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1. Uvod

Kolesterol je jedan od najvaznijih biosintetskih prekursora u ljudskim i veéini Zivotinjskih
organizama. Pripada skupini lipida i podskupini sterola. Graden je od steroidnih prstena i
alkoholne skupine. Igra vaznu ulogu u izgradnji stanicne membrane, odnosno fosfolipidnog
dvosloja gdje njegova koncentracija predodreduje fluidnost membrane. Osim stani¢ne
membrane, kolesterol takoder izgraduje ovojnicu ziv€anih stanica 1 sudjeluje u sintezi tijelu

vaznih hormona, kao §to je hormon rasta.

Kolesterol najve¢im djelom unosimo kroz prehranu. Nakon unosa, kolesterol se razgraduje u
slobodni kolesterol pomoc¢u gusterate koji se nakon pohrane moze koristiti u raznim

biosintezama unutar tijela, kao Sto su sinteza vitamina D 1 hormona rasta.

Koncentracija kolesterola takoder ima vaznu ulogu u nastanku kardiovaskularnih bolesti.
Visoke koncentracije kolesterola mogu izazvati unutraSnje suzenje arterija, odnosno
ateroskelrozu, dok niske koncentracije kolesterola rezultiraju nepravilnom homeostazom tijela.
Kao rezultat potrebno je odrzavati optimalnu koncentraciju kolesterola u hrani jer time

odrzavamo 1 koncentraciju kolesterola (osobito LDL kolesterola) u nasem organizmu.

Razna istrazivanja se provode u svrhu otkrivanja svih mehanizama kolesterola kako bi se otkrio

utjecaj na sve bioloske funkcije Covjeka.

Cilj ovoga rada je odrediti koncentraciju kolesterola u jajima obogacenim funkcionalnim

sastojcima.



2. Literaturni dio

2.1. Kolesterol

Kolesterol je sterol, kombinacija steroida i alkohola i ujedno i lipid koji igra klju¢nu ulogu u
stani¢nim membranama svih tjelesnih tkiva i prenosi se u krvnu plazmu svih Zivotinja.
Ime potjece od gréke rijeci za zuc (gr. chole) irijeci za Cvrsto (gr¢. stereos) uz kemijski sufiks

-ol oznacavaju¢i alkoholnu funkcijsku skupinu [1].

Kolesterol je prirodno voStana supstanca koju sintetiziraju jetre Zivotinja, a unosi se najve¢im
udjelom kroz prehranu bogatu Zivotinjskim proizvodima. Osim izgradnje stani¢nih membrana
u tijelu se takoder koristi za izolaciju Ziv€anih stanica 1 proizvodnju vrlo vaznih hormona kao

Sto je hormon rasta [2].

U tijelu, kolesterol moZe biti u slobodnom obliku ili kao ester s jednom masnom kiselinom
kovalentno vezanom za hidroksilnu skupinu na polozaju 3 kolesterolnog prstena. Vecina
kolesterola koji unosimo u organizam kroz Zzivotinjske proizvode je u esterskom obliku,
odnosno kao ester kolesterola. Sami esteri kolesterola, u usporedbi sa slobodnim kolesterolom
u tijelu, imaju nizu topljivost i istovremeno su vise hidrofobni. Razgradnju esterskog
kolesterola vrsi gusteraca gdje enzim kolesterol-esteraza pretvara esterski kolesterol u slobodni

kolesterol 1 vise masne kiseline.

Slobodni kolesterol ima klju¢ne uloge u stani¢noj membrani svih zivih bi¢a 1 biosintezi
hormona 1 tijelu vaznih vitamina. Kolesterol je biosintetski prekursor pomocu kojeg tijelo
proizvodi zu¢nu kiselinu, vitamin D i razne steroidne hormone (glukokortikoide, estrogen,
progesteron, androgen i aldosteron). lako sudjeluje u mnogim procesima unutar tijela najveci
udio kolesterola pronalazimo u neesterificiranom obliku unutar plazmatske membrane (oko 30-
50% ukupnog neesterificiranog kolesterola), gledaju¢i po udjelu kolesterola unutar organa,
mozak sadrzi gotovo 25% sveukupnog kolesterola i jedina veca molarna koncentracija unutar

mozga je koncentracija glukoze [1].



