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Popis kratica:
CNS, engl. central nervous system — sredis$nji ziv¢ani sustav
GABA, engl. y-aminobutiric acid — y-amino-butiri¢na-kiselina
NMDA, engl. N-methyl-D-aspartate — N-metil-D-aspartat
ADH, engl. alcohol dehydrogenase — alkohol-dehidrogenaza
CYP2E1, engl. Cytochrome P450 2E1 - citokrom P450 2E1 oksidaza
FID, engl. flame ionization detector — plamenoinonizacijski detektor
TCD, engl. thermal conductivity detector — detektor termalne provodljivosti
GC-HS, engl. Gas Chromatpgraphy-Head Space — Head space plinska kromatografija

GC-HS-FID, engl. Gas Chromatography - Head Space-Flame lonization Detector - Head

space plinska kromatografija sa plamenoionizacijskim detektorom



1. UVOD
1.1.Etanol
1.1.1.Svojstva molekule

Etanol (etilni alkohol) je mala molekula gradena od devet atoma, opée formule C,HsOH i
molekularne mase 46.06844 g/mol (Slika 1.). Jednostavna grada molekule i odsutstvo naboja pri
fizioloskom pH omogucuje joj prolazak kroz stanicne membrane, zbog ¢ega se nakon konzumacije
etanol 1 njegovi metaboliti mogu pronaci u gotovo svim tkivima. Hidroksilna skupina ¢ini molekulu
polarnom, stoga se etanol dobro mijesa s vodom u svim omjerima i sluzi kao polarno otapalo. Osim s
vodom dobro se mijesa i s drugim organskim otapalima poput etil-etera, acetona i kloroforma i topljiv
je u benzenu. Etanol i voda tvore azeotropnu smjesu pri 97% volumnom udjelu etanola pri 25°C i

standardnom atmosferskom tlaku (1).
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Slika 1. Molekula etanola

1.1.2.Farmakodinamika i farmakokinetika etanola

Farmakodinamika etanola pokazuje utjecaj etanola na viSe metabolickih putova u organizmu stoga
ucinak nije jednoznacajan. Etanol se koristi kao baktericidno i antifugalno sredstvo jer uzrokuje

ostecenje stanica dehidracijom i precipitacijom citoplazme (protoplazme).

U Jjudskom organizmu iznimno je vazan njegov utjecaj na sredis$nji ziv¢ani sustav (CNS, engl. central
nervous system). Etanol mijenja svojstva membrane neurona, utje¢e na enzime i veze se na receptore
za acetilkolin, serotonin, GABA receptore (GABA, engl. y-aminobutiric acid), glicinske i NMDA
receptore (NMDA, N-metil-D-aspartat) mijenjajuci njihove primarne funkcije (2,3,4). Etanol je jedan
od napoznatijih depresora sredi$njeg ziv€anog sustava.

U in vitro uvjetima etanol se veze kao agonist i potencira prolazak kloridnih iona kroz inhibitorne

GABA receptore u postsinaptickim neuronima §to se ocituje u pojacanoj depresiji CNS-a tj.

sedativnom ucinku etanola.

Etanol se veze na glicinske receptore koji se kao inhibitorni receptori pojavljuju u pojedinim regijama

CNS-a. Glicinski receptori su o ligandu ovisni kloridni kanali iz porodice nikotin-acetilkolinskih



receptora. Otvaranjem kanala dolazi do ulaska CI” iona u neuron i do smanjenja praga okidanja
odnosno podrazljivosti neurona. Kineticki model prikazuje mehanizam djelovanja etanola: smanjujuci
brzinu odvajanja glicina s receptora, etanol uzrokuje istovremeno otvaranje veceg broja glicinskih
receptora Cime dolazi do smanjenja ekscitacijskog praga neurona. Posljedicno imamo promjene

ponasanja i gubitak refleksa uspravljanja kod pokusnih Zivotinja (4).

NMDA receptori su o ligandu ovisni ionski kanali i imaju razli¢ita regulatorna mjesta: mjesto za
vezanje glutamata, glicina, poliamina (rezultira ekscitacijom neurona) i iona magnezija (inhibicija
neurona, veze se na otvorene kanale). Otvaranjem NMDA receptorskog ionskog kanala dolazi do
influksa kalcijevih iona u stanicu i ekscitacije neurona. Etanol kompetira s glicinom za vezno mjesto i
pritom blokira ucinak glicina ¢ime smanju ekscitaciju neurona. Drugi predlozeni mehanizam je
vezanje etanola u hidrofobni dZzep ionskog kanala koji time blokira kanal i on postaje neosjetljiv na

promjene napona (3).

Farmakokinetika etanola u uskoj je vezi s njegovim molekularnim obiljezjima. Etanol je tipican
primjer supstance Cija kinetika slijedi kinetiku nultog reda Sto podrazumijeva da su apsorbirane i
eliminirane koli¢ine neovisne o pocetnoj koncentraciji te da se u svakom vremenskom intervalu
podjednako smanjuje koncentracija (5). Zbog male molekularne mase lako prolazi stanicne membrane,
brzo se apsorbira iz gastrointestinalnog trakta i raspodjeljuje u gotovo sva tkiva. Primarno mjesto
apsorpcije je tanko crijevo, premda se dio etanola apsorbira i iz zeludca. Konzumacija hrane
neposredno prije uzimanja alkohola smanjuje njegovu apsorpciju pa je maksimalna koncentracija
etanola u krvi ockivano niza nego kod kozumacije etanola nataSte. Buduci da se zbog polarne
hidroksilne skupine dobro mijesa s vodom, oc¢ekivano ga nalazimo u svim tjelesnim tekuéinama.
Prolazi placentu kod trudnica i moze izazvati tkz. fetalni alkoholni sindrom. Tako se moze odredivati
iz krvi, iz sline, urina ili drugih tjelesnih tekucina. Prilikom odredivanja etanola iz sline treba na umu
imati razlike sastava sline i krvi. Slina sadrzi vec¢i udio vode i manji udio lipida stoga je koncentracija
etanola tijekom faze apsorpcije veca u slini. Kod Zena je apsorpcija etanola manja nego kod muskaraca

nakon oralne ingestije istih koli¢ina etanola (6).

Nakon faze apsorpcije slijedi faza distribucije etanola po tkivima. Koncentracija etanola u stanici ovisi
o fazi (apsorpcija, eliminacija) i prokrvljenosti tkiva. Volumen distribucije je velik, a distribucija
najveca u dobro prokrvljenim tkivima kao $to su mozak, bubreg, pluca i salivarne Zlijezde, dok je
protok kroz miSi¢e u mirovanju daleko manji (7). Stoga etanol iz sline u fazi apsorpcije bolje prikazuje

arterijsku koncentraciju etanola nego vensku.

Etanol se ne veZze na proteine plazme, eliminira se dijelom nepromijenjen bubrezima, dijelom se
izdiSe, dok se dio metabolizira enzimima prilikom prvog prolaska kroz jetru. Najvazniji enzimi u
metabolizmu etanola su alkohol-dehidrogenaza (ADH engl. alcohol dehydrogenase), CYP2E1

(citokrom P450 2E1 oksidaza) i peroksidaza iz hepatocita. Vecina etanola metabolizira se preko



alkohol dehidrogenaze u citoplazmi hepatocita. Kao kona¢ni produkti metabolizma etanola u jetri
nastaju acetaldehid i acetat. Manji dio metabolizira se na endoplazmatskom retikulu pomo¢u CYP2E1
mikrosomskih oksidaza ili peroksidazom unutar peroksisoma. Unato¢ tome potencijal toksicnosti
etanola direktno je vezan uz ove sporedne metabolicke putove preko kojih se takoder metaboliziraju

razliciti lijekovi.

1.2. Analiticke metode za mjerenje koncentracije etanola u tjelesnim teku¢inama

Koncentracije etanola moguce je precizno i to¢no odredivati iz tjelesnih tekucina pomocu razli¢itih
metoda. Najcesce koriStene metode odredivanja etanola temelje se na principima elektrokemijske
detekcije, enzimskih metoda ili plinske kromatografije, dok konkretan izbor metode najvise ovisi o
potrebama za koje se odreduju koncentracije etanola, kao i o uvjetima u kojma se analiza izvodi (8).
Elektrokemijske metode najce$ce su koriStene u prijenosnim etilometrima koji se primjenjuju u
prometu, prvenstveno zbog svoje prakticnosti, iako je njihova pouzdanost slabija u usporedbi s drugim
metodama. Za klini¢ku upotrebu najéesce se primjenjuju enzimske metode koje su dovoljno tocne i
precizne za pouzdano odredivanje, dok su uglavnom prihvatljivije cijenom i jednostavnos$c¢u izvodenja
od referentne plinske kromatografije. 1z tog se razloga referentna metoda, koja pruza rezultate
najsli¢nije stvarnim vrijednostima, koristi kada je potrebno $to to¢nije odrediti koncentraciju etanola u
nekom uzorku, odnosno kada se nastoje procijeniti i usporediti analiticki parametri druge metode. U
nasem istrazivanju koristili smo u klini¢koj upotrebi najcesce primjenjivanu enzimsku metodu, kao i
referentnu plinsku kromatografiju Sto nam je omogucéilo, osim usporedbe samih metoda, bolju

usporedbu rezultata dobivenih iz razli¢itih uzoraka.

1.2.1.Vrste uzoraka

S obzirom na vrlo dobru topljivost etanola u vodi i posljedi¢no Siroku raspodjelu po organizmu, etanol
je moguce detektirati u velikom broju razlil¢itih uzoraka. Najcesce se etanol odreduje u izdahu, krvi
(punoj krvi, serumu i plazmi) i urinu, nesto rjede u slini, a ponekad su u primjeni i nestandardni uzorci
poput o¢ne vodice, uglavnom u forenzic¢ke svrhe (9,10). Odredivanje etanola u izdahu primjenjuje se u
kombinaciji sa elektrokemijskim metodama u prijenosnim etilometrima, zbog jednostavnosti i brzine
odredivanja. Iz koli¢ine detektiranog etanola u izdahu, racunski se procjenjuje odgovarajuca
koncentracija u krvi. Krv je najces$¢i uzorak u klinickim odredivanjima etanola, prvenstveno zbog
najveée pouzdanosti uzorkovanja iz zatvorenog vaskularnog sustava liSenog vanjskih utjecaja i
stabilnog volumena te najviSeg stupnja standardizacije, uz relativno jednostavno uzorkovanje. U
rutinskoj primjeni uglavnom se koristi plazma ili serum gdje su koncentracije priblizno jednake.
Ukoliko se etanol odreduje iz pune krvi, izmjerene koncentracije ¢e biti nize nego u plazmi i serumu,

Sto se pripisuje manjem udjelu vode u punoj krvi (6). Osim toga dio etanola oksidira se u acetaldehid
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enzimom iz krvnih stanica, pa se preporuca odredivati etanol iz seruma ili plazme nakon odvajanja od
stanica (11). Koncentracije etanola u urinu ovise o postignutim koncentracijama u krvi, ali s obzirom
na nacin izlucivanja urina kao i vrijeme zadrzavanja u mokra¢nom mjehuru, koncentracije u urinu
“kasne” za onima u krvi zbog ¢ega nisu pouzdane za njihovu procjenu (9). Ipak, bas zbog vremenskog
odmaka u nekim prilikama, kada se mjerenje izvodi u fazi eliminacije, mogu se koristiti za procjenu
prethodno postignutih koncentracija u krvi. Osim u spomenutima, moguce je etanol odredivati i u

drugim uzorcima, npr. elektrokemijskim odredivanjem u znoju (12).

1.2.2.1zrazavanje koncentracije

Koncentracije etanola u tjelesnim teku¢inama moguce je izraZavati u razliitim jedinicama. NajceSce
se izrazava koncentracija u krvi, koja moze biti odredena prema volumenu ili prema masi krvi. S
obzirom da je specifi¢na gustoca krvi ve¢a od 1 g/mL, potrebno je naznaciti izrazava li se etanol
prema volumenu ili masi krvi, zbog ¢ega je korisnije primjenjivati odgovarajuce jedinice umjesto
ponekad koriStenih promila (g%o). U Zakonu o sigurnosti prometa na cestama, Republike Hrvatske,
koncentracije etanola se izraZzavaju u jedinicama g/kg (13), dok je uobicajena jedinica izrazavanja

rezultata analiza dobivenih u medicinsko biokemijskim laboratorijima g/L.

