koncentracijam natrijevega benzoata,
0,125 g/ml do 3 mg/ml v prisotnosti almala (aluminijev maltolat, spojina, ki se v maS€obah topi
bolj kot sam aluminij, gre zaradi tega laZje skozi celicno membrano in tako laZje dostavi
aluminij v celico) in merili ROS. Rezultati so pokazali, da so ob nizkih koncentracijah
natrijevega benzoata celice prezivele, ob vi§jih koncentracijah pa se je sposobnost prezivetja
manjsala. Natrijev benzoat ni mogel prepreciti proizvodnje ROS, prav tako pa je v primerjavi
z almalom znatno povecal aktivnost encima katalaze (Arabsolghar, Borojeni, Khodaei,

Khorsand, Rashedinia, Saberzadeh, 2017).

2.7. Jetra

Jetra so najveCja zleza v Cloveskem telesu, center nasega metabolizma. So eden izmed
najdejavnejsSih organov v nasem telesu, saj opravljajo ogromno funkcij. Vecina teh funkcij je
povezana s prebavo oziroma predelavo prebavljenih in vsrkanih molekul. Jetra sodelujejo pri
tvorbi zol¢a, ki pomaga pri razgradnji mascob v tankem Crevesju. Prav tako uravnavajo koli¢ine
aminokislin, tvorijo holesterol in shranjujejo Zelezo. Odve¢no glukozo pretvarjajo v glikogen,
ki ga kasneje ponovno lahko pretvori v glukozo za sproscanje energije. Njihova naloga je prav
tako razstrupljanje krvi in tvorjenje nekaterih beljakovin za krvno plazmo, med njimi tudi

faktorje za uravnavanje strjevanja krvi (Stusek, Skornik, Vodnik, 2011)

Jetra imajo osrednjo vlogo pri vzdrZzevanju ravni glukoze v krvi. Po zauzitju hrane se lahko
presezek glukoze shrani v jetrih kot glikogen, kar je stimulirano s sproScanjem inzulina.
Glikogen se lahko nato razgradi, da sprosti glukozo med vadbo (zaloge skeletnih miSic) ali na
teSCe (skladiSce jeter). V citoplazmi hepatocit se sintetizirajo tudi mascobne kisline in
beljakovine z uporabo aminokislin, zauzitih s hrano. Tako se na primer sintetizira albumin. Me

drugim jetra pripomorejo tudi k tvorbi senine iz amonijevih ionov, ki nastajajo med razgradnjo
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aminokislin. Ker je amonijak strupen za nase telo, se nato v tej obliki prenese do ledvic in se
izlo¢i iz nasega telesa. Jetra so prav tako pomembna pri presnovni aktivaciji vitamina D, saj ga

pretvorijo v biolosko aktivno obliko vitamina D (Speller, 2021).

Jetrno tkivo je v odvisnosti masa/volumen v 80 % sestavljeno iz hepatocit (jetrnih celic), ki
opravljajo ve¢ presnovnih funkcij, kot katera druga skupina celic v telesu (Speller, 2021). Poleg
njih so del jetrnega tkiva tudi kupfferjeve celice, katerih glavna naloga je odstranjevanje
bakterijskih patogenov, ki so vstopili v portalno kri iz ¢revesja (Barnes, Dixon, Nagy, Pritchard,
Tang, 2016). LSEC celice, ki so vmesnik med med krvnimi celicami na eni strani ter
hepatocitami in Kupfferjevimi celicami na drugi strani (Boulanger, Durand, Lemoinne,
Moreau, Poisson, Rautou, Valla, 2017) ter HSC celice, ki pokrivajo najmanjSe kanale jetrnega
zilnega sistema in igrajo vlogo pri tvorbi krvi, proizvodnji protiteles in zauzitju tujih delcev in

celiénih ostankov.

Jetra prejemajo kisik in hranila, ki jih potrebujejo, iz dveh velikih krvnih zil. Portalna vena
zagotavlja priblizno dve tretjini krvi. Ta kri vsebuje Stevilna hranila, ki se prenesejo v jetra iz
¢revesja za predelavo, hkrati pa tudi potencialno Skodljive snovi, ki so se absorbirale v ¢revesu
(alkohol, aditivi, pesticidi ...). Preostalo tretjino krvi prinasa jetrna arterija. Ta kri, bogata s
kisikom, prihaja iz srca in zagotavlja jetrom priblizno polovico oskrbe s kisikom. Prejemanje
krvi iz dveh krvnih Zil pomaga zai¢ititi jetra. Ce je ena od teh krvnih Zil poskodovana, lahko
jetra pogosto Se naprej delujejo, ker prejemajo Kisik in hranila iz druge oskrbe s krvjo (Jackson,
2020).

Kri zapusca jetra skozi jetrne vene. Ta kri je meSanica krvi iz jetrne arterije in portalne vene.
Jetrne Zile prenasajo kri v spodnjo votlo veno — najvecjo veno v telesu — ki nato prenasa kri iz

trebuha in spodnjih delov telesa na desno stran srca (Jackson, 2020).

Jetrno tkivo ni vaskularizirano s kapilarno mrezo kot pri vecini drugih organov, ampak je
sestavljeno iz s krvjo napolnjenih sinusoidov, ki obdajajo jetrne celice (University of

Nottingham).

Jetra so lahko podvrZena Stevilnim motnjam in boleznim. Pojavi se lahko rak ali bolezni
shranjevanja glikogena in skupina dednih motenj, ki povzrocajo kopicenje glikogena v jetrih in

nezadostno oskrbo z glukozo v krvi (The Editors of Encyclopeadia, 2020).
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2.8. Hepatocite

Hepatocite so glavne parenhimske celice v jetrih. Igrajo klju¢no vlogo pri presnovi,
razstrupljanju in sintezi beljakovin. Hepatocite aktivirajo tudi prirojeno imunost proti vdorom
mikroorganizmov z izloCanjem proteinov prirojene imunosti. Te beljakovine vkljucujejo
baktericidne beljakovine, ki neposredno ubijajo bakterije, ki pomagajo pri fagocitozi tujih
bakterij. Te beljakovine prav tako sekvestrirajo zelezo in blokirajo njegov prevzem s strani

bakterij (Zhou, Xu, Gao, 2015).