2.2. Kemijska struktura kolesterola

Steroli, poznati i kao steroidni alkoholi, su podskupina steroida i vazna su skupina organskih
molekula. Oni su vrsta lipida. Prirodno se pojavljuju u biljkama, Zivotinjama i gljivicama, a
mogu ih proizvoditi i neke bakterije (medutim vjerojatno s razli¢itim funkcijama). Strukturno
su gradeni od 4 ciklicka prstena s hidroksilnom skupinom na 3C atomu ,,A* prstena, vidljivo
na Slici 1. Steroli biljaka nazivaju se fitosteroli, a steroli Zivotinja nazivaju se zoosteroli.
Najvazniji zoosterol je kolesterol; istaknuti fitosteroli uklju¢uju kampesterol, sitosterol i
stigmasterol. Ergosterol je sterol prisutan u stanicnoj membrani gljiva, gdje igra ulogu sli¢nu

kolesterolu u Zivotinjskim stanicama [3].

HO

Slika 1. Opc¢a struktura sterola [4].

Molekula kolesterola sadrzi 3 glavna dijela:
1. tetraciklicki ugljikov prsten kao jezgru steroida,
2. polarnu hidroksilnu skupinu na prstenu ,,A*,

3. kratki nepolarni ugljikovodicni lanac pric¢vr§éen na prsten ,,D* $to je vidljivo na Slici 2.

.....

izmedu C5 1 C6 atoma pomaZze odrZzati krutost molekule.



HO

Slika 2. Strukturni prikaz molekule kolesterola s numeracijom ugljikovim atoma [5].

Iako molekula kolesterola sadrzi hidroksilnu skupinu na 3C atomu ,,A* prstena, sama molekula

je nepolarna, a prostor oko hidroksilne skupine je slabo polaran [5].

2.3. Biosinteza kolesterola

Siteza kolesterola odvija se u 3 faze. Prva faza je sinteza izopentenil-pirofosfata iz acetil-
koenzima A (acetil-CoA). Sama sinteza zapocinje sintezom mevalonata reakcijom acetil-CoA
1 acetoacetil-CoA uz prisustvo 3-hidroksil-3-metilglutaril-koenzima A (HMG-CoA) gdje
nastaje mevalonat, u sljedecem koraku uz utrosak adenozin trofosfata (ATP) dolazi do sinteze

izopentil-pirofosfata.

U drugom se koraku 6 molekula izopentenil-pirofosfata povezuje u skvalen pri ¢emu u
meduprocesima dolazi do stvaranja geranil-pirofosfata koji se dalje kondenzira u fernezil-
pirofosfat. Dobiveni fernezil-pirofosfat uz utrosak nikotinamid-adenin-dinukleotid fosfata

(NADPH) kondenzira u skvalen.

Tre¢i korak se uglavnom odnosi na ciklizaciju skvalena 1 utroSak NADPH djelovanjem skvalen
monooksidaze i oksidoskvalen ciklaze kako bi se dobio lanosterol. Naknadno kroz 19 koraka
kod kojih dolazi do uklanjanja 3 metilne skupine i redukcije dvostruke veze uz NADPH dolazi

do sinteze kolesterola [6].



2.4. Uloga kolesterola u stani¢nim membranama

Kolesterol sudjeluje u odrzavanju i proliferaciji stanica. Kao §to je prije napomenuto, najveca
koncentracija kolesterola nalazi se u plazmatskoj membrani gdje stani¢noj membrani daje

¢vrstocu kako ne bi doslo do razaranja same stanice [7].

Hidroksilna skupina kolestrola ulazi u interakciju s vodom koja okruzuje membranu, kao i s
polarnim glavama fosfolipida i sfingolipida, dok su veci steroidni i ugljikovodi¢ni lanci
ugradeni u fosfolipidni dvosloj membrane i u interakciji s nepolarnim lancima masnih kiselina

drugih lipida [7], vidljivo na Slici 3.

{ {
.'r =
e 3
e
' |
Kolesterol

Membrana stanice

Slika 3. Struktura fosfolipidnog dvosloja i interkacije s kolesterolom [8].