1.2.3.Referentna metoda i njezina primjena

Plinska kromatografija je referentna metoda za kvalitativno i kvantitativno odredivanje etanola u
tjelesnim teku¢inama kao §to su krv (serum, plazma), slina ili urin. Visoka specifi¢nost, tocnost i
osjetljivost te jednostavna izvedba aparature razlog su Sirokoj primjeni plinske kromatografije za
odredivanje velikog broja analita. Osim toga, ne zahtjeva posebnu pripremu uzorka S§to joj daje
dodatnu prednost pred nekim drugim metodama. Najce$¢a primjena metode je za ispitivanje Cistoce
supstancija, za odjeljivanje supstancija iz smjesa, u preparativne svrhe, kvalitativnoj i kvantitativnoj
kemijskoj analizi u forenzickim, znanstvenim i toksikoloskim ispitivanjima gdje se radi o vrlo niskim
koncentracijama analita, a rjede se koristi u medicinskoj praksi zbog visoke cijene aparature i duljine
vremena analize po pojedinom uzorku §to ju ¢ini manje primjerenom za hitnu dijagnostiku ili veliki

broj rutinskih analiza.

Plinska kromatografija metoda je izbora za kvantitativno odredivanje niskih koncentracija analita s
temperaturom vreli§ta do 300°C. Za postizanje najboljeg analitiCkog rezultata uzorak ne smije
sadrzavati visoke koncentracije soli, odnosno iona, a prilikom svake analize potrebno je usporediti
rezultate s unutarnjim standardom - poznatom supstancom visoke ¢istoce Cije vrijeme zadrzavanja na
koloni (retencijsko vrijeme) prilikom eluiranja sli¢no retencijskom vremenu analita koji ispitujemo.

Shema plinskog kromatografa prikazana je na Slici 2.
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Slika 2. Shema uredaja (kromatografa) za plinsku kromatografiju

1.2.3.1.  Nacelo metode plinske kromatografije

Uzorak je injektiran autosemplerom u predkomoru gdje se zagrijava do temperatura nesto visih od
temperature vreliSta za analit koji odredujemo. U slucaju etanola kojem je vreliste na 78,29 °C,
pretkomora se zagrijava na 60 °C. Analit se prevodi u plinoviti oblik i pod tlakom unosi u kolonu u
struji inertnog plina (helija, dusika, argona, vodika ili zraka) koji predstavlja mobilnu fazu. Odabir
inertnog plina i temperature ovisi o vrsti analita koji odredujemo i detektoru na kraju kolone. Razliciti
analiti koji se nalaze u uzorku mogu se unutar kolone odijeljivati na principu adsorpcije na stacionarnu
fazu (polimer na inertnoj ¢vrstoj fazi) ili se diferencijalno otapa u odgovarajucoj selektivnoj tekucini
nanijetoj u tankom sloju na veliku povrSinu punila kolone (princip razdijeljenja analita izmedu dvije
faze). Eluiranje s kolone najceSc¢e je koriStena tehnika u plinskoj kromatografiji. Struja plina nosaca
»eluira®“ odnosno nosi analite koji razliCito reagiraju sa stacionarnom fazom, pri ¢emu dolazi do
odjeljivanja razli¢itih analita u uske zone medusobno odijeljenje plinom nosatem. Svaki analit
razlicito reagira sa stacionarnom fazom ovisno o kemijskim i fizikalnim svojstvima same molekule
analita. Stoga na detektor analiti dolaze u razli¢itim vremenskim periodima od pocetka separacije u
koloni. Pojedini analit odreduje kvalitativno ili kvantitativno u usporedbi sa unutarnjim standardom:
susptancom poznatog retencijskog vremena koja se u poznatoj koli¢ini dodaje uzorku koji se analizira

(14).



Izvedbe detektora su razliCite i ovise o vrsi uzorka i analita. Neke od cesce koriStenih su
plamenoionizacijski detektor (FID, engl. flame ionization detector) ili detektor termalne provodljivosti
(TCD, engl. thermal conductivity detector). FID detektor radi na principu piroliziranja ugljikohidrata u
plamenu (sagorijevanje u struji vodika i zraka) pri Cemu se stvaraju ioni koji daju elektri¢ni signal koji
se detektira elektrodama. TCD detektor detektira promjenu termalne provodnosti prilikom prolaska
analita u struji nosaca kroz nit pod elektricnim naponom nacinjenu od volframa i renija. Budu¢i da
helij ili dusik imaju veliku termalnu provodljivost, prolaskom kroz volfram-renij nit odrzavaju nit na
nizoj temperaturi, odnosno struja se kroz nit ne mijenja. Kad se u struji helija ili duSika nade analit
eluiran sa kolone, dolazi do promjene termalne provodljivosti i do zagrijavanja niti $to dovodi do
smanjivanja jakosti struje kroz samu nit, a $to se detektira kao signal. Prednost FID-a pred TCD
detektorom je u vecoj osjetljivosti kod analize ugljikohidrata, ali ne moze detektirati vodu te uniStava
analit. Prednosti TCD detektora su u Sirem spektru supstanci koje mogu biti analizirane, moze
detektirati vodu i ne unistava analit pa moZe biti pred-detektor FID detektoru ¢ime se dobiva veéi broj

informacija o analitu (15).

Aparatura plinskog kromatografa omogucuje lako rukovanje; head space kromatografi (GC-HS, engl.
Head Space-Gas Chromatpgraphy) omogucéavaju trajnost kolone i sprje¢avaju kontaminaciju injektora
(16). GC-HS ukljucuje termostatiranje zatvorenog uzorka pri ¢emu iznad tekuéine uzorka dolazi do
uspostavljanja dinamic¢ke ravnoteze izmedu plinovitog i tekuéeg stanja pojedinog analita (17). Analit
prelazi u plinovito stanje iznad povrSine uzorka tijekom inkubacije i odvodi se u kolonu. Slobodni
volumen iznad uzorka i vrijeme inkubacije je iznimno bitno jer o njima ovisi kona¢na koli¢ina analita
koji ¢e pomocu plina nosaca u¢i u kolonu iz ,,head space* prostora. GC-HS analiza pogodna je za
isparljive spojeve iz teku¢ih uzoraka, ali i za spojeve nakon nagle termicke desorpcije s ¢vrstog uzorka

(18).

Analiza rezultata najcesce se obavlja u predvidenim programima, analizom dobivenih apsorpcijskih
vrSaka na kromatogramu. Kwvalitativna analiza odgovara usporedbi retencijskih vremenima s
vremenom elucije unutarnjeg standarda, a kvantitativna analiza daje informaciju o koli¢ini analita u
uzorku nakon integriranja povrsine ispod krivulje u odnosu na povrsinu ispod krivulje iste suspstance

u to¢no poznatoj koli¢ini koristene za izradu kalibracijske krivulje (bazdarnog dijagrama) (14).

1.2.4.Metode u medicinskoj praksi

Medicinska praksa ima specifi¢ne zahtjeve za metode kojima se iz humanih uzoraka odreduju pojedini
analiti. Odabir metode ovisi o njenim specifikacijama i ucestalosti ispitivanja. Metoda treba
zadovoljiti: to¢nost, preciznost, ponovljivost, reproducibilnost, specifi¢nost, osjetljivost i podrucje
linearnosti u skladu s fizioloskim koncentracijama i patofizioloskim podruc¢jima koja su kompatibilna

sa zivotom. Metoda mora biti prihvatljiva, pristupac¢na cijenom i moguc¢noS¢éu da se automatizira,
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posebice ako se radi o rutinskim, §to znaci svakodnevnim ispitivanjima. Svrha odredivanja alkohola u
medicinskoj praksi najcesce je vezana uz isljuCivanje alkohola kao uzro¢nika drugih simptoma ako se
radi o akutnim klinickim slucajevima ili za pracenje pridrzavanja apstinencijskog programa kod

lijecenih alkoholicara (19).

Odredivanje alkohola u krvi danas je, nazalost, jedna od ces¢ih pretraga u medicinskoj praksi, koja se

obavlja na dnevnoj bazi. Kao uzorak koristi se najcesc¢e venska krv, a u manjoj mjeri urin.

Enzimska metoda s ADH metoda je izbora u zdravstvenim ustanovama zbog svoje pristupacne cijene i
aparature za mjerenje. Zahtjevi metode moraju biti jasno postavljeni kako bi rezultat dobiven tom
metodom mogao $to vjerodostojnije prikazati stvarno klini¢ko stanje. Zbog individualnih razlika u
metabolizmu etanola i indukcije enzima za razgradnju, koncentracija ne mora nuzno korelirati sa
klinickom slikom. Upravo iz tog razloga vazno je pokriti Sire podru¢je koncentracija etanola s
naglaskom na vise koncentracije buduéi da one predstavljaju veéi rizik za pacijenta koji je u akutnom
stanju, u hitnom prijemu i Cija se diferencijalna dijagnostika tek postavlja Nize koncentracije,
posebice one na granici detekcije, imaju manju klinicku vaznost budu¢i da etanol u nizim
koncentracijama ima blazi ucinak na organizam ili potpunosti izostaje kod pojedinaca. Ali, i te nize

koncentracije nisu nevazne u pra¢enju pacijenata na lijecenju od kroni¢nog alholizma.

1.3.Drustvena, medicinska i pravna glediSta na ucinak alkohola
1.3.1.Drustveno i kulturolosko poimanje pijenja alkohola

Etanol, kolovijalno poznat kao alkohol, ima klju¢nu ulogu u gotovo svim civilizacijama i zajednicama
jos od oko 4000 god. pr. Kr. gdje pijenje alkoholnih pi¢a predstavlja drustvenu aktivnost, a sama
konzumacija i obrasci ponasanja povezani s njegovom konzumacijom pod velikim su utjecajem
pojedine kulture. Postoje znacajne razlike u drustvenom poimanju alkohola i njegove konzumacije
gdje se u nekim drustvima (UK, Skandinavija, SAD, Australija) vise povezuje sa nasilnim i anti-
socijalnim ponasanjem, dok se u drugima (Mediteran i neke Juzno Americke kulture) konzumacija

alkohola poima kao mirna i druStvena.

Kulturoloskim istrazivanjima i eksperimentima utvrdeno je da utjecaj alkohola na ponasanje pojedinca
viSe ovisi o druStvenim i kulturoloskim faktorima nego samim fizioloskim efektima etanola na
organizam. Alkoholna pi¢a nose snaznu simbolicku ulogu koja moze biti koristena u razliite svrhe,
npr. obiljezavanje prirode odredenog drustvenog dogadaja ili situacije, pokazatelj drustvenog statusa,
izrazavanje pripadnosti odredenoj skupini itd. Konzumacija alkohola Cesto se povezuje i sa negativnim
utjecajima na drustvo i pojedinca. Na globalnoj razini, fizicki, psihicki i socioloski problemi povezani
sa alkoholom odnose se na manji dio (manje od 10%) populacije koja konzumira alkohol. Vecina
problema koji se povezuju sa alkoholom (nasilje, kriminal, nesrece, bolesti) nastaju kao posljedica

prekomjernog konzumiranja, ¢eS¢e nego umjerene konzumacije. Iako su u nekim kulturama problemi
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povezani s alkoholom c¢esc¢i, u vecini kultura je umjereno konzumiranje norma, dok je prekomjerna

konzumacija kao i potpuna apstinencija prisutna tek kod manjeg dijela populacije (20).

U modernom drustvu, gdje se dogodila sveopc¢a eksplozija primjene strojeva i automatizacije, pijenje
alkohola u tzv. umjerenim koli¢inama suocava se s neproporcionalno velikom opasnos$éu za sigurnost
ljudi na radu i u prometu. Jednaka nesigurnost prijeti onima koji piju, kao i onima koji se nalaze u

njihovoj blizini. Stoga je pijenje alkohola dobilo visedimenzionalnu i viSestruku druStvenu opasnost.