Hepatocite predstavljajo priblizno 80 % jeter in imajo premer 20 pm - 30 um. Obi¢ajno imajo
eno okroglo jedro s sredis¢em v citoplazmi, v jetrih odraslih ljudi pa je lahko tudi do 25 %
hepatocit dvojedrnih. Vecina jeder je tetraploidov, zato vsebujejo dvojno koli¢ino DNK v
primerjavi z obiCajno celico. So precej dolgozive celice, saj se obnavljajo priblizno vsakih 5
mesecev, lahko pa se spremenijo v regenerativnih procesih, zato imajo visoko sposobnost

proliferacije in regeneracije poskodovanega jetrnega tkiva (Megias, Molist, Pombal, 2021).

Pomembna funkcija hepatocit je presnova snovi, Ki prihaja iz prebave. Jetra so preplavljena s
portalno veno v kateri so zbrane molekule, ki so posledica prebave v Crevesju. Ena izmed
pomembnih snovi, ki jih pridobi iz krvi so molekule glukoze. Te jetra shranijo kot glikogen, ki

se mobilizira, ko telo potrebuje energijo (Megias, Molist, Pombal, 2021).

Hepatocite so tudi moc¢no vklju¢ene v razstrupljanje potencialno skodljivih molekul, po drugi
strani pa hepatocite sintetizirajo Zol¢, ki se na koncu sprosti v érevesje in pomaga pri prebavi.
Za presnovo molekul iz prebave so hepatocite postavljene na privilegirano mesto v jetrih - v
stik s sinusoidi, ki prinasajo prebavljene molekule. Njihove plazemske membrane tvorijo tudi

zol¢ne kanalcke, ki odvajajo zol¢ iz jetrnih lobulov (Megias, Molist, Pombal, 2021).
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2.9. Gojenje ¢loveskih celic

Celi¢na kultura se nanasa na odstranitev celic iz zivali ali rastline in njihovo naknadno rast v
ugodnem umetnem okolju. Celice se lahko odstranijo iz tkiva neposredno, kjer se nato pred
gojenjem raz€lenijo z encimskimi ali mehanskimi sredstvi, lahko pa izhajajo iz Ze uveljavljene

celi¢ne linije ali celicnega seva (Gibco, 2011).

Stopnjo, ko celice izoliramo iz tkiva in se nato razmnozujejo pod ustreznimi pogoji dokler ne
zasedejo vseh razpolozljivih substrat, imenujemo primarna kultura. Po tem je potrebno celice
subkultivirati tako, da jih prenesemo v novo posodo in jim s tem omogocimo ve¢ prostora za
nadaljnjo rast. Tako primarna kultura postane celi¢na linija, v kateri imajo celice omejeno
zivljenjsko dobo. Ko se celice prenasajo, prevladujejo tiste z najvi§jo rastno sposobnostjo,
posledica Cesar je doloCena stopnja genotipske in fenotipske enotnosti v populaciji (Gibco,

2011).

Pogoji kulture se zelo razlikujejo za vsako vrsto celice. Vsem je skupno, da njihovo umetno
okolje sestoji iz primerne posode, v katerem je substrat 0z. medij, ki vsebuje esencialne hranilne
snovi (aminokisline, ogljikove hidrate, vitamine, minerale), rastne faktorje, hormone in pline
(O, CO,) ter uravnava fizikalno-kemijsko okolje (pH, osmotski tlak, temperaturo). Vecino celic
lahko gojimo le, ko so pritrjene na trden ali poltrden substrat, nekatere pa lahko gojimo tudi

lebdece v kulturnem mediju (Suspenzijska kultura) (Gibco, 2011).

Uspesna celi¢na kultura je mocno odvisna od ohranjanja celic brez kontaminacije
mikroorganizmov, kot so bakterije, glive in virusi. Vir teh so lahko nesterilni material, mediji,
reagenti, inkubatorji, delovne povrsine ter delci v zraku, obremenjeni z mikroorganizmi. Da se
temu izognemo uporabljamo asepti¢no tehniko, ki je zasnovana tako, da zagotavlja pregrado
med mikroorganizmi v okolju in sterilno celicno kulturo. Elementi te so sterilno delovno
obmo¢je, dobra osebna higiena, sterilni reagenti in mediji ter sterilno rokovanje. To lahko

dosezemo z UV svetlobo, dezinfekcijo, segrevanjem na visoki temperaturi...(Gibco, 2011).
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Slika 11: Gojenje celic v inkubatorju (lasten vir)

3. OZNACEVALCI IN TARCNE BIOMOLEKULE
3.1. ROS (reaktivne kisikove spojine)

Reaktivne kisikove spojine (ROS) so visoko reaktivne spojine, med katere sodijo prosti Kisikovi
radikali (hidroksidni, superoksidni radikal) in spojine kot so vodikov peroksid ter ozon
(Osredkar, 2012). Nastajajo kot stranski produkt celi¢ne presnove, predvsem v mitohondrijih.
Ko celi¢cna proizvodnja ROS preseze njihovo antioksidativno sposobnost, lahko pride do
oksidativnega stresa in poskodb celicnih makromolekul, kot so lipidi, beljakovine in DNK.
Tako lahko ROS na splo$no opredelimo kot neravnovesje med proizvodnjo oksidantov in
antioksidativno zmogljivostjo celice za preprecevanje oksidativnih poskodb. Taksno stanje
oksidativnega stresa naj bi prispevalo k patogenezi Stevilnih ¢loveskih bolezni, vklju¢no z
aterosklerozo, plju¢no fibrozo, rakom, nevrodegenerativnimi boleznimi in staranjem. Za zasc¢ito
pred potencialno Skodljivimi u¢inki ROS imajo celice ve¢ antioksidativnih encimov, kot so
superoksid dismutaza (ki reducira O.v H.0.), katalaza in glutation peroksidaza (ki reducira H.O.

vV H.O in je Se posebej pomembna v jetrih) (Fanburg, Thannickal, 2000).