Kroz interakcije s lancima masnih kiselina fosfolipida u membrani, kolesterol povecava
»pakiranje* odnosno gusto¢u membrane, time mijenjaju¢i njenu fluidnost i ujedno ¢vrstocu
daju¢i mogucnost odrzavanja zivotinjskih stanica bez stani¢ne stijenke koju pronalazimo kod
biljaka. Fluidnost i ¢vrsto¢a kod biljaka ne predstavljaju veliku ulogu, no kod zivotinja ono

omogucuje kretanje i mijenjanje samog oblika stanice [7].



Tetraciklicki prsten kolesterola pridonosi fluidnosti stanice. Molekula je u trans konformaciji
Sto Cini sve dijelove molekule planarnim s iznimkom ugljikovodi¢nog lanca [9]. Uz svoju
strukturnu ulogu, kolesterol takoder smanjuje permeabilnost membrane prema neutralnim

otapalima [10].

2.5. Uloga kolesterola u raznim bioloSkim procesima

Kolesterol sudjeluje u unutarstanicnom transportu, stani¢noj signalizaciji 1 provodnosti
ziv€anih impulsa, vaZan je za strukturu i funkciju uvucenih kaveola i jama obloZenih klatrinom,

ukljucujuéi 1 endocitozu ovisnu o kaveolama 1 klatrinom. [11].

Kolesterol pomaze kod stvaranja lipidnih splavi odnosno kaveola koji pomazu dovesti
receptorske proteine u neposrednu blizinu podrucja visoke koncentracije molekula nekog

drugog glasnika [12].

Kolesterol takoder sudjeluje u prijenosu signalnih implusa kroz Ziv¢ane stanice kao jedan od
najvaznijih komponenata mijelinske ovojnice koja pruza zastitu samih zivaca. Kod pacijenata
koji pate od multiple skleroze sumnja se da je demijelinacija jedan od glavnih pokazatelja

bolesti [13].



2.6. Klini¢ki znacaj
2.6.1. Lipoproteini niske gustoce

U medicinskom polju kolesterol se naj¢esce dijeli na ,,dobar* i ,,J08* kolesterol, odnosno na
108 LDL (engl. low-density lipoproteins) 1 ,,dobar HDL (engl. high-density lipoproteins)
kolesterol. LDL su Cestice malog promjera koje se sastoje od jezgre koja sadrzi polinezasi¢ene
masne kiseline, najceS¢e linoleate i1 velik broj esterificiranih 1 neesterificiranih molekula

kolesterola, ¢ine¢i promjer od 22-27,5 nm.

LDL-kolesterol se smatra ,,Jo§im* zbog svojstva taloZenja na stijenke arterija, suzavajuci njihov
promjer, smanjujuci protok krvi 1 utjeCuci negativno na elasti¢nost stijenke arterija. Uz prijasnje
nabrojana svojstva 1 uzimajuci u obzir da su dovoljno mali kako bi usli u endotel i tamo se

talozili, mogu izazivati razne komplikacije kao Sto je ateroskleroza [14].

2.6.2. Lipoproteini visoke gustoce

HDL su dimenzijski najmanji lipoproteini. Sintezu HDL-a vr$i jetra iz apoliproteina i
fosfolipida, nakon zavrSetka sinteze HDL-a njihova struktura nije sferi¢na ve¢ poput tankog

diska promjera 7,3-14,0 nm.

Ove strukture imaju sposobnost da, prolaskom kroz krvotok ,lijepe* kolesterol na svoju
povrsinu 1 inkorporiraju ga u unutraSnjost uz pomo¢ lecitin-kolesterol aciltzransferaze.
KruZzenjem kroz arterije molekula gubi oblik diska te sve vise poprima ovalan oblik. Nakon §to
HDL prikupi dovoljno kolesterola, transportira se u jetru ili druge steroidogene organe kao §to
su nadbubrezne Zlijezde i gonade kako bi doslo do obnavljanja HDL i ponovnog kruZenja u

krvotoku [15].