1.3.2.Medicinsko stajaliSte - organski i psihi¢ki poremecaji

Alkohol se u raznim civilizacijama konzumira od pamtivijeka, pa su njegovi u¢inci na organizam vrlo
dobro pozanti. Koncetracija etanola u krvni ne mora nuzno korelirati sa objekivnim pokazateljima
»opijenosti“ , posebice kod kroni¢nih alkoholiCara kod kojih su zabiljeZzene rekordno visoke
koncentracije etanola uz tek neke od znakova opijenosti. Najce$¢e akutne promjene koje se mogu
zapaziti kod osoba koje konzumiraju alkohol prikazane su tablicom (Tablica 1). Uocavamo psihicke 1
motori¢ke poremecaje u Sirokom spektru: od posve bezazlene euforije do kome i zastoja disanja.
Medutim, mozak nije jedina meta etanola; Stetni ucinci (posebice kod dugoro¢nog konzumiranja veéih
koli¢ina alkoholnih pic¢a) ocituju se kao disbalans endokrinih funkcija, anemija, oStecenje sluznica
gastrointestinalnog trakta, alkoholna neurpoatija, alkoholna bolest jetre i kao mnogi drugi viseorganski

poremecaji.



Tablica 1. Stupnjevi utjecaja akutne alkoholiziranosti

(preuzeto od: Dubowski KM, Gadsden Rh Sr, Poklis A. The stability of ethanol in human whole
blood controls: an interlaboratory evaluation. J Anal Toxicol. 1997 Oct; 21(6):486-91)

Koncentracije Utjecaj Ponasanje i motoricki poremecaji
etanola u krvi

(izrazene u g/L)

0,1-0,5 Subklinicki | Normalno ponasanje, bez utjecaja alkohola
Nepravilnosti primjecene specijalnim testovima

0,3-1,2 Euforija Srednje jaka euforija, druzeljubivost, pri¢ljivost
Poviseno samopouzdanje, smanjena inhbicija
Smanjenje senzoromotorickih funkcija

Manjak paznje, sposobnosti procjene i samokontrole
Usporena obrada informacija

Smanjena moguénost percepcije i pamcenja
Gubitak efikasnosti kod izvodenja finih radnji

0,9-2,5 Uzbudenje | Emotivna nestabilnost; gubitak kriticne procjene

Produljeno vrijeme reagiranja i snizen senzorni
odgovor

Mamurluk, pospanost
Smanjena oStrina vida

Senzoromotorna nekoordiniranost, poremecena
ravnoteza

1,8-3,0 Konfuznost | Dezorijentiranost, zbunjenost, vrtoglavica, mucnina
Pretjerani emotivni ispadi (bijes, strah, tuga)
Poremecaji vida

Povecan prag za bol

Poremecaj miSi¢ne koordinacije

Apatija, letargija

2,5-40 Tupost Generalna inercija; gubitak motornih funkcija
Znacajno smanjen odgovor na stimulans
Znacajna nekoordinacija misi¢a — nemoguénost
stajanja ili hodanja

Povracanje, nemoguénost zadrzavanja urina ili
fecesa

Smanjeno stanje svijesti; pospanost ili tupost

3,5-5,0 Koma Potpuna neprisebnost, koma

SniZeni ili posve odsutni refleksi

SniZena tjelesna temperatura (pothladenost)
Disfunkcija cirkulacijskog i respiracijskog sustava

<4,5 Smrt Smrt zbog zastoja respiracije

Etanol se Cesto konzumira i kao energetski stimulans jer je dobar izvor kalorija. Neishranjenost koju

prate manjak folne kiseline, tiamina i ostalih vitamina dovodi do dodatnih komplikacija metabolizma,



smanjene apsorpcije hranjivih tvari i do insuficijencije pankreasa. Alkoholna bolest jetre obuhvaca
disfunkciju jetre uzrokovanu dugotrajnom konzumacijom etanola. Manifestira se kao alkoholni
hepatitis, ciroza jetre (oSte¢eno tkivo jetre prelazi u fibrozno, disfunkcionalno tkivo) ili masna jetra
(karakterizirana prekomjernim odlaganjem masti u jetri). Apstiniranjem od alkohola neka od

navedenih stanja su reverzibilna (19).

1.3.3.Pravni okviri — prekrSaji u prometu i na radnom mjestu

Poznato je da etanol moze znaCajno narusiti koordinaciju, vid, reflekse te sposobnost ispravnog
rasudivanja Sto moze dovesti do ozljeda, prometnih nesre¢a, nastanka materijalne i druge Stete,
pogotovo za vrijeme obavljanja zahtjevnijih radnji. Iz tog razloga uvedene su razliCite zakonske
regulative koje zabranjuju konzumaciju etanola ili ograni¢avaju dozvoljene koncentracije u odredenim
okolnostima, prvenstveno u prometu i na radnom mjestu. Prema Zakonu o sigurnosti prometa na
cestama Republike Hrvatske definirane su dozvoljene koncentracije etanola u krvi u pojedinim
okolnostima. Vozac¢ima kategorije vozila C, D i H, instruktorima voznje i mladim vozacima kao i
voza¢ima kategorije B (osobni automobili) koji upravljaju vozilom u profesionalne svrhe nije
dozvoljeno imati koncentracije etanola u krvi ve¢e od 0,00 g/kg. Vozac¢ima kategorije vozila A, B, F,
G i1 AM dozvoljeno je imati koncentracije etanola u krvi do 0,50 g/kg, (13). Takoder, Zakonom o
zastiti na radu, Republike Hrvatske propisano je kako radnik prilikom obavljanja posla ne smije u krvi
imati etanola u koncentraciji ve¢oj od 0,0 g/kg, odnosno vise od 0,0 miligrama u litri izdahnutog

zraka.(21)
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2. OPCII SPECIFICNI CILJEVI

Sveprisutnost etanola u svakodnevnom Zivotu dovodi u pitanje sigurnost konzumiranja alkoholnih

pi¢a prvenstveno prilikom upravljanja strojevima i osobnim vozilima. Cilj je ovog rada u skupini

ispitanika oba spola izmjeriti koncentraciju etanola u slini, krvi i urinu nakon konzumacije drustveno

prihvatljive koli¢ine alkoholnih pica te zabiljeziti subjektivne i objektivne promjene koje ¢e ispitanici

pokazati. Uzorci ¢e se uzimati u fazi apsorpcije i eliminacije i mjeriti enzimatskom metodom kakvu

koriste medicinski laboratoriji te referentnom kromatografskom metodom. Rezultatima testiranja

zelimo pokazati da drustveno prihvatljive koli¢ine alkoholnih pi¢a nisu prihvatljive u radu i prometu

iako ne prelaze zakonski dozvoljene koncentracije. Zbog nepredvidive interindividualne varijabilnosti

utjecaja alkohola i pouzdano mjerljive koli¢ine alkohola u podrucju <0,5 g/LL mozZe imati ozbiljnih

drustvenih i sudskih prijepora.

Specificni ciljevi

1.

N e

10.

Pilot studijom ispitati sadrzaj etanola u slini ispitanika 30, 60, 90 i 120 min nakon
konzumacije 5 Cokoladnih pralina punjenih alkoholom.

Uzorkowati slinu, urin i krv ispitanika 20 min nakon konzumacije alkoholnog pica kad se
ocekuje apsorpcijski maksimum te nakon 90 min kad je eliminacija u tijeku.

Izmjeriti koncentraciju etanola u slini, urinu i serumu pomoc¢u enzimske metode i
referentne metode (plinske kromatografije).

Usporediti rezultate dobivene s dvije analiticke metode.

Usporediti sadrzaj etanola u slini i krvi.

Ocijeniti eliminaciju etanola na temelju nalaza u urinu.

Ispitati subjektivni i objektivni utjecaj etanola na ispitanika nakon 20 i 90 minuta od
uzimanja alkoholnog pica i povezati ih s koncentracijama u uzorcima.

Usporediti farmakokinetiku etanola u odnosu na spol i na tjelesnu masu.

Ocijeniti pouzdanost enzimske metode u usporedbi s referentnom plinskom
kromatografijom.

Zakljuciti koliko je konzumacija druStveno i zakonski prihvatljivih koli¢ina alkohola

uistinu bezazlena za sudjelovanje u prometu ili za odgovorne radne aktivnosti.
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3. MATERIJALI I METODE
3.1.Materijali
3.1.1.Kratka pilot studija s ¢okoladnim pralinama

Za procjenu koncentracija etanola u slini nakon konzumacije vrlo malih koli¢ina etanola, provedena je
kratka studija na dva ispitanika razli¢itih spolova. Etanol je konzumiran u obliku ¢okoladnih pralina s
alkoholnim punjenjem, nakon c¢ega su odredivane koncentracije etanola u slini. U jutarnjim satima
izmedu 9 i 10 h, u Klinickom zavodu za kemiju KBC Sestre milosrdnice u Zagrebu ispitanici koji su
bili nataste konzumirali su u razmacima od par minuta 5 ¢okoladnih pralina s alkoholnim sadrzajem
dostupnih u slobodnoj prodaji. Odluka o 5 komada pralina temeljila se na procjeni realnih okolnosti u
kojima nije o¢ekivana ve¢a konzumacija ¢okoladnih pralina. Prosje¢na masa svake praline bila je
12,75 g, ukupnog sadrzaja etanola od 4% (na ovaj nacin uneSeno je 2,55 g etanola po ispitaniku).
Nakon konzumacije zapoceto je mjerenje vremena, te su nakon zadanih vremenskih intervala (30, 60,
90, 120 min), ispitanicima uzeti uzorci sline. Sadrzaj etanola u uzorkovanoj slini odreden je pomoc¢u
rutinske enzimske metode s ADH odmah po uzorkovanju te pomocu referentne metode - plinske
kromatografije.nakon jednog dana. Uzorci su bili hermeticki zatvoreni i pohranjeni u hladnjaku na

5,5°C. Detalji o0 metodama, uredajima i mjestu analize opisani su u poglavlju 3.2.

3.1.2.Ispitanici

U ispitivanje je bilo ukljueno 10 zdravih dobrovoljaca, studenata SveuciliSta u Zagrebu. Skupina
ispitanika bila je ujednacena po spolu, sastavljena od 5 mladica i 5 djevojaka u dobi izmedu 22 i 30
godina. Kriteriji uklju¢ivanja u ispitivanje podrazumijevali su odsustvo znakova i simptoma bilo
kakvih kroni¢nih ili akutnih bolesti, organske ili mentalne naravi. Jedini osobni podaci uzeti od
ispitanika bili su spol, dob i tjelesna masa. Spremnici (epruvete za krv i slinu, kao i posude za urin) bili
su prethodno obiljezeni rednim brojem ispitanika i vremenom nakon konzumacije alkoholnog pica (20
ili 90 min.) kada ¢e uzorci biti uzeti. Eticka povjerenstva Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta te

KBC Sestre milosrdnice odobrila su istraZivanje.

3.1.3.Konzumacija alkohola i dinamika uzorkovanja

U prijepodnevnim satima izmedu 10 i 11 sati, nakon uobicajenog dorucka oko 9 sati ispitanici su
konzumirali 0,5 dL alkoholnog pi¢a s udjelom alkohola od 40% unutar 5 minuta, nakon Cega je
zapoceto mjerenje vremena. Ispitanici su konzumirali alkoholno pi¢e s medusobnim kratkim
vremenskim odmakom kako bi bilo osigurano vrijeme potrebno za uzimanje uzoraka. Na taj nacin

omoguceno je uzorkovanje u jednakim vremenskim intervalima za sve ispitanike. Nakon 20 i 90
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minuta od konzumacije ispitanicima su uzeti uzorci sline, urina i krvi standardnim postupcima

medicinskog laboratorija.

3.1.4.Uzorkovanje Kkrvi

Uzorke krvi uzimali su educirani i ovlasteni zdravstveni radnici u Klinickom zavodu za kemiju KBC
Sestre milosrdnice na lokaciji Klinike za traumatologiju u Zagrebu. Krv je uzimana u standardne
epruvete s podtlakom od 3 mL bez dodatka antikoagulansa (Vacuette, Greiner-Bio one, Austrija). Za
obje tocke mjerenja, svakom ispitaniku je uzeta po jedna epruveta krvi. Nakon uzorkovanja, uzorci su
centrifugirani 10 min relativnom centrifugalnom snagom od 1800xg (Rotofix 32 A, Hettich,

Njemacka) kako bi se izdvojio serum iz kojeg je vrSena analiza.