Za doloc¢anje ROS v celicah (in vitro) se pogosto uporablja razlicne fluorescen¢ne oznacevalc
kot so na primer dihidroetidij, 1,3 — difenilizobenzofuran, skopoletin, diklorodihidrofluorescein
(DCFH), ki je bil uporabljen tudi v naSem poskusu. Ob vstopu v celice prisotne reaktivne
kisikove spojine oksidirajo DCFH v diklorofluorescin (DCF), ki fluorescira, kar lahko

izmerimo s spektrofluorimetrom (Fernandes, Gomes, Lima, 2005).
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Slika 12: Kemijska zgradba DCFH in DCF (Fernandes, Gomes, Lima, 2005)
3.2. Glukoza

Glukoza je monosaharid (C:H..O;) in je iz vidika prehrane najpomembnejsi ogljikov hidrat za
Cloveka. Je gradbeni element drugih sladkorjev, vendar ni tako sladka kot kuhinjski sladkor.
Glukoza se pojavlja v krvi in iz prebavil prehaja v vse celice telesa. Pomembna je predvsem
kot substrat za celicno dihanje, za pridobivanje energijsko bogate snovi ATP (adenozin
trifosfata). Normalne ravni glukoze v krvi znasajo od 80 do 100 mg/ml krvi (Boh, Vrta¢nik,
Zmazek, 2014). Jetra proizvajajo, shranjujejo in sproscajo glukozo, odvisno od potreb telesa po
glukozi. Ravni glukoze v krvi regulirata hormona inzulin in glukagon. Jetrne celice imajo zelo
pomembno vlogo ravno zato, ker z glikogenezo pretvorijo presezke glukoze v glikogen (oblika
za shranjevanje glukoze). Ko se koncentracija glukoze v krvi zmanjSa jetra sproZzijo
glikogenolizo, razgradnjo glikogena nazaj v glukozo, ki se nato sprosti v kri (Diabetes.co,
2019).
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3.3. Albumin

Albumin je beljakovina brez ogljikovih hidratov, ki predstavlja 55-65 % vseh plazemskih
beljakovin. (Bolleyn, Buyl, De Kock, Rogiers, Vanhaecke, 2015). Ena najpomembnejsih
funkcij hepatocit je sinteza serumskih beljakovin, natan¢neje serumskega albumina. Izlo¢anje
albumina v serumu je bistveno, saj vzdrzuje onkotski tlak v telesu (plazmi) (Boron, Boulpaep,
2016). Albumin poleg tega sodeluje pri transportu in shranjevanju najrazli¢nejsih ligandov, ter
je vir endogenih aminokislin. Ledvice obi¢ajno preprecujejo izgubo serumskega albumina v
urinu, vendar se ta Se vedno nahaja v obi¢ajnem urinu v majhnih koli¢inah. Rahlo poviSano
izlo¢anje albumina v urinu, imenovano mikroalbuminurija, je Se posebej pomembno pri zgodnji
diagnozi diabeti¢ne nefropatije, ki se razvije pri skoraj 40 % bolnikov s sladkorno boleznijo.
Mikroalbuminurija je natan¢neje opredeljena kot izlocanje nad normalno, vendar niZjo od meje
zaznave tradicionalnih testov z merilno palico, to je med 20 in 200 pg/min (Bolleyn, Buyl, De
Kock, Rogiers, Vanhaecke, 2015). Merjenje izloCanja albumina se uporablja tudi kot test

delovanja jeter, ki nakazuje morebitno poskodbo jeter in jetrno patologijo (Boron, Boulpaep,
2016).

3.4. Trigliceridi

Najpomembne;jsi mascobi v krvi sta holesterol in trigliceridi (Cerne, 2016). Vloga trigliceridov
iz hrane, proizvaja pa jih tudi samo in sicer v jetrih (Zasrce, 2020). Ker trigliceridi v vodi niso
topni, se po krvi prenasajo vezani z beljakovinami v delcih, imenovanih lipoproteini. Med
vsemi masc¢obami so ravno trigliceridi v telesu najbolj prisotni, saj se prav v obliki teh estrov
mascobnih kislin skladi$¢i energija v maS¢evju. Najpogostejsi vzrok poviSane ravni mascob v
krvi je nepravilna prehrana, drugi dejavniki tveganja pa so debelost, nekatere podedovane
lastnosti in majhna telesna aktivnost. Ce je ma$¢ob, kot so trigliceridi v nasi krvi preve¢, lahko
te ogroZajo nase Zivljenje. Mascobe se odlagajo zlasti na stenah arterij in s tem povzroc¢ajo
postopno zoZitev in kon¢no zamasitev Zile. Zato priporocene koncentracije trigliceridov v krvi
znagajo najve¢ 2 mmol/L (Cerne, 2016). Povisana koli¢ina trigliceridov je lahko znak raznih
bolezenskih stanj, kot so sladkorna bolezen, hipotiroidizem (zmanj$ano delovanje $¢itnice),
bolezni jeter in ledvic in genetske motnje, lahko pa tudi posledica nekaterih zdravil. Zaradi
povisane koli¢ine trigliceridov pa lahko pride do povecanega tveganja za sréno-Zilne bolezni
(Zasrce, 2020).
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4. MATERIALI IN METODE

4.1. Seznam materialov in opreme

4.1.1. Kemikalije

saharin (Merck)

citronska kislina (DROGA)

tartrazin (E- 102, Fun Cakes)

mononatrijev glutamat (AJI-NO-MOTO)

natrijev benzoat (dr Oetker)

natrijev hidroksid (Merck)

DCFH - diklorofluorescin (Merck)

medij HBSS (Hanks Balanced Salt Solution) (ThermoFisher Scientific)

4.1.2. Celi¢na Kkultura

celi¢ni medij (Gibco) (raztopina sladkorjev, ionov, vitaminov....)
Cloveske hepatocite - HepaRG (ThermoFisher Scientific)

Serum (Gibco) (dodatek h gojiséem za gojenje celic z rastnimi faktorji)

4.1.3. Laboratorijski pribor

zascitni plasc

zascCitne rokavice

vibracijski meSalnik za epruvete - vortex (RS-VA10, Phoenix Instrument)
pipete z nastavki (ThermoFisher Scientific)
posoda za gojenje celi¢nih kultur (Nunc)
centrifugirke

¢aSa (250 mL)

bakterijski filter (0,22 pum)

injekcijska brizgalka (20 mL)

bireta

stojalo

eppendorfi (mikrocentrifugirke)

mikrotitrska plos¢a (Nunc)
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kivete

4.1.4. Laboratorijske aparature

4.2. Metode dela

Raziskovalno delo je potekalo v stopnjah prikazanih na sliki 12:

zamrzovalnik (ThermoFisher Scientific)

hladilnik (ThermoFisher Scientific)

digestorij

vodna kopel
centrifuga

celi¢ni inkubator
svetlobni mikroskop
tehtnica

spektrofluorimeter (VarioskanFlash, ThermoFisher Scientific)

biokemijski analizator (Cobas ¢ 111, Roche)

Priprava celiéne kulture

 }

Inkubacya

| .

Centrifugiranje

L 2

Dodatek aditivov v celiéno
kulturo

| .