2.6.3. Ateroskleroza

Ateroskleroza je bolest kod koje se unutrasnjost arterije suzava kao rezultat nakupljanja plaka,
vidljivo na Slici 4. U samom pocetku, bolest nema nikakvih o€itih simptoma, no pred kraj moze
dovesti do ozbiljnih oboljenja koronarnih arterija, mozdanog udara, oste¢enja bubrega, ovisno
koje arterije su zahva¢ene. Sami simptomi se najées¢e manifestiraju tek u srednjoj zivotnoj

dobi. [16].

Zbog sumnje se da je jedan od glavnih uzrocnika ateroskleroze kolesterol (LDL) koji posjeduje
karakteristiku talozenja na stijenkama arterija suzuju¢i promjer i smanjujuéi elasti¢nost
stijenke, istrazuju se utjecaji dijabetesa, puSenja, prekomjerne tjelesne tezine i nezdrave

prehrane na temeljno povecanje koncentracije ,,loSeg* kolesterola u tijelu.

Za prevenciju ateroskleroze preporucuje se zdrava prehrana, tjelovjezba, izbjegavanje
duhanskih proizvoda te odrzavanje normalne tjelesne tezine. Iako se bolest moze manifestirati
u vrlo kasnoj Zivotnoj dobi, nakon manifestacije moze se zaustaviti koronarnom intervencijom,

koronarnim arterijskim zaobilazenjem (engl. coronary artery bypass surgery) [17].

Normalna arterija Arterija sa plakom

b

Protok krvi Plak

Slika 4. Prikaz normalne arterije u usporedbi s arterijom s plakom [18].



2.6.4. Hiperkolesterolemija i hipokolesterolemija

Kao §to je ranije navedeno, visoke razine kolesterola u tijelu nisu pozeljne. Mogu izazvati razne
negativne ucinke na naSe tijelo kao Sto je mozdani ili sréani udar ili samo oslabljivanje
arterijskih stijenki. Povecana koncentracija kolesterola naziva se hiperkolesterolemija (engl.

hypercholestrolemia) 1 jedna je od rastuc¢ih problema modernog svijeta [19].

Ve¢ u 80-tim godinama 20. stolje¢a znanost zapoCinje pracenje razine kolesterola u
stanovni$tvu 1 izdaju se preporucene odnosno optimalne vrijednosti razine kolesterola prema
kojima se treba planirati prehrana i tjelovjezba kako bi se tijelo odrzalo zdravim. U tablici 1.

vidljive su preporucene razine [19].

Tablica 1. Preporucene razine kolesterola [19].

Razina
Interpretacija
mg/dL mmol/L
<200 <5,2 PozZeljna razina (nizak rizik)
200-240 5,2-6,2 Granic¢na razina (visok rizik)
>240 >6,2 Visoka razina

Povecana koncentracija kolesterola se opcenito smatra kao pokazatelj loSeg zdravlja, no
umanjena koncentracije kolesterola odnosno hipokolesterolemija takoder moze imati negativan

utjecaj na nas organizam [20].

Demografska istrazivanja predlazu da niske razine kolesterola mogu biti vezane za povecanu

smrtnost, vecinski zbog depresije, raka i krvarenja u mozgu [20].

Niske razine kolesterola imaju najveci utjecaj na stariju populaciju. SniZzenje kolesterola, radi
odrZanja zdravlja, dovode pacijente u jo§ opasnije stanje gdje tijelo nema dovoljne koli¢ine

kolesterola za odrzavanje homeostaze [20].

Velika vecina istrazivanja provedena radi mjerenja kolesterola u populaciji zakljucuju da je

niska razina kolesterola, kao i visoka pokazatelj loSeg zdravlja [20].



2.7. Metode analize kolesterola

Za odredivanje kolesterola razvijeno je nekoliko metoda kroz razna istrazivanja. Vecina tih
metoda moze se kategorizirati u 3 skupine:

1. klasi¢ne kemijske metode koje se temelje na Abell-Kendall protokolu (gravimetrijske
metode),

2. fluorometrijske 1 kolorimetrijske enzimske analize koje se najcesée koriste kod
automatiziranih procesa analize,

3. analize temeljene na plinskim 1 tekuc¢inskim kromatografijama ili masenim spektrometrima

[5].