3.1.5.Uzorkovanje sline

Slina je uzorkovana standardiziranim i jednostavnim rutinskim postupkom,

| Poklopac koriStenjem dvostrukih sterilnih epruveta sa pamucnim jastuéi¢em, pod
’I_Ei Spremnik imenom Salivette tvrtke Stardtstat (Njemacka). Prije uzorkovanja sline
=l # valjak potrebno je najmanje 15 minuta ne uzimati nikakva jela ni pi¢a i ne pusiti.
‘:;:_‘ Pamuéni Sterilni pamucni jastuci¢ valjati u ustima jednu minutu, nakon Cega se
%_ valjak ispljune bez dodirivanja u unutarnju epruvetu te centrifugira 2 minute u
-;.__i centrifugi (Rotofix 32 A, Hettich, Njemacka) relativnom centrifugalnom
= snagom od 1000xg. Centrifugiranjem se uzorak nade na dnu vanjske
Epruveta epruvete, nakon cega se izvadi unutarnja eprueta, i vanjska epruveta
sk hermeticki zatvori odgovaraju¢im ¢epom. Uzorak sline na takav je nacin
siguran od hlapljenja. Nakon centrifugiranja uzorak se analizirao
enzimskom metodom, a do trenutka analize GC-HS-FID metodom dva

dana kasnije ¢uvan je u hladnjaku na +4 "C.

Slika 3. Epruveta za

uzorkovanje sline

3.1.6.Uzorkovanje urina

Uzorci urina dobiveni su standardnim postupkom medicinskog laboratorija, uriniranjem u plasti¢nu
posudu predvidenu za uzorak urina. Svakom ispitaniku osigurana je privatnost odlaskom u zasebnu
prostoriju toaleta. Uzorak uzet na ovaj na¢in odmabh je spreman za analizu. Urin je preliven u plasticne

epruvete, hermetic¢ki zatvoren i pospremljen u hladnjak na +4 °C do trenutka analize.
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3.1.7.Stabilnost uzoraka

Temeljem validacije koja je provedena u Klinickog zavoda za kemiju (22) te u Centru za forenzi¢na
ispitivanja, istrazivanja i vjeStaCenja "Ivan Vuceti¢" (RU-144/2-26), a koji su akreditirani po
medunarodnoj normi ISO 15189, drzali smo pouzdanim podatak da je uzorak za odredivanje alkohola
stabilan 3 dana ako je hermeticki zatvoren i arhiviran u hladnjaku na +4 °C (23). Dobro zacepljeni
uzorci s etanolom stabilni su tijekom perioda do 3 h od uzorkovanja, na sobnoj temperaturi (24).

Otcepljeni uzorci nisu stabilni nakon 2 h od uzorkovanja.

3.2.Metode
3.2.1.Enzimatska metoda

Odredivanje etanola iz sline, seruma i urina izvedeno je na biokemijskom analizatoru Dimension
Xpand Plus (Siemens, Njemacka). Analizator je prethodno kalibriran Simenens Dimension CHEM 111
CAL (LOT 5EDO009 ) kalibratorima, (Siemens, Njemacka) nakon ¢ega je kvalteta metode ispitana s
dva kontrolna uzorka za normalnu razinu (ciljna vrijednost 0,5 g /L), odnosno za visoku razinu (ciljna
vrijednost 1,5 g/L) za kontrolu kvalitete. Obje su kontrole zadovoljavale kriterije: rezultat normalne
razine bio je 0,52 g/L etanola (kriterij prihvatljivosti 0,4-0,6 g/L), odnosno 1,48 g/L (prihvatljivo 1,2-
1,8g/L) za visoku razinu. Koristene kontrole su Ammonia/ Ethanol / CO, Control ROCHE Cobas
(Roche, Svicarska). Princip metode odredivanja etanola temelji se na visokoj specifi¢nosti enzima
ADH prema molekuli etanola i NAD" (nikotinamid adenin dinukleotida) kao kofaktora enzima.
Oksidacijom etanola uz NAD" nastaje acetaldehid i NADH, a reakcija se prati spektrofotometrijski

porastom apsorbancije reakcijske smjese pri valnoj duljini od 340 (tzv. opticki test).

ADH
C,HsOH + NAD' >  CH;COH + NADH

Mjerno podrucje definirano je od 0,03- 3,00 g/L etanola (0,7 — 65,1 mmol/L). Uzorke ¢iji rezultati
prelaze gornju granicu mjernog podrucja treba razrijediti i ponoviti mjerenje. 1z razrjedenja i rezultata
dobivenog u razrijedenom uzorku racunski se dobije stvarna vrijednost u primarnom uzorku. Limit
detekcije predstavlja najnizu koncentraciju koju analizator moze sa 95% pouzdano$¢u odrediti u
uzorku. Svaki rezultat ispod te vrijednosti izrazava se kao ,,manji od* vrijednosti limita detekcije.
Zbog uporabe enzima specifi¢nog za etanol, ova je reakcija vrlo malo podlozna interferencijama. Neke

od tvari koje mogu interferirati su n-propanol ili n-butanol.
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3.2.2.Plinska kromatografija (GC-HS-FID) — referentna metoda

Odredivanje etanola iz sline, seruma i urina izvrSeno je plinskim kromatografom (GC-HS-FID, engl.
Head Space-Gas Chromatography-Flame Ionization Detector) marke Clarus 500s i Clarus 600s
proizvodaca Perkin Elmer (SAD) s TurboMatrix 40 headspace samplerom, u Centru za forenzi¢na
ispitivanja, istrazivanja i vjeStatenja ,Ivan Vuceti¢“ u Zagrebu. Za detekciju smo koristili
plamenoionizacijski detektor (FID) koji za pirolizu analita koristi smjesu vodika i zraka. Kao plin
nosa¢ ovaj kromatograf koristi dusik visoke Cisto¢e. Procesom rada samog analizatora upravlja
racunalni program TotalChrom (Perkin Elmer, SAD), a rezultati se prikazuju u obliku kromatograma
koji prikazuju mjerne signale detektora analognim krivuljama s vrScima u razli¢itim retencijskim

vremenima. Specifikacije opreme navedene su u Tablici 2.

Tablica 2. Specifikacije opreme plinskog kromatografa Clarus (Perkin Elmer, SAD)

Naziv opreme /proizvodac
Gas Chromatograph Clarus 500 s
1. Headspace Sampler TurboMatrix 40
Perkin Elmer, SAD
Gas Chromatograph Clarus600 s
2. Headspace Sampler TurboMatrix 40 (Clarus L)
Perkin Elmer, SAD
Gas Chromatograph Clarus600 s
3. Headspace Sampler TurboMatrix 40 (Clarus D)
Perkin Elmer, SAD
kapilarne kolone (BAC1-30m x 0,32mm x 1,80um i BAC2-30m x 0,32mm x

4. 1,20um )
5. Pure Gas Hydrogen Generator (PG — H,, 500)
6 boca s dusikom 5.0; (N, > 99,999 vol. %),
' Messer Griesheim
7 boca sa sintetskim zrakom;(20,5 O, u N»)

Messer Griesheim

Priprema uzorka ukljucuje centrifugiranje pune krvi i i dobivanje seruma, kao i pripremu unutarnjeg
standarda 1 izradu kalibratorske krivulje (bazdarnog dijagrama). Za interni standard koriste se otopine
n-propanola (375uL/1000mL destilirane vode) i terc-butanola (0,06mL /1000 mL destilirane vode). Za
izradu kalibracijske krivulje koriste se standardne otopine etanola od 0,3— 4,0 g/L (Medidrug Ethanol,
Njemacka). Na pocetak i kraj svake serije postavljaju se standardi jednakih koncentracija etanola iz
kojih se izracunava bazdarni faktor potreban za izraCunavanje koncentracije etanola u uzorcima. Na
pretposljednje mjesto u seriji postavlja se tzv. X standard poznate koncentracije etanola koji sluzi za
kontrolu to¢nosti rezultata analiza. Pomoc¢u ra¢unalnog programa TotalChrom iz povrSine pod vr$kom
elektricnog signala nastalog izgaranjem u plamenu standardne otopine etanola poznate koncentracije
koja se analiza na pocetku i kraju serije uzoraka izracunavaju se bazdarni faktori RF1 i RF2. Pomoc¢u

njih izraCunavaju se nepoznate koncentracije etanola u drugim uzorcima. Standard X sluzi za
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provjeravanje to¢nosti rezultata unutar serije mjerenja, ako njegova vrijednost odstupa za vise od £4%,
za izraCun nepoznatih koncentracija ne koristi se srednja vrijednost bazdarnih faktora ve¢ samo onaj
faktor koji daje toCniji rezultat za standard X. Uvjeti kromatografiranja za koriSteni GC-HS-FID

kromatograf prikazani su u Tablici 3.

Tablica 3. Uvjeti analize na Clarus 500 s i Clarus 600 s plinskim kromatografima (GC-HS-FID)

Uvjeti analize na Clarus 500 s i Clarus 600 s plinskim kromatografima

Kapilarne kolone: BAC-1-30m x 0,32mm x 1,80pm i
BAC-2-30m x 0,32mm x 1,20pm

Tlak dusika: 30 psi (priblizno 207 kPa)

Vrijeme termostatiranja uzoraka: 12 min

Temperatura zagrijavanja uzoraka: 60°C

Vrijeme presurizacije: 1 min

Vrijeme injektiranja: 0,02 min (0,04 min. za analizu s terc-butanolom)

Vrijeme ispuhivanja: 0,2 min

Temperatura igle: 70°C

Temperatura transfer linije: 75°C

Vrijeme analize: 3,8 min
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3.2.3.Metode procjene utjecaja etanola na ispitanike

Motoricke funkcije koje su blago promijenjene kod konzumacije alkohola mogu biti jedan od
objektivnih pokazatelja utjecaja alkohola, koji uz subjektivan osjecaj moze upotpuniti informaciju o
primje¢enom djelovanju alkohola pri nizim koncentracijama. Premda se koncentracije etanola u
tjelesnim teku¢inama razlikuju, poneki se obrasci ponaSanja mogu prepisati vecini ispitanika nakon
konzmacije ,,drustveno prihvatljive koli¢ine* alkohola. Ispitanici najces$ce spominju osjecaj topline,

blage euforije, vrtoglavice ili osje¢aj da ne mogu ,,razbistriti* misli.

Ispitivani su objektivni i subjektivni pokazatelji utjecaja etanola modificiranim i pojednostavljenim

nac¢inom kakav se nade u relevantnoj stru¢noj literaturi (25).
Subjektivni pokazatelji

e osjecaj pijanstva, smuSenih misli, smanjene koncentracije; iskazano samoprocjenom ispitanika

u kategorijskim varijablama +, + ili -.
Objektivni pokazatelji

e Pozicijski nistagmus - procijenjen kao nevoljna kretnja oka (odlikuje se izmjeni¢nim glatkim
pokretima oka u jednom smjeru i brzim pokretima oka u drugom smjeru) u pra¢enju predmeta
koji se pomi¢e ispred oka od nosa na krajnju lijevu pa na desnu stranu dosega pogleda;
detektiranje nemoguénost smirenja oka u krajnjoj toc¢ki pogleda predmeta izrazeno u

kategorijskim varijablama +, + ili -.

e Tremor ispruzenih ruku — opazanje drhtanja vodoravno ispruzenih ruku s ispruzenim

dlanovima; izrazeno u kategorijskim varijablama +, % ili -.

e Hodanje po pravcu duzine 5 m otvorenih o€iju — zapazanje nemoguc¢nosti da se zadrzi

pravocrtno hodanje izraZzeno u kategorijskim varijablama +, £ ili -.

Ispitanici su testirani na navedene pokazatelje 20 i 90 min od uzimanja alkohola, odnosno neposredno

prije prvog i drugog uzorkovanja. Rezultati su prikazani u Tablici 7. u rezultatima.

3.2.4.Statisticka metoda

Za prikaz rezultata i statisticku obradu podataka koristeni su ra¢unalni programi Excel 2010, Microsoft
office (Microsoft USA) i MedCalc v. 12.2.1.0. (MedCalc Software, Mariakerke, Belgija). Metodom
deskriptivne analize prikazane su karakteristike skupova podataka, Kolmogorov-Smirnovljevim
statistiCkim testom ispitana je normalnost raspodjele. MedCalc, softverski program dizajniran je za

istrazivanja na podrucju biomedicine i omoguc¢ava lako rukovanje i vrlo pouzdane proracune. Pomoc¢u
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ovog programa izradili smo opcu statisticku tablicu, prikazali odnose medu pojedinim parametrima
korelacijskom i regresijkom analizom, koristili statisticke testove za provjeravanje normalnosti
raspodjele parametara, ili pojedine analize (Bland Altman) za usporedbu metoda. Program je
pristupacan studentima i znanstvenicima s detaljno razjeSnjenim uputama za uporabu, kao i teorijskom

pozadinom svakog statistickog testa.