Inkubacija

| ]

Centrifugiranje

I 1

Merjeme glukoze, trighceridov in
albumina v celiénem mediju z
bickemijskim analizatorjem

Priprava medija za dolofame ROS,
dodatek medija celicam in inkubacija

Merjenje ROS s pomodjo spektofotometra

Slika 13: Shema poteka dela (lasten vir)
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4.2.1. Odtalitev celic

Iz zamrzovalnika (-80 °C) smo vzeli hepatocite, iz hladilnika s 4°C pa celi¢ni medij. Celice in
reagente smo dali v vodno kopel, na 37 °C, da smo preprecili toplotni Sok. 9 ml celi¢nega medija
in 1 ml celic smo zmesali z vortexom in centrifugirali. Teko¢ino smo odlili, celicam pa dodali
1 ml celicnega seruma in 9 ml celicnega medija. To smo zmesali, dali v posodo za gojenje

celi¢nih kultur in nato v inkubator. Naslednji dan smo celicam menjali celi¢ni medij.

4.2.2. Priprava koncentracij izbranih aditivov

Naslednji dan smo odtehtali osnovne koncentracije za 10 ml celicnega medija. Te smo dolo¢ili
s pomoc¢jo priporo¢enih dnevnih vnosov in z upostevanjem kemijskih lastnosti uporabljenih

aditivov. Za nizje koncentracije smo dolocili polovi¢no koncentracijo osnovnih.

Tabela 1: Uporabljene koncentracije aditivov (lasten vir)

Aditiv saharin | tartrazin [ mononatrijev citronska natrijev

glutamat Kislina benzoat
koncentracija 0,546 | 0,002 0,059 0,520 0,694
(mol/L)

Ker sta citronska kislina in saharin Kisli snovi, sta znizali pH celicnega medija. Zaradi
pomembnosti ohranjanja optimalnega pH v celicnem mediju smo ga nevtralizirali z NaOH.
Zmes aditiva in 10 ml celiénega medija smo titrirali z NaOH do spremembe barve — roza (pH
7,4). Nato smo 10 ml celi¢nega medija dodali Se ostalim aditivom. Pripravljene koncentracije

smo zaradi nesterilnosti celicnega medija prefiltrirali skozi bakterijski filter in do uporabe

hranili v hladilniku.

Slika 14: Filtriranje pripravljenih koncentracij aditivov (lasten vir)
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4.2.3. Priprava vzorcev

5. dan smo medjij in celice iz posode za gojenje celicnih kultur prenesli v 6 eppendorfov (5 za
aditive in enega za kontrolo). Te smo centrifugirali in odlili medij, tako da so v eppendorfih
ostale le celice. S pipeto smo odmerili 400 pl pripravljenih koncentracij aditivov ter jih dodali
v eppendorfe in premesali. Po 200 pl meSanice smo prenesli v novo pripravljenih 6

eppendorfov.

Oznacili smo mikrotitrsko plos¢o in iz 6 eppendorfov dva krat po 100 ul dali v dve vrsti zaradi
ponovljivosti poskusa. Nato smo ostalih 6 eppendorfov uporabili za nizje koncentracije. Te smo
pripravili tako, da smo k prvotni koncentraciji dodali Se enkrat toliko celicnega medija in tako

koncentracijo za polovico razred¢ili. Nato smo jih prenesli v mikrotitrsko plosc¢o.

Cez 2 dni (7. dan), smo v mikrotitrsko plos¢o dodali $e 100 pl koncentracij aditivov vsem
vzorcem (vsakemu s svojo formulacijo), da so celice dobile hrano.

_EES S VS

Slika 15: Celice z dolocenimi koncentracijami aditivov v mikrotitrski plosci (lasten vir)

4.2.4. Meritve biokemijskih parametrov in ROS

Iz mikrotitrske plos¢e smo po 200 pl celicne kulture z aditivi premestili v na novo oznacenih
22 eppendorfov (2x5 eppendorfov za posamezno koncentracijo in eno kontrolo za vsako
koncentracijo), nato smo centrifugirali. Supernatant smo odpipetirali v pripravljene Kivete in s

pomocjo biokemijskega analizatorja izmerili koli¢ino glukoze, trigliceridov in albumina.
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Nato smo pripravili medij za dolo¢anje ROS. S pipeto smo zmesali 5 ml HBSS medija in 25 pl
DCFH medija. 100 pl zmesi smo dali v vsakega od eppendorfov, kjer so se nahajale celice, s

pipeto zmesali, premestili v mikrotitrsko plos¢o in za 1 uro dali v inkubator.

ROS smo merili s pomocjo spektrofluorimetra (eksitacija pri 504 nm, emisija pri 529 nm),

merili smo dvakrat, da smo dobili povprecje.

Slika 16 Mesanje HBSS medija in DCFH (lasten vir)
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5. REZULTATI

V grafih so prikazane izmerjene vrednosti glukoze, trigliceridov in albumina pri izbranih
aditivih. Z biokemi¢nim analizatorjem smo merili produkte hepatocit, ki smo jih 5 dni gojili
pod vplivom izbranega aditiva. V tabeli 2 so vrednosti ob izpostavitvi osnovni koncentraciji
aditivov, v tabeli 3 pa polovi¢ni. V obeh tabelah je dodana tudi kontrola za primerjavo. Ta

predstavlja medij, v katerem so produkti hepatocit, ki niso bile izpostavljene nobenemu aditivu.

Iz grafov 1, 2 in 3 lahko razberemo, da se vrednosti glukoze, albumina in trigliceridov drugac¢ne
kot pri kontroli in je aditiv imel vpliv na koli¢ino njihovih produktov. Opazimo lahko, da so pri
osnovni koncentraciji aditivov nastale vecje spremembe, medtem ko so pri polovicni
koncentraciji, torej nizji, razlike manjSe ali pa jih sploh ni. To kaze na dejstvo, da razli¢na

koli¢ina aditiva vpliva na koli¢ino produktov - vi§je kot so, vecja so odstopanja od kontrole.

Primerjava rezultatov:

V spodnjih grafih so pregledneje zbrane vrednosti, ki smo jih izmerili v mediju po deset
dnevnem gojenju hepatocit. Graf 1 prikazuje koncentracije glukoze, ki so jih produktirale
hepatocite ob izpostavljenosti razlicnim aditivov pri osnovni in polovi¢ni koncentraciji. Ob
vsakem aditivu je za primerjavo dodana Se kontrola. Enako velja za grafa 2 in 3, le da so na

grafu 2 prikazani rezultati koncentracij aloumina, na grafu 3 pa trigliceridov.