Svaka od navedenih metoda ima svoje prednosti i mane. Kod klasi¢nih kemijskih metoda sam
proces je vrlo jednostavan i jeftin za izvodenje, ali sadrzi velik broj koraka koji metodu Cine
dugotrajnom i zamornom. Uspjesno odradena analiza ovisi 1 o iskustvu osobe koja provodi
analizu. Enzimski testovi, iako imaju niske granice detekcije, zahtijevaju koriStenje skupih
enzima. Kromatografske metode i1 metode masene spektrometrije su najpreciznije 1
najosjetljivije, ali zahtijevaju skupu opremu, poznavanje rada na kompleksnim sustavima i

obradu velikog broja podataka [5].

Proucene su mnoge metode analize, dok su neke metode preciznije ili jednostavnije za
izvodenje, kao Sto je ranije navedeno, analiticke metode predstavljaju najpreciznije i
najosjetljivije analize za odredivanje kolesterola.

U ovom istrazivanju, za analizu uzoraka koristit ¢e se tekucinska kromatografija visoke

razlucivosti [5].
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2.7.1. Gravimetrijske metode

Gravimetrijski odredivanje kolesterola pomocu digitonida rijetko se koristi jer je sama tehnika
prekomplicirana, digitonin je skup, dok je kvantitativno odvajanje taloga tezak proces. Kontrole
koje se vrse pri odredivanju kolesterola gravimetrijskim metodama mogu rezultirati u greSkama

od -18% do +76% $to metodu Cini nepouzdanom.

Metoda zapocinje ekstrakcijom serumskog kolesterola pomocu saponifikacije, otapanje u
alkoholnim otopinama kao §to je kalijev hidroksid te uklanjanje bilo kakvih primjesa kako ne
bi doSlo do odstupanja u rezultatima. Nakon procis¢avanja uzorka, kolesterolu se dodaje mala
kolic¢ina digitonida kako b1 se izazvala precipitacija. Uzorak se tada uparava da bi se uklonilo
otapalo. Kada se otapalo u potpunosti ukloni talog se otapa u vru¢em eteru te se filtrira pomocu
prokuhane vode, ponovno susi 1 kvantitativno vaze, Slika 5. Koristenje ovih metoda omogucuje
koristenje mikrogravimetrije $to umanjuje koli¢ine potrebnog digitonida, ukupno smanjujuci

cijenu analize [21].

Saponifikacija Precipitacija u
kolesterola obliku digitonida

Ekstrakcija Kvantitativno

kolesterola vaganje

Slika 5. Shema gravimetrijskog odredivanja kolesterola talozenjem u obliku digitonida.
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2.7.2. Enzimatski test

Enzimatski test bazira se na reakcijama koje su povezane s enzimom kako bi se odredile ukupne
koli¢ine kolesterola. Prvi enzimski test stvoren je s ciljem mjerenja kolesterola unutar seruma

pacijenata [5].

Proces analize zapocinje esterifikacijom kolesterola koji se naknadno hidrolizira pomocu
kolesterol esteraze kako bi se oslobodio. Slobodan kolesterol se oksidira pomoc¢u kolesterol
oksidaze u kolest-4-en-3-on. Kao sekundarni produkt ove reakcije stvara se vodikov peroksid
kojeg se moze detektirati koriStenjem kolorimterijskih 1 fluorometrijskih sondi 1 odredivanjem
koncentracije vodikova peroksida moZemo odrediti koncentraciju samog kolesterola unutar

seruma, Slike 6.1 7. [22].

H,0,
Kolesterol Kolesterol
esteraza oksidaza

Kolesterol
Kolesterol ester Kolest-4-en-3-on

Florescenciiska Flourescenciia
sonda

Slika 6. Strukturni prikaz enzimatskog testa pri analizi kolesterola [22].

Metoda je vrlo razvijena 1 najceSCe se pronalazi u prijenosnim opremama za analizu ili
automatiziranim medicinskim uredajima koji vrSe veliki broj analiza te je potrebna

jednostavnost i preciznost metode [5].