Ovisno o distribuciji podataka koristeni su neparametrijski ili neparametrijski testovi i u skladu s tim
podatci su prikazani medijanom i rasponom izmjerenih vrijednosti ili pak srednom vrijednoscu i
standardnom devijacijom. Za ispitivanje povezanosti varijabli koriSten je statisticki postupak po
Spearmanu za neparametrijske testove s pripadaju¢éim koeficijentom korelacije i1 njegovom
statistickom znacajnoséu P. Koeficijenti korelacije tumacili smo prema Coltonu (Tablica 4.). Modelom
linearne regresije procjenjivali smo ovisnu varijablu prema predikcijskoj na razini statisticke
znacdajnosti P < 0,05. Usporedba metoda analizirana je Bland-Altmanovim modelom. Za usporedbu
varijabli koriSten je neperametrijski Mann-Whitney (neovisni uzorci) i Wilcoxonov test (parni uzorci).

Svi rezultati interpretirat ¢e se na razini statisticke znacajnosti P < 0,05.

Tablica 4. Tumacenje koeficijenta korelacije prema Coltonu

Koeficijent korelacije Povezanost
0do+0,25 Nema povezanosti
+0,26 do £ 0,50 Slaba povezanost

Umjereno do dobra

+0,51 do+0,75
povezanost

+0,76 do£1 Dobra do izvrsna povezanost
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4. REZULTATI
4.1.Kratki pilot pokus s ¢okoladnim pralinama

Koli¢ina etanola u 5 pralina koje su konzumirali ispitanici iznosila je 2,55 g, a prema tjelesnoj masi
uzeli su 0,03 g alkohola’kg 41 0,051 g alkohola/kg tjelesne mase. Izmjerene koliCine alkohola u slini
u vremenskim razmacima od 30 min pokazale su vrijednosti od 0,00 do 0,02 g/L. Rezultati su
prikazani u Tablici 5.

Tablica 5. Rezultati mjerenja alkohola u slini nakon unosa 2,55 g etanola
konzumiranjem 5 ¢okoladnih pralina

Vrijeme Etanol u slini Etanol u slini
(min): (enzimska metoda, g/L) (kromatografska
metoda, g/L)
Muski Zenski Muski Zenski
ispitanik ispitanik ispitanik | ispitanik
30 0,01 0,02 0,00 0,00
60 0,01 0,01 0,00 0,00
920 0,01 0,01 0,00 0,00
120 0,01 0,01 0,00 0,00

4.2.Pokus sa pijenjem alkoholnog pic¢a
Opisna statistika ispitanika i mjerenja etanola

U studiji je sudjelovalo deset ispitanika jednakih udjela spolova s dobnim medijanom od 23 godine.
Prosjecna tjelesna masa ispitanika bila je 66,9 kg u rasponu od 50 do 87 kg. Unutar 3 min popili su 0,5
dL Zestokog pi¢a deklariranog s 40% sadrzaja etanola te tako po kilogramu mase unijeli prosje¢no
0,242 g etanola/kg tjelesne mase (od 0,181 do 0,316). Nakon 20 i 90 min uzeti su uzorci krvi kojima je
odvojen serum (oznaka), sline (Oznaka) i urina (oznaka) te im je odredena koncentracija etanola
enzimskom metodom (Oznake redom) i metodom plinske kromatografije (oznake redom).
Koncentracije etanola u svih ispitanika bile su manje od 5 g/L kako je bilo predvidljivo. No, zapazene
su znacajne interindividualne razlike u svim vrstama uzoraka neovisno o mjernoj metodi. U Tablici 6.

prikazana je deskriptivna statistika ispitivane skupine.
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Tablica 6. Opisna statistika istraZivanog skupa i rezultata mjerenja koncentracije

etanola nakon konzumiranja 50 mL alkoholnog pi¢a s 40% udjelom etanola

25-175

N m+SD 95% CI M 95% CI | Min Max p P
Dob (god) | 10 | 23,1+ 21,652- 23,0 21,5- 21 28 22-24 0,0072
2,03 24,55 24,0
Tjelesna 10 | 66,900 59,222 - | 69,50 | 56,275 | 50,00 | 87,00 | 61,000 [ 0,8316
masa (kg) 74,578 - - g
72,525 72,000
g uzetog 10 | 0,242 0,212 - 0,227 | 0,217- | 0,181 | 0,316 | 0,219- | 0,4796
etanola/kg 0,271 0,282 0,259 *
™
Serum-20 10 | 0,179 0,0971 - | 0,150 | 0,0847 | 0,040 | 0,390 | 0,0900 | 0,5152
(enz) 0,261 - 0,292 -0,250 | *
Serum-90 10 | 0,160 0,113 - 0,140 | 0,104- | 0,070 | 0,270 | 0,120- | 0,6631
(enz) 0,207 0,231 0,220 *
Urin-20 10 | 0,0740 0,0308 - | 0,050 | 0,0300 | 0,030 | 0,220 | 0,0300 | 0,0042
(enz) 0,117 -0,111 - 0,090
Urin-90 10 | 0,233 0,150 - 0,210 | 0,125- | 0,110 | 0,420 | 0,130- | 0,4251
(enz) 0,316 0,357 0,310 *
Slina-20 10 | 0,192 0,105 - 0,150 | 0,0947 | 0,070 | 0,440 | 0,100- | 0,2218
(enz) 0,279 - 0,298 0,240 &
Slina-90 10 | 0,163 0,114 - 0,145 | 0,109- | 0,060 | 0,270 | 0,130- | 0,7994
(enz) 0,212 0,241 0,230 *
Serum-20 10 | 0,121 0,0580- | 0,100 | 0,0547 | 0,000 | 0,290 | 0,0600 | 0,5722
(krom) 0,184 - 0,201 -0,180 | *
Serum-90 10 | 0,106 0,0655- | 0,095 | 0,0714 | 0,000 | 0,200 | 0,0840 | 0,8833
(krom) 0,147 0 -0,161 -0,150 | *
Urin-20 10 | 0,0270 -0,0165- | 0,000 | 0,000- | 0,000 | 0,180 | 0,000- | 0,0004
(krom) 0,0705 0,0473 0,000
Urin-90 10 | 0,184 0,103 - 0,145 | 0,0800 | 0,080 | 0,360 [ 0,0800 | 0,3808
(krom) 0,265 -0,317 -0,270 | *
Slina-20 10 | 0,166 0,0781 - | 0,130 | 0,0847 | 0,000 | 0,410 | 0,0900 | 0,3526
(krom) 0,254 -0,273 -0,220 | *
Slina-90 10 | 0,136 0,0848 - | 0,130 | 0,0890 | 0,000 | 0,240 | 0,110- | 0,8331
(krom) 0,187 -0,211 0,200 *

N - broj ispitanika; m - srednja vrijednost; SD - standardna devijacija; 95% CI — 95% interval
pouzdanosti; M — medijan; Min — najniza izmjerena vrijednost; Max — najviSa izmjerena

vrijednost; 25 - 75 P - raspon veli¢ina varijabli od 25 - 75 percentile; P — normalnost
distribucije; (Gaussovoj razdiobi pripada P>0,05) TM — tjelesna masa; * - normalna

distribucija; 20 i 90 — oznake za mjerenja 20 1 90 min nakon konzumacije; krom —
kromatografska metoda; enz — enzimska metoda
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Graficki prikazi (Slike 3.- 5.) jasnije prikazuju rezultate mjerenja, osobito u sagledavanju razlika medu
metodama. Centralni kvadrat obuhvaca vrijednosti od 25 do 75 percentile (interkvartilni raspon),
sredisnja linija u kvadratu predstavlja medijan, horizontalne kratke linije protezu se od minimuna do
maksimuma iskljucujuéi ona ekstremna mjerenja koja se izdvajaju iz skupine (1,5 ili 3 puta veéi/manji

od gornje/donje kvartile)

U rezultatima se uocCavaju niZze koncentracije etanola pri odredivanju etanola u svim uzorcima
mjerenim mjerenim metodom plinske kromatografije. Trend se ponavlja i prilikom odredivanja nakon
20 i nakon 90 minuta od uzimanja alkohola, a Wilcoksonov parni test pokazuje statisti¢ki znacajnu
razliku, odnosno medijani se kre¢u oko 0,15 promila za enzimsku metodu, odnosno oko 0,1 promil za

GC metodu.

0.5
s P<0,001
0.4 -
.:;:. =
0
= 03[
= 02 o —_——
5] X A
] e =
8 . o
0,1
i —— A
0.0 1 1 —1‘—
Enz Krom Enz Krom
(20 min) (20 min) (90 min) (90 min)

Slika 3. Prikaz koncentracija etanola u serumu 10 ispitanika 20 i 90 minuta nakon

konzumacije 0,5 dL. alkoholnog pica s 40% etanola

Koncentracije etanola izmjerene su enzimskom metodom (Enz) i metodom plinske

kromatografije (Krom)
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Slika 4. Prikaz raspodjele koncentracija etanola odredivanog u slini 10 ispitanika nakon

20 i 90 minuta, enzimskom (Enz) i metodom plinske kromatografije (Krom)
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Slika 5. Prikaz raspodjele koncentracija etanola odredivanog u urinu 10 ispitanika nakon 20 i

90 minuta, enzimskom (Enz) i metodom plinske kromatografije (Krom)
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4.2.1.Kinetika etanola

Na Slikama 6. - 8. prikazana je kinetika etanola od faze apsorpcije do eliminacije za svakog pojedinog
ispitanika. OpaZa se neujednacena kinetika medu ispitanicima, pritom vrijednosti u 20 minuta ne
predstavljaju nuzno vr$nu koncentraciju etanola u uzorku. U dvojice ispitanika opaZene su najvece
koncentracije u svim vrstama uzoraka S§to ukazuje na brzu apsorpcijsku i eliminacijsku kinetiku s

najvisim vrijednostima etanola u svim uzorcima u 20-toj minuti.
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Slika 6. Kinetika etanola u serumu za 10 ispitanika, 20 minuta i 90 minuta nakon konzumacije

0,5 dL alkoholnog pic¢a s 40% etanola
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Slika 7. Kinetika etanola u slini za 10 ispitanika, 20 minuta i 90 minuta nakon konzumacije 0,5

dL alkoholnog pié¢a s 40% etanola
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Slika 8. Kinetika etanola u urinu za 10 ispitanika, 20 minuta i 90 minuta nakon konzumacije 0,5

dL alkoholnog pi¢a s 40% etanola

(3x - tri ispitanika s istim vrijednostima prikazana jednom linijom)
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4.2.2.0bjektivni i subjektivni utjecaj etanola na ispitanike

Tablica 7. Rezultati objektivnih i subjektivnih opaZanja ispitanika 20 i 90 min nakon

uzimanja 0,5 dL alkohola s 40% etanola

Ispitanik: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Pristutno Nistagmus: +/- + + - - + - +/- - +/-
ggﬂj ez nakon Drhtanje ruku: | +/- - - | H- | - - - + - +
minuta
(+, -ili +/-) Nemoguénost + - - +/- - - - - +/- -
hodanja po
pravcu (5 m):
Osjecaj + +/- + + +/- + + + + +
pijanstva,
smanjene
koncentracije i
sumSenih misli
K . 0,251 0,39 | 0,18 | 0,09 | 0,08 | 0,33 | 0,2 | 0,12 | 0,11 | 0,04
oncentracija
etanola u
serumu nakon
20 min
(enzimska
metoda, g/L)
Pristutno Nistagmus: Nema opaiaqj a obiljezja nakon 90 minuta od konzumacije
obiljezje nakon . alkoholnot% prea. . =
90 minuta Drhtanje ruku: | Nema opaZanja obiljezja nakon 90 minuta od konzumacije
alkoholnog pica.
(t+, - ili +/-) Nemoguénost | Nema opazanja obiljezja nakon 90 minuta od konzumacije
hodanja po alkoholnog pica.
pravcu (5 m):
Osjecaj Nema opazanja obiljezja nakon 90 minuta od konzumacije
pijanstva, alkoholnog pica.
smanjene
koncentracije i
sumSenih misli
Koncentracija 0,18 | 0,24 | 0,22 | 0,14 | 0,14 | 0,13 | 0,27 | 0,07 | 0,12 | 0,09
etanola u

serumu nakon
90 min
(enzimska
metoda, g/L)

Prisutnost obiljeZzja promatranih nakon konzumacije alkholonog pica prikazana je tablicno uz

prikazane koncentracije etanola u serumu nakon 20 i 90 minute od konzumacije. Iz tablice se vidi da

su pojedini ispitanici izrazavali objektivne, ali i subjektivne pokazatelje utjecaja alkohola, premda su

koncentracije u serumu ispod 0,5g/L. Nakon 90 minuta ispitanici ne pokazuju objektivne te takoder
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iskljuuju subjektivne pokazatelje utjecaja etanola, Sto se povezuje s padom koncentracije etanola u

serumu nakon 90 minuta od konzumacije.