Legenda grafov:
MSG — mononatrijev glutamat
TAR - tartrazin

K - kontrola

CK - citronska kislina
SAH - saharin

NAB - natrijev benzoat
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Graf 1: Vpliv koncentracije izbranega aditiva na koncentracijo glukoze (mmol/L) v mediju hepatocit
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Kot lahko opazimo na grafu 1, se je koncentracija glukoze v mediju hepatocit ob dodatku vseh
izbranih aditivov zmanjSala. Najvecja razlika je nastala pod vplivom citronske kisline. Nekoliko
ve¢ji vpliv sta imela tudi natrijev benzoat in saharin. Vrednosti so ostale skoraj nespremenjene
v mediju, Kjer so hepatocite proizvajale pri dodatku mononatrijevega glutamata in tartrazina.
Za vse aditive velja, da so pri vi§jih koncentracijah nastale vecje spremembe, torej se je
koncentracija glukoze v mediju zmanj$ala. Pri polovicnem odmerku aditiva so medtem
spremembe manjSe. 1z tega lahko sklepamo, da ima aditiv vpliv na produkcijo glukoze in, da

se ta vpliv z veCanjem koncentracije aditiva visa.
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Graf 2: Vpliv koncentracije izbranega aditiva na koncentracijo aloumina (mmol/L) v mediju hepatocit
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Iz grafa 2 lahko razberemo, da gre pri vec€ini aditivov za spremembo koncentracije albumina v
mediju hepatocit. Ta se je povecala le v primeru osnovne koncentracije tartrazina. Ob dodatku
citronske kisline, saharina in natrijevega benzoata se je koncentracija albumina zmanjSala.
Najvecja razlika je nastala pri citronski kislini. Prav tako se je koncentracija albumina kar prece;j
zmanjSala pri saharinu, kjer sta vrednosti albumina pri osnovni in poloviéni koncentraciji
aditiva enaki. ManjSa sprememba v koncentraciji produktiranega albumina je bila prisotna tudi
pri osnovni koncentraciji natrijevega benzoata, medtem ko se pri polovi¢ni koncentraciji
vrednost ni spremenila, tako kot pri tartrazinu. Opazimo pa tudi, da mononatrijev glutamat nima
vpliva na raven albumina v mediju, saj so ob njegovem dodatku vrednosti ostale enake, kot pri

kontroli.
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Graf 3: Vpliv koncentracije izbranega aditiva na koncentracijo trigliceridov (mg/L) v mediju hepatocit
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Graf 3 predstavlja koncentracijo trigliceridov v mediju po 10 dnevnem gojenju hepatocit. Pod
vplivom mononatrijevega glutamata in tartrazina se je koncentracija teh zviSala. Na drugi strani
pa se je koncentracija trigliceridov ob dodatku natrijevega benzoata zmanjSala. Pri citronski
kislini se je ob osnovni koncentraciji aditiva koncentracija produktov precej zmanjsala, medtem
ko se je pri polovi¢ni koncentraciji mo¢no povecala. Glede na kontrolo je prav tako zviSanje
koncentracije trigliceridov povzrocil saharin, ob nizji koncentraciji aditiva pa je vrednost teh
padla. 1z teh rezultatov je tezko razbrati ali aditiv vpliva na zviSanje ali zniZzanje koncentracije

produktov, predvsem pri saharinu in citronski Kislini.
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Graf 4: Vpliv koncentracije izbranega aditiva na vrednost ROS v mediju hepatocit
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Iz grafa 4 se opazi, da je ob dodatku vseh aditivov prihajalo do spremembe vrednosti ROS v
celici. Najmanjsa razlika je bila ob dodatku tartrazina. Ce upostevamo standardno deviacijo
vidimo, da je ta v razponu kontrole pri osnovni in polovi¢ni koncentraciji. Vrednost ROS je
najbolj narastla v mediju z natrijevim benzoatom. Ta je bila celo ve€ja pri polovi¢ni
koncentraciji. V primeru saharina, citronske Kisline in natrijevega benzoata so vrednosti ROS
padle. Sicer razlike niso velike, saj v primeru upostevanja standardne deviacije lahko opazimo,

da so vrednosti primerljive z razponom kontrole.
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6. ANALIZA REZULTATOV

V raziskovalni nalogi smo zeleli ugotoviti ali izbrani aditivi (tartrazin, mononatrijev glutamat,
citronska kislina, saharin in natrijev benzoat) skodujejo delovanju hepatocit. V ta namen smo v
obdobju 10 dni gojili hepatocite v mediju, kateremu je bil dodan izbran aditiv. Nato smo v
medijih izmerili koncentracijo glukoze, albumina in trigliceridov, v samih hepatocitah pa ROS.

Z raziskavo smo pridobili podatke, ki so nam pomagali ovrednotiti naSe hipoteze.

6.1. Hipoteza 1

Nasa prva hipoteza je predvidevala u¢inek saharina na raven biomolekul v mediju hepatocit ter
na ROS, ki se je kopicil v njih. Kot je razvidno iz grafa 1, je bila koncentracija glukoze v mediju
v obeh uporabljenih koncentracijah saharina manjSa v primerjavi s kontrolo. Ker je bila ob
osnovni koncentraciji razlika vecja, lahko sklepamo, da je vpliv na spremembo koncentracije
glukoze celic vecji ob visjem dodatku saharina. V grafu 3 je prikazano, da se je raven
trigliceridov ob dodatku osnovne koncentracije povecala za malo ve¢ kot 1 mmol/L, pri
polovi¢ni koncentraciji pa se je zmanjSala. Kot smo zZe predvideli v hipotezi, se je koncentracija
albumina ob dodatku obeh koncentracij zmanjsala. Razlika v vrednosti alboumina se med
osnovno in polovi¢no koncentracijo saharina ni pojavila. Pri obeh se je zmanjSala za 0,01 mg/L.
ROS se je ob dodatku osnovne koncentracije saharina nekoliko zmanjsal, medtem ko se ob
polovi¢ni dozi saharina vrednost ni spremenila oziroma je ostala v obsegu kontrole. Nasi
rezultati o koncentraciji glukoze v mediju so skladni s tem, kar je Ze potrdila raziskava Amin
A. in AlMuzafar (2015) v serumu albino podganjih samcev. Sklepamo, da je saharin pospesil
privzem glukoze. Morda je celica pospesila celi¢no dihanje in je potrebovala ve¢ energije. Prav

tako so na$i rezultati skladni z rezultati raziskave Z Asan Azeez, Yousif Alkass in Suzete