Hidroliza
esterificiranog Stvaranje vodikova
kolesterola peroksida
Oksidacija Detekcija
kolesterola fluorescencije

Slika 7. Shematski prikaz enzimatskog testa pri analizi kolesterola.
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2.7.3. Kolorimetrija — Modificirna Abell-Kendall metoda

Metode analize kolesterola koje se baziraju na kolorimetrijskim mjerenjima odnosno razvijanju
boje kako bi se odredila koncentracija kolesterola naj¢eS¢e se zasnivaju na Abell-Kendall
metodi. To je klasi¢na kemijska metoda koja ukljucuje Libermann-Burchard (L-B) reakciju
razvijenu specifi¢no za analizu kolesterola gdje boja reagensa zapocinje s ljubicastom bojom
koju prati svijetlo, a zatim tamno zelena boja, vidljivo na Slici 8. Razvitak boje proizlazi iz
reakcija hidroksilnih iona s reagensom povecavaju¢i konjugaciju u nezasi¢enom susjednom

prstenu [22].

(H,SO,/HOAC)
‘H,0

HO

Ugljikov kation Pentoenilni kation
Ao, 820 nm

~ AR -

HOO,S

Kolestaheksan sulfonska kiselina

A, 410 nm
Slika 8. Shema kolorimterijske L-B reakcije [5].
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Proces ukljucuje saponifikaciju estera kolesterola pomocu alkoholne otopine kao Sto je kalijev
hidroksid, kako bi ga se oslobodilo, ekstrakciju hidroliziranog kolesterola hlapljivim organskim
otapalima, najces¢e n-heksan zbog svoje niske polarnosti, nakon Cega slijedi uparavanje
otapala, te na kraju razvoj boje s anhidridom octene kiseline i koncentriranom sumpornom

kiselinom. Shema procesa analize prikazana je na Slici 9.

Ultraljubicasta (UV) spektrofotometrija (A = 410 nm) najceS¢e se koristi u svrhu mjerenja
koncentracije kolesterola. Iako se modificirana Abell-Kendall metoda smatra referentnom
metodom za kolorimetrijska mjerenja koncentracije kolesterola, njezina primjena danas se

izbjegava jer se za L-B reakciju koriste visoko korozivni reagensi [5].

Saponifikacia ~~ Uparavanje
kolesterol-estera otapala

Ekstrakcija Razvijanje boje
kolesterola

Slika 9. Shematski prikaz kolorimterijske analize kolesterola.
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2.7.4. Tekuéinska kromatografija

Kromatografske metode kao §to su plinska kromatografija (engl. gas chromatography, GC)
gdje je plin mobilna faza i tekuc¢inska kromatografija (engl. liquid chromatography, LC) gdje
je tekuéina mobilna faza, se obicno koriste za odredivanje kolesterola. Ove metode su opée
prihvacene kao preciznije, osjetljivije 1 pouzdanije od ostalih navedenih metoda.
Kromatografske metode, u usporedbi s ostalima, pruzaju bolju selektivnost tako §to omogucuju
odvajanje kolesterola od drugih ometajucih vrsta (poput sterola) na kromatograskim kolonama.
Takoder, uz povecanu selekciju, kromatografske metode smanjuju potrebne volumene analita

do granica gdje je potrebno samo nekoliko mililitara kako bi se obavila cijela analiza [5].

Iako se kromatografija ¢ini kao najbolja metoda, svi pozitivni aspekti koji su ranije navedeni
ovise 0 samoj pripremi uzorka, poput saponifikacije i ekstrakcije analita, ako ti koraci nisu

dobro odradeni, analiza bi mogla dati neto¢ne rezultate [5].

Analiza kolesterola najceS¢e se provodila pomocu plinske kromatografije koja je spregnuta
zajedno s ionizacijskim detektorom plamenog vodika kako bi se izvrSila analiza kolesterola u
serumu. Tek od 1979. godine zapocCinje koristenje tekuc¢inske kromatografije reverzne faze s
UV detekcijom (A = 210 nm) za analizu slobodnog esterificiranog i1 ukupnog kolesterola u

serumu [5].