4.2.3.Usporedba enzimske i kromatografske metode u uzorcima sline, seruma i urina

Za usporedbu metoda koriStena je Bland Altmanova analiza koja je prikladnija za ovu svrhu od
ponekad koriStene korelacije i regresijske analize, jer se pomocu nje ne ispituje odnos medu
varijablama nego njihova razlika. Na taj nacin moguce je procijeniti mjeru u kojoj se rezultati dobiveni
jednom metodom podudaraju sa onima dobivenim na drugoj metodi (26). U Bland Altmanovoj analizi
podatci se prikazuju u koordinatnom sustavu gdje apscisa prestavlja srednju vrijednost mjerenja istog
uzorka na dvjema metodama, a ordinata razliku izmedu tih mjerenja. Na grafickom prikazu takoder se
nalazi nekoliko linija; puna plava linija predstavlja srednju vrijednost izracunatih razlika medu
rezultatima, dok isprekidane zelene linije prikazuju njezin 95% interval pouzdanosti. Isprekidane
smede linije omeduju interval podudarnosti, odnosno interval koji obuhvaca 95% izracunatih razlika
medu metodama. Linija jednakosti odnosno polozaj na ordinati koji oznacava odsutnost razlika medu

metodama, obiljeZen je isprekidanom naran¢astom linijom.

Na slikama (9. — 10.) prikazane su razlike izmedu kromatografske i enzimske metode za serum, slinu i
urin redom, prikazane prema Bland Altmanovoj analizi. Prisutna je statisticki znacajna negativna
srednja vrijednost razlika mjerenja za sve tri vrste uzoraka gdje su rezultati kromatografske metode
nizi. Izracunate srednje vrijednosti razlika kromatografske i enzimske metode su -0,056 g/L za serum,
-0,027 g/L za slinu i -0,048 g/L za urin. Interval podudarnosti koji obuhvaca 95% razlika u rezultatima
takoder je odreden u odnosu na svaki uzorak i iznosi -0,012 do -0,100 g/L za serum, 0,006 do -0,059
g/L za slinu i -0,010 do -0,086 za urin.
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Slika 9. Bland Altmanov prikaz razlika koncentracija etanola mjerenih u serumu

enzimskom i kromatografskom metodom

krom.- enz. metoda: razlike vrijednosti etanola u serumu odredenim GC-HS-FID i enzimskom
metodom, Srednja vrijednost krom. i enz. metode: srednja vrijednost etanola dobivena iz
vrijednosti u serumu
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Slika 10. Bland Altmanov prikaz razlika koncentracija etanola mjerenih u slini

enzimskom i kromatografskom metodom

krom.- enz. metoda:
enzimskom metodom, Srednja vrijednost krom. i enz. metode: srednja vrijednost etanola
dobivena iz vrijednosti u slini

razlike vrijednosti etanola u serumu odredenim GC-HS-FID i
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Slika 11. Bland Altmanov prikaz razlika koncentracija etanola mjerenih u urinu

enzimskom i kromatografskom metodom

krom.- enz. metoda:

razlike vrijednosti etanola u serumu odredenim HS-GC-FID i

enzimskom metodom, Srednja vrijednost krom. i enz. metode: srednja vrijednost etanola

dobivena iz vrijednosti u urinu

4.2.4.Povezanost koncentracije etanola u slini i serumu u odnosu na metodu

Slika 12. ukazuje na snaznu korelaciju izmedu koncentracija etanola odredivanih istom metodom u

slini i u serumu. Zbog snazne korelacije (prikazane izraCunatim Spearmanovim koeficijentom

korelacije ranga od p=0,960 za enzimsku i p=0,964 za kromatgrafsku metodu) moguée je pouzdano

procijeniti koncentracije u serumu ili slini na temelju izmjerenih koncentracija u drugom uzorku.

Enzimska metoda
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Etanol - serum (2/1.)
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Kromatografska metoda B

p=0,964 P<0,0001

1 " 1 L 1

0.0 0.1 0.2 0.3

Etanol - seram (2/1.)

Slika 12. Povezanost koncentracija etanola u slini i serumu za enzimsku metodu (A) i

kromatografsku metodu (B)
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4.2.5.Povezanost koncentracije etanola u urinu s koncentracijama u serumu i slini u

odnosu na metodu

Slike 13. 1 14. Ne ukazuju na snaznu korelaciju izmedu koncentracija etanola odredivanih istom

metodom u urinu sa koncentracijama u slini i serumu. Stoga nije moguce pouzdano procijeniti

koncentracije u serumu ili slini na temelju izmjerenih koncentracija u urinu.

Etanol - slina (g/1.)

Etanol - serum (g/L)

0.5

04

0.3

Enzimska metoda

ml L 1 L

Etanol - slina (g/L.)

0.0 0.1 0.2 0.3
Etanol - urin (2/L)

p=0,460 P=0,0413

Kromatografska metoda

0,1 0,2 0.3
Etanol - urin (2/L)

p=0,433 P=0,0563

0.4

Slika 13. Povezanost koncentracija etanola u slini i urinu za enzimsku metodu

(A) i kromatografsku metodu (B)
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p=0,497 P=0,0258 p=0,459 P=0,0418

Slika 14. Povezanost koncentracija etanola u serumu i urinu za enzimsku metodu (A) i

kromatografsku metodu (B)
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4.2.6.Usporedba koncentracija etanola u odnosu na spol i tjelesnu masu

Usporedene su koncentracije etanola nakon 90 minuta od konzumacije u uzorcima sline i seruma
prema tjelesnoj masi. Na ovaj nacin moguce je prikazati ovisnost postignutih koncentracija i brzine
eliminacije o tjelesnoj masi.

Rezultati pokazuju da sadrzaj etanola umjereno dobro (ali ne i dobro ili izvrsno, prema kriterijima u
Tablici 4.) i statisticki znacajno korelira s tjelesnom masom (Slika 15; p=-0,649) §to u praksi znaci da
¢e osoba s ve¢om tjelesnom masom imati manju koncentraciju etanola, ali isto tako pokazuju da etanol

nije eliminiran nakon sat i pol nakon uzimanja 0,5 dL Zestokog pica.

Zenski spol pokazuje znadajnu razliku u sadrzaju etanola (Slika 16.) u odnosu na muskarce $to se ne

moze pripisati samo tjelesnoj masi. Iste statistiCke znacajke pokazuju obje mjerene metode.

04F

0.3

0.2

Etanol (g/L)

0,1

0,0

'0;1 1 1 1 L 1 L 1 L 1
50 60 70 80 90

Tjelesna masa (kg)

p=-0,649 P=0,0001

Slika 15. Prikaz odnosa koncentracije etanola u serumu i slini sa tjelesnom masom

ispitanika
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Slika 16. Prikaz koncentracija etanola u serumu i slini odredenog GC-HS-FID metodom

nakon 90 minuta prema spolu ispitanika
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5. RASPRAVA
5.1.Cokoladne praline

Ovim istrazivanjem bilo nam je u cilju procijeniti ponaSanje etanola u organizmu kao i njegov utjecaj
na ispitanike nakon unosa malih koli¢ina etanola. Osim uobicajenog pijenja alkoholnih pi¢a etanol je
moguce unijeti i putem nekih prehrambenih proizvoda, gdje smo kao primjer odabrali trgovacke
cokoladne praline sa alkoholnim punjenjem. Procijenili smo da je konzumacija 5 pralina lako moguca
u uobicajenim uvjetima konzumiranja, pa smo tu koli¢inu primijenili i u kratkom pokusu. Koli¢ina
etanola sadrzana u 5 pralina je 2,55 g §to je znatno nize od mase etanola prisutne u jednom
standardnom pi¢u (oko 14g), zbog Cega su i ocekivane koncentracije u organizmu nize. Enzimskoj
metodi koju smo primijenili za mjerenje, medu ostalim izvedbenim znacajkama odredena je granica
kvantifikacije, tj limit detekcije (minimalna koncentracija analita koja treba biti prisutna u uzorku kako
bi odredivanje bilo pouzdano) od 0,03g/L. Mjerenjem etanola u slini nakon konzumacije ¢okoladnih
pralina dobivene su niske vrijednosti koje se nalaze ispod granice kvantifikacije za primijenjenu
metodu, zbog ¢ega ih ne mozemo smatrati pozdanima. UnatoC tome, ovako niski rezultati upucuju na
to da se stvarne koncentracije nalaze u rasponu od nule do granice kvantifikacije, odnosno da nisu
vece od granice kvantifikacije, §to ukazuje na gotovo neznatnu prisutnost etanola u organizmu nakon

konzumacije ove koli¢ine ¢okoladnih pralina.

5.2.Kinetika etanola

Na krivuljama koje prikazuju izmjerene koncentracije etanola u uzorcima ispitanika vidljive su
znacajne razlike medu ispitanicima. Ove razlike pokazuju i potvrduju znacajnost faktora koji Cine
interindividualne razlike u apsorpciji, vr$noj koncentraciji i brzini eliminacije etanola. Za svaki od
spomenutih parametara moguce je izdvojiti najznacajnije C¢imbenike koji na njih utjecu. Brzina
apsorpcije ponajvise ovisi o brzini gastriCkog praznjenja jer se vecina apsorpcije odvija u tankom
crijevu. Gastricko praznjenje je pod velikim utjecajem ZeluCanog sadrzaja, pa ukoliko se etanol
konzumira uz ili nakon obroka bogatog lipidima, ugljikohidratima ili proteinima, brzina apsorpcije ¢e
biti manja. Vr$na koncentracija etanola ovisi najvise o dvama faktorima, brzini apsorpcije i volumenu
tjelesne tekuéine. Koli¢ina masnog tkiva nema znacajnu ulogu u odredivanju koncentracija etanola u
organizmu. S obzirom da se etanol najve¢im dijelom eliminira putem jetre, njezina sposobnost
metaboliziranja ¢e imati najveéi utjecaj na brzinu eliminacije etanola iz organizma. Sposobnost jetre
za metaboliziranje najviSe ovisi o razini eksprimiranosti enzima alkohol dehidrogenaze (ADH) koja
ovisi o genetiCkim faktorima, kao i vanjskim faktorima koji mogu inducirati ekspresiju enzima -
uglavnom ucestalosti konzumiranja etanola. (27) Osim razlika u koncentracijama etanola izmedu
uzoraka razlicitih ispitanika, razlike su vidljive i medu vrstama uzoraka istih ispitanika. Vidljivo je da

su koncentracije izmjerene u slini nesto vece od onih u serumu. Ovo opazanje moguée je objasniti
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razli¢itim udjelom vode u slini i serumu gdje je udio vode, a time i etanola veci u slini. (7) Znacajnija
razlika u koncentracijama prisutna je kod urina. U prvoj tocki mjerenja nakon 20 minuta,
koncentracije etanola su niZze nego u serumu i slini, dok u drugoj tocki nakon 90 minuta mjerenja
pokazuju vise vrijednosti nego u serumu i slini. S obzirom da etanol dospijeva u urin izlu¢ivanjem
putem bubrega, potrebno je odredeno vrijeme nakon porasta koncentracije etanola u krvi da ona
poraste i u urinu. Osim toga, urin koji je od ranije prisutan u mokra¢nom mjehuru efektivno razrjeduje
etanol koji se izluCuje bubrezima i time dodatno ublazuje porast koncentracije u urinu. Ukoliko
mjerenje izvedemo u toj fazi, nedugo nakon konzumiranja, koncentracije etanola u urinu bit ¢e nize od
serumskih. S druge strane, s obzirom na zadrZavanje urina i u njemu otopljenog etanola u mokraénom
mjehuru, odjeljku koji je izoliran od cirkulacije i time od metabolizma u jetri, mogucée je da
koncentracije u urinu nadmase one u krvi odnosno serumu. U kasnijoj fazi kada koncentracija etanola
u krvi opada, etanol prisutan u urinu se ne metabolizira i time njegova koncentracija ostaje visa nego
serumska. Moze se zakljuciti da kinetika etanola u urinu kasni za onom u krvi, §to se moZze iskoristiti
za procjenu prethodno postignutih koncentracija u krvi u odnosu na trenutak uzorkovanja urina. S
obzirom na interindividualne razlike u apsorpciji kao i mali broj vremenskih toc¢aka u kojima su uzorci

uzimani, ne mozemo pouzdano procijeniti vr$ne koncentracije koje su postignute kod ispitanika.