Persike (2019), Kkjer so sicer poskus izvedli na podganah. Iz tega lahko sklepamo, da v tem
primeru gre za podobnosti med odzivanjem podganjih in ¢loveskih celic na saharin. Mozno je,
da lahko raven trigliceridov poveZzemo z prevzemom glukoze iz medija. Lahko da je celica
energijo za celi¢no dihanje jemala ve¢inoma iz glukoze, zato se je s tem povecala koncentracija
trigliceridov, saj jih ni toliko potrebovala. S tem lahko prvo hipotezo delno potrdimo, saj se nasi

rezultati skladajo z nasimi predvidevanji glede biomolekul, ne pa z vrednostmi ROS.
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6.2. Hipoteza 2

Nasa druga hipoteza je predvidevala vpliv dodatka tartrazina v medij za gojenje hepatocit. Graf
1 prikazuje zmanjSanje vrednosti glukoze pri obeh koncentracijah. Ker je razlika v spremembi
med osnovno in polovi¢no koncentracijo zelo majhna, lahko sklepamo, da koli¢ina tartrazina
nima vpliva na velikost spremembe koncentracije glukoze v mediju. Raven trigliceridov se je
ob dodatku obeh koncentracij povecala, pri osnovni bolj kot pri polovicni. 1z tega sklepamo, da
vecja kot je koncentracija aditiva, manj trigliceridov bo celica koristila. Graf 2 prikazuje, da je
pri osnovni koncentraciji priSlo do rahlega povisanja (0,01 mg/L) vrednosti albumina, medtem
ko pri polovicni dozi albumin ni ne narastel, ne padel. Rezultati so prav tako pokazali, da so
vrednosti ROS ostale nespremenjene v primerjavi s kontrolo. Raziskava Amina M. in njegovih
sodelavcev (2017) je pokazala povisanje trigliceridov v hepatocitah albino misi pod vplivom
tartrazina, zato smo predvidevali, da bo v ¢loveskih celicah podobno, kar smo potdili za nagimi
rezultati. NaSa hipoteza se je navezovala tudi na rezultate raziskave Visweswaran in
Krishnamoorthy (2012), vendar v njihovem clanku porocajo o povisanju ROS. Ker pa
koncentracije ROS niso merili, ampak so nanjo sklepali le na podlagi zmanj$anja delovanja
encima, je mozno, da so bila njihova predvidevanja napa¢na. Mozno pa je tudi, da so testisi
podgan odreagirali drugace in ni povezave z njimi in ¢loveskimi hepatocitami. Predvideli smo,
da se bo zaradi poviSanja trigliceridov posledi¢no zmanjsala koncentracija glukoze, saj bodo
celice energijo zacele izkoriscati iz glukoze. Ker so bili rezultati skladni z nasimi sklepi, je
mozno, da obstaja med produkcijo trigliceridov in glukoze res povezava. Glede na to, da nikjer
nismo zasledili, da bi tartrazin lahko imel vpliv na albumin smo pri¢akovali, da tukaj ne bo
prislo do spremembe. Nasi rezultati kazejo, da lahko vi§je koncentracije zmotijo produkcijo
albumina, medtem ko nizje ne povzro¢ajo sprememb. Hipotezo lahko torej delno potrdimo, saj

se ROS ni povecal, prav tako pa tudi vrednost albumina ni ostala popolnoma nespremenjena.

6.3. Hipoteza 3

V tretji hipotezi smo predvideli rezultate ob dodajanju mononatrijevega glutamata. Rezultati so
pokazali, da je odstopanje vrednosti glukoze od kontrole zelo majhna, zato lahko posplosimo,
da na uravnavanje glukoze hepatocit mononatrijev glutamat nima motecega vpliva. Vrednost
trigliceridov je, kot smo pricakovali v hipotezi, pri obeh koncentracijah aditiva narasla za 1
mmol/L. Koncentracija albumina se ni spremenila. Prav tako v mediju nasih gojenih celic ROS

ni narastel. Pri osnovni koncentraciji mononatrijevega glutamata je ostal skladen s kontrolo,
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medtem ko je se je pri polovi¢ni koncentraciji celo nekoliko zmanjsal. Sicer je odklon
standardne deviacije kar precej velik, zato menimo, da so rezultati nezanesljivi. Glede na
raziskavo Al-Badr in Tawfik (2012), ki sta eksperimente izvajala na misih, smo predvideli, da
bodo Cloveske celice reagirale podobno. Rezultati njune raziskave so namre¢ pokazali, da se bo
produkcija albumina zmanjs$ala. V nasi raziskavi pa se je izkazalo, da je raven albumina ostala
enaka v primerjavi s kontrolo. V raziskavi sta prav tako predvidevala, da se je v celicah povecal
ROS, kar se ne sklada z naSimi rezultati. . Verjetno mononatrijev glutamat direktno za celico
ne predstavlja tako motecega dejavnika, da bi spremenil raven albumina, ROS in glukoze v
mediju. V primejavi z raziskavo Ahluwalia in Malik (2002), ki sta izvajala teste na misih, je
tudi nasa raziskava pokazala povisanje trigliceridov v mediju. Ta je morda posledica tega, da
je mononatrijev glutamat motil prevzem trigliceridov v notranjost celice. Se pa je v na$i
raziskavi s koncentracijo glukoze zgodilo nasprotno. Morda cloveske celice ob dodatku
mononatrijevega glutamata odreagirajo drugace na reguliranje glukoze izven telesa. Prav tako
tudi to hipotezo delno potrdimo. Z naSimi pri€akovanji zapisanimi v hipotezi se sklada le v

koncentraciji trigliceridov, rezultati o albuminu, glukozi in ROS pa so pokazali drugace.