Sam proces analize kolesterola pomocu tekucinske kromatografije zapocinje saponifikacijom
kolesterola kako bi oslobodili kolesterol. U ovu svrhu najces¢e se koristi alkohol, u ovome
slucaju kalijev hidroksid (KOH) kako bi odvojili kolesterol od masnih kiselina 1 triglicerida.
Dodatkom ultraciste vode uklanjamo primjese, a za samu ekstrakciju kolesterola koristi se n-
heksan (zbog niske polarnosti). Uzorak se dodatno filtrira kako bi se oc¢uvala kolona koja se
koristi za analizu. Uzorak se uparava kako bi se otklonilo otapalo, a po potrebi se dodaje

mobilna faza kada je uzorak spreman za analizu, vidljivo na Slici 10 [23].
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Uz samu tekucinsku kromatografiju moze se koristi i visokotla¢na kromatografija koja zbog

naprednije kolone i viSeg tlaka pri analizi moze uStediti na vremenu i volumenu potrebnog

uzorka i mobilne faze, smanjujuéi sveukupnu cijenu analize [23].

Saponifikacija Ekstrakcija
kolesterola kolesterola Uparavanje

Procis¢avanje Filtriranje Analiza
uzorka uzorka

Slika 10. Shematski prikaz kromatografske analize kolesterola.
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Reagensi 1 pribor

U ovome radu koristeni su slijede¢i reagensi i pribor:

Reagensi:

Kalij hidroksid (Gram-mol, Hrvatska)

Etanol, 96% (Gram-mol, Hrvatska)

Ultracista voda

n-heksan, HPLC cisto¢e (Carlo Erba, Francuska)
Acetonitril, HPLC cisto¢e (Carlo Erba, Francuska)
[zopropanol, HPLC ¢istoce (Fisher Chemical, UK)
Standard kolesterola (Shimadzu, Japan)

Pribor:

Staklena ¢asa, 250 mL
Staklena epruveta, 50 mL
Vialice, 1,5 mL

Kapalica

Pipeta, 5mL i 10 mL
Mikropipeta

Staklene bocice s cepom
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3.2. Instrumentacija

U ovom radu koriStena je slijedeca instrumentacija:

Slika 12. Laboratorijska tresilica.
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Slika 14. Tekucinski kromatograf visoke razlucivosti.
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Slika 15. Uredaj za ultracistu vodu.
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3.3. Uzorci za analizu

Koncentracija kolesterola odredivana je u 6 skupina jaja:

- kontrolna skupina (skupina jaja koja su dobivena od nesilica koje su hranjene krmnom

smjesom bez dodatka ulja ili drugih nutricina),

- Cetiri skupine jaja su dobivene od nesilica koje su hranjenje krmnim smjesama razli¢itog

sastava uz dodatak razli¢ite koncentracija ribljeg, lanenog i repi¢inog ulja te drugih nutricina:
Skupina 1: dodatak 0,3 % ribljeg ulja

Skupina 2: dodatak 0,9 % ribljeg ulja

Skupina 3: dodatak 1,5 % ribljeg ulja

Skupina 4: dodatak 1,5 % ribljeg ulja uz dodatak drugih nutricina

- domaca jaja (skupina u kojoj su analizirana jaja dobivena od nesilica koje su konzumirale

raznovrsnu hranu na obiteljskom poljoprivrednom gospodarstvu).

Nakon §to su prikupljena, jaja su do analize ¢uvana u hladnjaku na temperaturi 4 °C.
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3.4. Analiza teku¢inskom kromatografijom visoke razlucivosti

3.4.1. Priprema uzorka za analizu teku¢inskom kromatografijom visoke razlucivosti

Jaje koje je namijenjeno za analizu prvo je potrebno razdvojiti na bjelanjak i Zumanjak.
Razdvajanje se radi ru¢no i oprezno kako ne bi doslo do mijeanja dva dijela. Zumanjak se
lagano posusi na papirnatom ru¢niku kako bi se uklonili ostatci bjelanjka na povrsini zumanjka.

Zumanjak se tada prenosi u staklene ¢ase i oprezno vaze, Slika 16.

Slika 16. Pripremljeni uzorak Zumanjka za vaganje.