5.3.Usporedba metoda

Za usporedbu enzimske i kromatografske metode odredivanja etanola korsitili smo Bland Altmanovu
analizu koja je prikladnija za ovu svrhu od ponekad koristene korelacije i regresijske analize, jer
pomocu nje ne ispitujemo odnos medu varijablama nego njihovu razliku.(26) Uzevsi u obzir
pretpostavku da mjerenja dobivena kromatografskom metodom vise odgovaraju stvarnim
vrijednostima, imalo bi smisla te vrijednosti prikazati na apscisi i u odnosu na njih prikazivati razlike
metoda. Unato¢ tome, za vecinu sluCajeva prigodnije je razlike prikazati u odnosu na srednju
vrijednost odgovaraju¢ih rezultata obiju metoda. Na ovaj nacin izbjegavamo mogucnost krive
interpretacije razlika medu metodama koja moZe proizaci iz takvog prikaza. (28) Metode smo
usporedivali u odnosu na svaku vrstu uzorka iz kojih smo vrsili analize. [zracunate srednje vrijednosti
razlika kromatografske i enzimske metode su -0,056 g/L za serum, -0,027 g/L za slinu i -0,048 g/L za
urin. Interval podudarnosti koji obuhvaca 95% razlika u rezultatima takoder je odreden u odnosu na
svaki uzorak i iznosi -0,012 do -0,100 g/L za serum, 0,006 do -0,059 g/L za slinu i -0,010 do -0,086 za
urin. Promatranjem grafickog prikaza za serum vidljivo je da odstupanja rastu proporcionalno sa
povecanjem izmjerenih vrijednosti, Sto je prikazano i regresijskim pravcem na slici 17.A Linearnost
povecanja razlika sa povecanjem vrijednosti dodatno potvrduje prikaz u kojemu razlike medu
metodama prikazujemo kao postotak od izmjerenih vrijednosti u kojem slucaju su odstupanja priblizno

konstantna.
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Slika 17. Bland Altmanova analiza za usporedbu enzimske i kromatografske metode, apsolutno

izraZene vrijednosti (A) i vrijednosti izraZene kao postotak (B)

Ovakvi podaci ukazuju na sustavnu pogreSku barem jedne od metoda, koja je proporcionalna
dobivenim vrijednostima. U ovom sluc¢aju posumnjali bismo na enzimsku metodu s obzirom da se
kromatografska metoda smatra referentnom, iako bi za potvrdu ovog zapazanja kao i za tocniju
interpretaciju bilo potrebno uciniti veéi broj mjerenja na Sirem rasponu vrijednosti. Zapazanje bismo
mogli dijelom opravdati i Cinenicom da se radi o niskim koncentracijama relativno blizu granice
pouzdanosti za enzimsku metodu. Takoder, neka istrazivanja pokazala su utjecaj matrice uzorka na
raspodjelu etanola izmedu plinovite i1 tekuce faze u plinskoj kromatografiji i posljedi¢ne razlike u
izmjerenim koncentracijama etanola u odnosu na vodenu otopinu.(29) Promatranjem grafi¢kog prikaza
podataka za sva tri uzorka vidljivo je da linija jednakosti (vrijednost razlike = 0) je smjeStena izvan
intervala pouzdanosti srednje vrijednosti razlika (zelene linije), ¢ime zakljucujemo da je odstupanje
metoda odnosno ,,bias* statisticki znacajno. Klinicku znacajnost ovog odstupanja treba procijeniti u
odnosu na potrebe metode za koje se ona primjenjuje, odnosno same klinicke parametre koji
obiljezavaju trenutke u kojima se poseZe za analizom. Ustanovljena odstupanja mogla bi biti od
odredene znacajnosti za mjerenje niskih koncentracija etanola kakvima smo se bavili za potrebe ovog
istrazivanja, iako za svakodnevnu klinicku upotrebu u kojoj najveci udio mjerenja predstavljaju znatno

vece koncentracije, ova odstupanja bi bila od manje vaznosti.

5.4.Usporedba uzoraka
5.4.1.Slina i serum

Jedan od ciljeva ovog istrazivanja bila je procjena odnosa koncentracija etanola u razli¢itim uzorcima i
mogucénosti predvidanja koncentracija u jednoj vrsti uzorka na temelju izmjerenih koncentracija u

drugom uzorku. Rezultate mjerenja analizirali smo korelacijom 1 regresijskom analizom. Prva
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usporedba koju smo izveli bila je odredivanje povezanosti koncentracija etanola u slini i serumu.
Usporedbe smo napravili za svaku metodu detekcije zasebno. Na dijagramima (Slika 12.) prikazani su
odnosi koncentracija u slini u ovisnosti o serumskim koncentracijama za enzimsku metodu (A) i
kromatografsku metodu (B). Kako se slina sastoji najvecim dijelom od vode (>99%), a ona pak
potjece iz plazme, kao i zbog Cinjenice da se slina ne zadrzava dulje vrijeme u ustima, za ocekivati je
visoku korelaciju koncentracija etanola u slini i serumu. (30) Dobiveni rezultati potvrduju to
ocCekivanje sa izraCunatim Spearmanovim koeficijentom korelacije ranga od 0,960 (P<0,0001) za
enzimsku i 0,964 (P<0,0001) za kromatografsku metodu koji ukazuju na visoku i statisticki znacajnu
korelaciju. Sli¢ni rezultati dobiveni su i u mnogim ranijim istrazivanjima. (31,32) Ovakva korelacija
ukazuje na vrlo dobru mogucnost predvidanja koncentracija etanola u jednoj od te dvije tjelesne
potreba za preciznim odredivanjem koncentracija u slucaju prometnih nesre¢a, ukoliko je policijski
sluzbenik uredajem za detekciju etanola u dahu ili drugim metodama ustanovio da je vozac¢ pod
utjecajem alkohola, ili voza¢ odbija pristupiti alkotestu odnosno zahtijeva laboratorijsku analizu. S
obzirom na umjerenu invazivnost uzimanja uzorka krvi, a odli¢nu korelaciju koncentracija sa onima u
slini, kao alternativni postupak predlazemo mogucée odredivanje etanola iz sline, uzorka koji se

jednostavnije i neinvazivno uzima.

5.4.2.Urin sa slinom i serumom

Osim odnosa koncentracija u slini i krvi, usporedili smo i koncentracije u urinu sa onima u slini i krvi.
Promatranjem prikaza regresijske analize odnosa koncentracija u slini i urinu (Slika 13. A 1 B) vidljivo
je da su tocke znatno nepravilnije rasporedene oko izracunatog regresijskog pravca u odnosu na
prikaze za odnos koncentracija u slini i serumu (Slika 12. A i B). Takoder, izratunati Spearmanovi
koeficijenti korelacije ranga su pokazali slabiju ovisnost koncentracija etanola. Za enzimsku metodu
(p= 0,460, P=0,0413) koeficijent korelacije ukazuje na statisticki znacajno relativno slabu povezanost,
dok je za kromatografsku metodu (p=0,433, P=0,0563) izracunata povezanost podjednako slaba iako
je P vrijednost iznad, ali blizu odabrane granice statisticke znacajnosti (P<0,05). Za odnose
koncentracija u serumu i urinu rezultati su sli¢ni, $to je i o¢ekivano s obzirom na visoku korelaciju
sline 1 seruma. Izraunati koeficijenti korelacije za enzimsku (p=0,497, P=0,0258) i kromatografsku
(p=0,459, P=0,0418) metodu ukazuju na statisticki znacajno slabu povezanost koncentracija. Ova
opazanja mozemo objasniti razli¢itim dodatnim faktorima koji utje¢u na koncentracije etanola u urinu
u odnosu na one u serumu, poput hidriranosti organizma tj. brzine izlu¢ivanja urina, volumenu urina u
mjehuru prije konzumacije alkohola, uc¢estalosti uriniranja, fazi apsorpcije ili eliminacije itd. Svi ovi
faktori ¢ine procjenu koncentracija etanola u serumu ili slini iz izmjerenih koncentracija u urinu
nepouzdanima. GreSke se mogu do neke mjere kompenzirati uzevsi u obzir dinamiku izlucivanja

etanola urinom i koncentracije koje kasne za onima u krvi primjenom matematickih formula za
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procjenu koncentracija. Ovakvu metodu koristi Ministarstvo unutarnjih poslova u slucaju prometnih
nesreca ili drugih razloga zbog kojeg je potrebno laboratorijski odrediti koncentraciju etanola u krvi. U
tim slucajevima je potrebno ,,unazad* procijeniti koncentraciju etanola u trenutku prometne nesrece ili
zaustavljanja vozaca, jer ¢e se zbog vremena potrebnog za dolazak vozaca do laboratorija
koncentracija u krvi promijeniti. Unato¢ ustaljenoj praksi procjene koncentracija etanola u krvi na
temelju koncentracija izmjerenih u urinu, nepouzdanost tog postupka, koju potvrduju i druga
istrazivanja (33,34), jo$ je jedan argument u prilog primjeni analiza iz sline. S obzirom da je
uzorkovanje sline neinvazivan i jednostavan postupak, mogucée ga je izvesti odmah po dolasku
policijskog sluzbenika na ocevid prometne nesrece ili prilikom zaustavljanja vozaca, ¢ime bi se
eliminirala potreba za retrogradnom procjenom koncentracija etanola, kao i za uzorkovanjem i
analizom urina. Ukoliko bi ipak proslo dulje vrijeme od nesreée do uzimanja uzorka, i dalje bi bilo
moguce izvesti procjenu koncentracije na temelju odnosa koncentracija u slini 1 urinu umjesto u krvi i

urinu.

5.5.0visnost o spolu i tjelesnoj masi

Kako bismo ispitali neke od interindividualnih faktora koji utjecu na koncentracije etanola u tjelesnim
tekucinama, usporedili smo koncentracije sa tjelesnom masom, kao i sa spolom ispitanika. Na slici 15.
prikazane su izmjerene koncentracije u odnosu na masu ispitanika sa prikazanim regresijskim
pravcem. Takoder, izracunat je Spearmanov koeficijent korelacije ranga (p= -0,649 P=0,0001) koji
ukazuje na dobru povezanost varijabli. Iz grafickog prikaza i predznaka faktora korelacije vidljivo je
da je korelacija negativna, odnosno da je kod ispitanika vece tjelesne mase izmjerena koncentracija
niza. Ovakav odnos moZzemo objasniti volumenom tjelesne tekuéine. Pri ve¢em volumenu u kojem se
etanol raspodjeljuje, koncentracije ¢e biti nize. Postoji povezanost tjelesne mase i volumena tjelesne
tekucine, ona nije direktno proporcionalna jer povecanjem koli¢ine masnog tkiva tjelesna masa raste,
ali volumen tjelesne tekucine se ne povecava koliko npr. povecanjem misSi¢ne mase. Ipak, s obzirom
da ovisnost postoji, prisutan je i pad koncentracija kod osoba vece tjelesne mase.