6.4. Hipoteza 4

V Cetrti hipotezi smo predvideli, da se bo koncentracija glukoze v mediju ob dodatku
natrijevega benzoata zmanjSala. Nasi rezultati so pokazali, da se je raven glukoze ob dodatku
osnovne koncentracije izbranega aditiva za malenkost zmanjSala, pri polovi¢ni koncentraciji pa
je bila razlika s kontrolo Se manjSa. Koncentracija trigliceridov je pri polovi¢ni koncentraciji
ostala enaka, pri osnovni pa se je koncentracija znizala le za 0,2 mmol/L. Pri osnovni ravni se
je koncentracija albumina zmanj$ala, pri polovi¢ni pa se ta ni spremenila. 1z grafa 4 je razvidno,
da se je ROS povecal. To je bilo dokazano Ze v raziskavi Arabsolghar, Borojeni, Khodaei,
Khorsand, Rashedinia in Saberzadeh (2017), kjer so ROS merili v celicah PC12. Gre za celice
nadledvi¢ne Zleze podgan. Glede na naSe rezultate lahko predvidevamo, da natrijev benzoat
povzroca stres razlicnim tipom celic. Raziskava Fujitani T. (2002) je ob dodatku natrijevega
benzoata pokazala povecane vrednosti albumina pri podganah. Rezultati naSega poskusa kazejo
drugace. MozZno je, da ima natrijev benzoat drugacen vpliva na ¢loveske celice kot podganje.
O spremembah glukoze so porocali tudi Clish, Deik, Delaney, Lennerz, Ludwig, Mootha,
Pierce in Vafai (2014) v svoji raziskavi, ki so jo izvedli na ljudeh, zato smo nasa pri¢akovanja

v hipotezi zapisali skladno z njihovimi rezultati. Izkazalo se je, da je tudi naSa raziskava
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potrdila, da ob dodatku natrijevega benzoata celica v vecji meri izkoris¢a glukozo. Morda
potrebuje vec vira energije, ker je celiéno dihanje pospeseno. Ker glede vpliva natrijevega
benzoata na trigliceride nismo zasledili nobenih Studij smo sklepali, da se njihova produkcija
ne bo spremenila. Kljub temu je v na$i raziskavi priSlo do majhne spremembe pri visji
koncentraciji. Mozno je, da razlike niso pomembne, lahko pa je celica trigliceride v vecji meri

potrebovala za vir energije. S tem lahko naso hipotezo potrdimo z izjemo albumina.

6.5. Hipoteza 5

Nasi rezultati so pokazali znizanje koncentracije glukoze v mediju, kar se ne sklada z
zastavljeno hipotezo. Raven trigliceridov se je pri osnovni koncentraciji precej znizala, pri
polovi¢ni pa zviSala. V nasi raziskavi smo prav tako ugotovili, da se je koncentracija albumina
in vrednost ROS znizala. Sklepali smo, da se bo citrat, ki je produkt cikla citronske kisline
kopicil in s tem celica ne bo potrebovala vec toliko goriva, zato se bo s tem zviSala koncentracija
glukoze v primerjavi s kontrolo. Rezultati poskusa ne potrjujejo nasih predvidevanj.
Zmanjsanje ROS pod vplivom citronske kisline je pokazala Ze raziskava pri somih (Hamed,
Sayed, Soliman 2021), Glede nato, da je raven trigliceridov ob dodatku koncentracij in kontrole
nihala, je mozno, da je na to imela vpliv napa¢na metoda dela, saj je citronska kislina mo¢no
znizala pH v mediju, kar pa smo kompenzirali z bazo. Kljub temu, da o vplivu natrijevega
benzoata na albumin nismo nasli nobenih zanesljivih raziskav, se je albumin v naSem primeru
zmanjSal. Predvidevamo, da je celica ob dodatku natrijevega benzoata dozivela stres in je zato
preusmerila svoje delovanje v zas¢ito pred njim, ne pa toliko v proizvodnjo albumina. Tudi te
hipoteze ne moremo Vv celoti potrditi, saj je koncentracija glukoze in albumina nasprotna s

predvidenim.

6.6. Vrednotenje metode

Preden smo celicam dodali dolo¢ene koncentracije aditivov, smo celice nekaj dni gojili. Ker je
za gojenje celi¢nih kultur potrebna menjava medija, je morda pris§lo do majhne izgube celic ob
izlitju medija po centrifugiranju. Medij smo menjavali le na zacetku, v naslednjih dneh, ko pa
so bile celice Ze v mikrotitrski plos¢i z dodanimi aditivi, smo se izgubi celic izognili tako, da

smo celi¢ni medij le dodali.
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Do napak je lahko prislo tudi pri odmerjanju koli¢in s pipeto. Kljub temu, da smo uporabljali
avtomatsko pipeto, smo vcasih zajeli tudi nekaj zraka (prisotnost mehurckov), kar je vplivalo

na nenatanc¢nost odmerjanja koli¢in.

V raziskavi smo uporabljali dve moc¢no kisli snovi, citronsko kislino in saharin. Ker je za
ohranjanje celic v celi¢cnem mediju pomemben tudi pH, smo ti snovi nevtralizirali z natrijevim
hidroksidom. Zaradi nenatan¢nosti titracije ti snovi morda nista bili optimalno nevtralizirani,

kar je vplivalo na odstopanja v naSih rezultatih.

Da so se v raziskavi pojavljale razlike v rezultatih, katere so bile posledice napak, kazejo tudi
intervali napak na grafu ROS. Razberemo lahko, da je pri nekaterih aditivih prislo do velikega
razpona, zaradi Cesar smo tezko oblikovali zakljucke. Za povecanje zanesljivosti rezultatov bi

bilo potrebno povecanje Stevila ponovitev.
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7. ZAKLJUCEK

V raziskavi so nas presenetili rezultati o reaktivnih kisikovih spojinah. Pri vseh primerih razen
pri natrijevem benzoatu se te niso povecale. Ker se ROS zaradi UV zarkov, tezkih kovin,
antiblastiénih kovin in drugih nezelenih dejavnikov poveca (Altavilla, Arcoraci, Bitto,
Cucinotta, Irrera, Mannino, Pallio, Pizzino, Squadrito, 2017), smo pri¢akovali, da bodo tudi
testirani aditivi v njem sproZili povecanje ROS, saj v telo dodajamo tujo umetno substanco.
Predvidevamo, da je padec ROS posledica tega, da smo ROS v mediju merili komaj peti dan
po doziranju aditivov hepatocitam. Ker ima celica svoje mehanizme proti nastanku ROS
(glutatione), je verjetno, da je do trenutka merjenja ROS celicam Ze uspelo zravnati njihovo
raven. Nasi rezultati so torej v vecini primerov pokazali, da ti nimajo negativnega vpliva na
reaktivne kisikove spojine, zato ti ne ogrozajo celi¢nega oziroma tkivnega propadanja. Izjema
je natrijev benzoat, pri katerem je vrednost ROS narastla. Zato tega aditiva iz vidika Skodljivosti
jetrom ne priporo¢amo, oziroma celo svetujemo njegovo odstranitev iz prodaje. Hkrati pa

predlagamo nadaljnje Studije, kjer se bo ROS meril $e v istem dnevu.

Ker se je vrednost glukoze v vseh primerih zmanjSala, predvidevamo, da je celica potrebovala
vec vira energije, ki ga je izkoriscala iz glukoze. Morda si je s pospesenim celicnim dihanjem

in ve¢ energije uspela zagotoviti zasc¢ito proti stresu, ki ji ga je povzroc€il dodatek aditivov.

Najini rezultati kazejo tudi na to, da obstaja verjetnost povezave med trigliceridi in glukozo.
Kadar je celica intenzivneje izkoriscala glukozo iz medija, je zmanjSala prevzem trigliceridov.

Mozno je, da je Zeleno energijo raje izkoris¢ala iz glukoze, kot iz trigliceridov.

Ce je prisSlo do spremembe koncentracije albumina v mediju, je v veCini primerov §lo za
znizanje. Mozno je, da je celica svoje delovanje raje preusmerila na zas¢ito pred tujo kemikalijo

in posledi¢no zmanjsala proizvodnjo albumina.

Rezultati naSe raziskovalne naloge so pokazali, da vsi uporabljeni aditivi vplivajo na
spremembe pri produkciji testiranih molekul in ROS v hepatocitah. Vecinoma se je izkazalo,
da je polovi¢na koncentracija aditiva povzrocila manjSo spremembo kot osnovna, torej visja,
zato lahko sklenemo, da visje koncentracije aditivov resneje vplivajo na celico in posledicno

celoten organizem. Iz tega vidika podpiramo, da je njihova dovoljena uporaba vsaj omejena, ¢e
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se ze celoten izdelek ne izkljuci iz prodaje. Poleg ze izpostavljenega natrijevega benzoata, je
velike spremembe povzrocal tudi saharin, za katerega prav tako predlagamo, da se iz prodaje
izklju¢i. Glede na rezultate je najmanjsi ucinek povzro¢il mononatrijev glutamat, ki je o¢itno
spremembo povzro€il le v primeru trigliceridov. Kljub temu ga ne izloCamo iz seznama
nevarnih aditivov, saj povec€anje trigliceridov lahko povzroci razne sré¢ne bolezni, kot so sréni
infarkti, pa tudi mozgansko kap (Sachdev, 2021). Zato predlagamo, da so tudi za mononatrijev

glutamat potrebne dodatne raziskave, ali je res ustrezen za neomejeno uporabo na trgu.

Ker je naSe raziskovalno delo potekalo in vitro in smo spremembe opazovali le na ravni celice,
ne moremo z gotovostjo trditi, da ti v Cloveskem telesu povzrocajo bolezenske motnje. Organski
sistemi v CloveSkem telesu namre¢ sodelujejo povezano, zato sprememb na ravni celice ne
moremo posploSit na celotno telo. Prav tako do jeter pride manjs$a koncentracija aditiva, kot ga
zauzijemo, saj se ne absorbira v celoti ter se v krvi na poti do jeter razredc¢i, zatorej koncentracijo
aditiva ne moremo enaciti pri vsakdanjem zauzitju in pri doziranju teh in vitro. Ugotovili smo,
da ob dodatku aditivov jetrna celica deluje drugace. Upamo, da bodo rezultati nasega dela
vzpodbudili zanimanje za dodatne raziskave in za vecjo pozornost potro$nikov pri izbiri hrane,

saj ima le ta veliko vlogo za zdravo Zivljenje.
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8. DRUZBENA ODGOVORNOST

Tema nase raziskovalne naloge se navezuje na osnovna nacela druzbene
odgovornosti. Raziskovalne naloge smo se lotili z zavedanjem, da je zdravje najpomembnejsa
¢loveska vrednota. Raziskava je pokazala, da aditivi motijo in posledi¢no spreminjajo delovanje
naSih jetrnih celic, kar lahko vodi do razlicnih bolezenskih stanj. Upamo, da smo z naSo
raziskovalno nalogo prispevali k osvescanju ljudi in k razmisleku o izbiri ustrezne, zdrave in
¢im manj predelane hrane. Z naSo raziskovalno nalogo pa Zelimo vzpodbuditi nadaljnje

raziskave na tem podrocju.
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10. PRILOGE

Tabele podatkov

Tabela 2: Izmerjena vrednost glukoze (mmol/L), trigliceridov (mmol/L) in albumina (mg/L) pri osnovni
koncentraciji mononatrijevega glutamata, citronske kisline, saharina, natrijevega benzoata in kontroli

Vrsta dodanega aditiva

mononatrijev citronska saharin | tartrazin | natrijev kontrola
glutamat Kislina benzoat
glukoza 29,98 8,20 25,76 | 28,91 25,27 30,86
(mmol/L)
albumin | 0,05 0,03 0,04 0,06 0,04 0,05
(mg/L)
trigliceridi | 3,9 1,7 4,0 3,9 2,7 2,9
(mmol/L)

Tabela 3: Izmerjena vrednost glukoze (mmol/L), trigliceridov (mmol/L) in albumina (mg/L) pri polovicni
koncentraciji mononatrijevega glutamata, citronske kisline, saharina, natrijevega benzoata in kontroli

Vrsta dodanega aditiva

mononatrijev citronska [ saharin | tartrazin natrijev kontrola
glutamat Kislina benzoat
glukoza 30,73 13,94 27,36 | 29,02 27,53 30,86
(mmol/L)
albumin | 0,05 0,04 0,04 0,05 0,05 0,05
(mg/L)
trigliceridi | 3,6 3,9 2,6 3,4 2,9 2,9
(mmol/L)
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kisline, saharina, tartrazina, natrijevega benzoata in kontroli

Aditiv mononatrijev tartrazin | saharin | citronska natrijev kontrola
glutamat kislina benzoat

Vrednost ROS | 30, 21 26,21 26,12 | 36,03 45,00 38,60

standardna 10,44 0,98 12,13 | 1,85 9,90 7,13

deviacija

Tabela 5: Povprecje izmerjene vrednosti ROS pri niZji koncentraciji mononatrijevega glutamata, citronske
kisline, saharina, tartrazina, natrijevega benzoata in kontroli

Aditiv mononatrijev tartrazin | saharin | citronska natrijev kontrola
glutamat Kislina benzoat

povpre¢na 26,66 28,65 35,72 | 46,26 71,47 38,60

vrednost

standardna 6,64 6,59 5,80 0,46 4,07 7,13

deviacija
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