Na slici 16. prikazana je raspodjela koncentracija nakon 90 minuta u odnosu na spol. S obzirom da
nema preklapanja u interkvartilnim rasponima koncentracija kod dvaju spolova, mozemo zakljuciti da
medu njima postoji razlika, pri ¢emu su vrijednosti kod Zenskih ispitanika ve¢e. Ovo opazanje takoder
mozemo objasniti volumenom tjelesne tekuéine koji je kod zenskih osoba manji, dijelom zbog
uobicajeno manjih tjelesnih masa Zenske populacije, kao i zbog nacelno veceg udjela masnog tkiva
kod zenskih osoba. (27) Smanjen volumen u kojem se etanol raspodjeljuje rezultira visSim

koncentracijama u tjelesnim teku¢inama.
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6. ZAKLJUCAK

1.

Koncentracije etanola u slini 30, 60 90 i 120 min nakon konzumacije 5 ¢okoladnih pralina
punjenih konjakom (2,55 g etanola ) ispod su granice detekcije i kvantifikacije. Istovjetni
rezultati dobiveni su enzimskom metodom i referentnom metodom (plinskom
kromatografijom).

Sat nakon dorucka ispitanicima su odredene koncentracije etanola enzimskom i
refrentnom metodom u serumu, slini 1 urinu 20 i 90 min nakon konzumacije 50 mL
alkoholnog pica (15,78 g etanola). Sva mjerenja bila su iznad granice kvantifikacije (0,03
g/L), osim vecine urina u vremenu nakon 20 minuta. Najvi$a izmjerena koncentracija bila
je 0,44 g/L (u slini) nakon 20 min, a nakon 90 min vrijednosti su se kretale do 0,27 g/L (u
serumu i slini).

Utvrdene su ocekivane interindividualne razlike i povezanost koncentracija s tjelesnom
masom (r=-0,649; P=0,0001). Svi su ispitanici imali mjerljivu koli¢inu etanola nakon 90
min, a Zene znacajno visu (P<0,001) sto potvrduje sporiju farmakokinetiku.

Nakon 20 min kod svih ispitanika zabiljeZzeni su neki od subjektivnih i objektivnih
pokazatelja utjecaja alkohola (nistagmus, drhtanje ruku ili nemoguénost drzanja pravca u
hodu), dok nakon 90 min nisu opazeni, pa ¢ak ni kod onih ispitanika koji su imali visu
koncentraciju etanola nego nakon 20 min. Zaklju¢ujemo da bi preciznija profesionlna
neuroloska klinic¢ka testiranja pokazala utjecaj alkohola i nakon 90 min.

Mjerenja u slini i krvi pokazala su istovjetnu farmakokinetiku uz zapazene vise
koncentracije u slini, ali bez statisticke znacajnosti. Urinske koncentracije pokazale su
slabu 1 statisticki neznacajnu korelaciju s koncentracijama u slini i serumu (= 0,433 do
0,497).

Sve gore navedene zakljucke podupiru jednakovrijedno obje analiticke metode i1 ucvrséuju
u misljenju da se nakon Casice pica ne smije za volan najmanje 90 min.

Usporedba analitickih metoda pokazala je visok stupanj korelacije (r>0,95; P<0,0001).
Wilcoxonov test potvrdio je da referentna metoda daje znacajno nize koncentracije
(P<0,001). Bland-Altmanova analiza otkrila je negativhu srednju vrijednost razlika
mjerenja (-0,027 g/L za slinu; -0,056 g/L za serum i -0,048 g/L za urin), a razlika mjerenja
na donjoj granici 95% intervala pouzdanosti uévrséuje u zakljucku da enzimska metoda
ima najmanje odstupanje od referentne na uzorcima sline te da ju moZemo smatrati
usporedivom s referentnom metodom.

Nadena je snazna povezanost koncentracija etanola u serumu i slini, jednako za obje
metode (R2=0,949; P<0,0001). Rezultati podupiru mogucéu primjenu sline umjesto
slozenijeg i invazivnijeg postupka uzimanja krvi. Tim viSe §to je utvrdena prihvatljiva

podudarnost referentne i enzimske metode upravo u uzorcima sline.
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9. SAZETAK

Josipa Perisa i Marko Tijardovi¢

Odredivanje niskih koncentracija etanola (< 0,5 g/L) u slini, serumu i urinu nakon konzumacije

alkoholnih pic¢a

Etanol, C,HsOH, vrlo ¢esto pronalazi mjesto u pi¢ima koja se konzumiraju u razli¢itim prigodama. Od
mnogih ucinaka etanola na organizam neki su opce prihvaceni kao ugodni i jedan od razloga
konzumiranja etanola. No, etanol ima ponajvise $tetnih u¢inaka zbog ¢ega predstavlja vaznu pretragu

u medicinsko-biokemijskim, toksikoloskim i forenzi¢kim laboratorijima.

Ovim istrazivanjem nastojali smo procijeniti distribuciju etanola u tjelesnim tekuéinama i utjecaj na
organizam nakon unosa malih koli¢ina etanola kakve su Ceste u drustvu. Distribuciju i odnose u
tjelesnim tekuéinama, kao i dinamiku u vremenu ispitali smo enzimskom metodom s ADH i
referentnom kromatografskom metodom (GC), §to nam je ujedno omogucéilo i njihovu usporedbu u

niskim koncentracijskim podrucjima < 0,5 g/L.

Skupini 10 zdravih, trijeznih i sitih dobrovoljaca Zivotne dobi od 21 do 28 godina uzorkovani su slina
(S), krv (K) i urin (U) 20 1 90 minuta nakon konzumiranja 50 mL Zestokog alkoholnog pi¢a (15,78 g
etanola). Enzimskom i GC metodom odredene su koncentracije etanola u uzorcima (iz krvi je
centrifugiranjem odvojen serum za analizu), a ujedno su zabiljeZeni subjektivni iskazi ispitanika i
klini¢ki znakovi utjecaja etanola na ispitanike. Pokusu je prethodio pilot-pokus u kojem je ispitanicima
izmjerena koncentracija etanola u slini u razmacima od 30 min nakon konzumiranja 5 ¢okoladnih
pralina punjenih konjakom (2,55 g etanola). S obje metode utvrdena je koncentracija ispod granice

detekcije i granice kvantifikacije.

Glavni pokus: U svim uzorcima i tockama mjerenja izmjerene su koncentracije etanola < 0,5 g/L, a
metode su pokazale visok stupanj korelacije (r>0,95; P<0,0001). Wilcoxonov test pokazao je da GC
metoda daje znaCajno niZze koncentracije (P<0,001). Bland-Altmanova analiza potvrdila je negativinu
srednju vrijednost razlika mjerenja u g/L (S:-0,027; K:-0,056; U:-0,048), a razlika mjerenja na donjoj
granici 95% intervala pouzdanosti opravdava podudarnost metoda samo za uzorke sline. Ustanovljene
su ocekivane razlike u koncentracijama u odnosu na spol i tjelesnu masu te su vete koncentracije
izmjerene u ispitanika Zenskog spola i ispitanika manje tjelesne mase. Utvrdeni su objektivni i
subjektivni klinicki pokazatelji razli¢itog intenziteta nakon 20 min, dok nisu opazeni nakon 90 min,
iako je viSe od polovice ispitanika imalo vecu koncentraciju nakon 90 min nego nakon 20 min.

Nadena je snazna povezanost koncentracija etanola u serumu i slini, jednako za obje metode
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(R?=0,949; P<0,0001) §to otvara moguénosti za primjenu sline kao jednostavnije i neinvazivne metode
uzorkovanja u klinickim i toksikoloskim laboratorijma. Tim viSe Sto je utvrdena prihvatljiva
podudarnost metoda upravo u uzorcima sline. Koncentracije u urinu pak slabo i statisticki neznacajno

koreliraju s koncentracijama u serumu i slini (r= 0,433 do 0,497).

Kod svih ispitanika utvrdene su koncentracije koje ne prelaze sadasnjim zakonom dopustene koliCine.
Najveca izmjerena koncentracija bila je 0,44 g/L nakon 20 min te 0,27 g/L nakon 90 min. Zakljucno,
zbog velike intraindividualne razlike ispitanicima nije moguce predvidjeti sadrzaj etanola u organizmu
sat 1 pol nakon uzimanja Casice Zestokog alkoholnog pica, ali je sigurno da imaju mjerljive koli€ine,
odnosno da su pod utjecajem alkohola. Stoga, oprez ¢ak i kod druStveno uobic¢ajenog konzumiranja
alkoholnih pica, s osvjes¢eno$cu da neka radna mjesta ne toleriraju koncentraciju do 0,5 g/L te da

mnoge zemlje nemaju dopustenu koli¢inu alkohola u prometu.

Kljuéne rijedi: analiza etanola, headspace plinska kromatografija, etanol u serumu, etanol u slini,

etanol u urinu
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10. SUMMARY
Josipa PeriSa and Marko Tijardovié¢

Determination of low concentrations of ethanol (< 0.5 g/L) in saliva, serum and urine after

consumption of alcoholic beverages

Ethanol, C,HsOH, is very often present in the beverages that are consumed on different occasions. Out
of many effects of ethanol on the body, some are generally seen as pleasant and are one of the reasons
for its consumption. However, most of the effects of ethanol are adverse, which makes its

determination a very important test in medical biochemistry, toxicology and forensic laboratories.

The aim of this research was to try to estimate the distribution of ethanol in body fluids and the effect
on the body after consuming small amounts ethanol, which is common in different social situations.
The distribution and relations in body fluids, as well as the dynamics in time were tested using the
enzymatic method with ADH and a reference chromatographic method (GC), which at the same time

enabled their comparison in low concentration ranges < 0.5 g/L.

A group of 10 healthy, sober and satiated volunteers from the age of 21 to 28 had their samples of
saliva (S), blood (B) and urine (U) taken 20 and 90 minutes after consuming 50 mL of spirit (15.78 g
of ethanol). Using the enzymatic and the GC method, concentrations of ethanol in samples were
determined (centrifuge was used to separate serum from the blood for analysis), and subjective
statements of subjects, as well as clinical signs of the impact of ethanol on subjects were recorded. The
study was preceded by a pilot study, in which the concentration of ethanol in the subjects’ saliva was
measured at 30-minute intervals after having consumed 5 chocolate pralines filled with brandy (2.55
g/L ethanol). With both methods, the concentration below the detection limit and below the limit of

quantification was determined.

The main study: Ethanol concentration < 0.5 g/L was measured in all samples and measurement
points, and the methods have shown a high degree of correlation (r>0.95; P<0.0001). The Wilcoxon
test showed that the GC method provides significantly lower concentrations (P<0.001). The Bland-
Altman analysis confirmed the negative mean value of measurement differences in g/L (S:-0.027; B:-
0.056; U:-0.048), while the measurement difference on the lower limit of 95% of confidence interval
justifies the correlation of methods only for saliva samples. Expected differences in the concentrations
in relation to sex and body mass have been determined and higher concentrations were measured in
female subjects and in subjects with less body mass. Objective and subjective clinical signs of varying
intensity were determined after 20 minutes, and observed after 90 minutes, although more than a half

of subjects had a greater concentration after 90 minutes than after 20 minutes. There was a strong
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correlation between the concentrations of ethanol in serum and in saliva, equal for both methods
(R?=0.949; P<0.0001), which opens up the possibility of using saliva as a simpler and non-invasive
sampling method in clinical and toxicology laboratories. All the more reason for doing that lies in the
fact that an acceptable correlation between the methods has been determined precisely in saliva
samples. The concentrations in urine, on the other hand, have a weak or statistically insignificant

correlation with the concentrations in serum or saliva (r= 0.433 to 0.497).

In all subjects, the test resulted in concentrations that do not exceed the levels currently permitted by
law. The highest measured concentration was 0.44 g/L after 20 minutes and 0.27 g/L after 90 minutes.
In conclusion, due to great intra-individual differences, it is not possible to predict the content of
ethanol in the subjects’ bodies an hour and a half after consuming a small glass of spirit, but it is
certain that the amount of ethanol in their bodies is measurable, i.e. that they are under the influence of
alcohol. Therefore, it is advised to be careful even in socially normal consumption of alcoholic
beverages, bearing in mind that certain jobs do not even tolerate the concentration up to 0.5 g/L and

that alcohol in traffic is not permitted in many countries.

Keywords: ethanol analysis, headspace gas chromatography, serum ethanol, saliva ethanol, urine

ethanol
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