U staklenu epruvetu se oprezno odvaze 0,5000 g uzorka Zumanjka na analitickoj vagi s 4

decimale.
U staklenu epruvetu s uzrokom dodaje se 5 mL 0,4 M otopine kalijeva hidroksida otopljenog u

etanolu, sadrZaj epruvete se dobro promijeSa pomocu laboratorijske tresilice i stavlja u vodenu

kupelj na 30 minuta pri temperaturi 50 °C, Slika 17.
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Slika 17. Uzorak zumanjka s kalijevim hidroksidom u vodenoj kupelji.

Nakon 30 minuta, uzorak se izvadi iz vodene kupelji i ostavi se da se ohladi na sobnu
temperaturu. Potom se dodaje 5 mL ultraCiste vode 1 ponovo se promijeSa na laboratorijskoj

tresilici, Slika 18.

Slika 18. Saponifikacija.
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U uzorak se potom dodaje 10 mL n-heksana i ponovi se mijeSanje. Epruvete sa uzorcima se

ostavljaju kako bi se fazni slojevi odvojili, Slika 19.

Slika 19. Ekstrakcija.

Gornji sloj, odnosno sloj koji sadrzi kolesterol otopljen u n-heksanu, oprezno se odvoji
kapalicom 1 prenese se u vialicu s ¢epom 1 odmah zatvori. Ekstrakcija se vrsi 2 puta kako bi se

ekstrahirala maksimalna koli¢ina kolesterola, Slika 20.
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Slika 20. Prikupljeni organski sloj n-heksana koji sadrzi kolesterol.

Prikupljeni organski sloj se tada filtrira kroz filter 0,45um pomocu plasti¢ne Strcaljke kako bi

se osigurala ¢istoca uzorka.

Iz profiltriranog organskog dijela uzima se alikvot od 3 mL, stavlja u HPLC vialicu i polako

uparava sve dok otapalo ne ispari, Slika 21.
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Slika 21. Uparavanje alikvota organskog sloja n-heksana koji sadrzi kolesterol.

U vialicu koja sadrzi upareni kolesterol dodaje se 3 mL mobilne faze, sadrzaj se dobro

promijesa i uzorak je spreman za kromatografsku analizu [23].
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3.4.2. Priprema HPLC za analizu i uvjeti analize

Prije pocetka analize potrebno je isprati cijeli HPLC sustav. Ispiranje se vrsi prvo s metanolom,
a zatim mobilnom fazom koja ¢e se koristiti u analizi. Kada su tlak i bazna linija stabilni, moze

se poceti s analizama.

Uvjeti analize:

- Protok: 1,2 mL/min

- Temperatura pec¢nice: 37 °C
- Vrijeme analize: 10 min

- Valna duljina: 210 nm

- Injektirani volumen: 10 pL
Pri mjerenju je koriStena kolona Shim_pack GIST, 4,6x250 nm, Sum, C18 (Shimadzu).

Vrijeme zadrzavanja kolesterola je 5,8 minuta.

3.4.3. Kalibracija

Kalibracija ili umjeravanje je postupak kojim se vrsi korekcija mjernog instrumenta kako bi se
smanjila sistemska pogreska. Korekcija se provodi mjerenjem veli¢ina Cije vrijednosti

poznajemo.

Kalibracijski pravac konstruira se na nacin da se mjere apsorbancije serije pripremljenih
standardnih otopina Cije su koncentracije poznate. Nakon S$to je izmjerena apsorbancija,
izraduje se kalibracijski pravac uvrStavanjem u dijagram koji prikazuje ovisnost izmjerene

apsorbancije 1 koncentracije mjerenih standardnih otopina.

Serija standardnih otopina kolesterola ¢ije su koncentracije 70, 140, 200, 270, 330 1 400 mg/L
pripremljene su razrjedivanjem osnovne otopine koncentracije 1250 mg/L. Sve otopine se

pripremaju koriStenjem mobilne faze.
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3.4.4. Provjera valjanosti metode

Provjera valjanosti metode provodi se dodavanjem analita ¢ija nam je koncentracija poznata, u
realni uzorak. Mjere se tri uzorka: signal analita iz realnog uzorka, signal analita cija
koncentracija nam je poznata te signal smjese realnog uzorka i analita poznate koncentracije.
Izmjereni signal smjese analita iz realnog uzorka i analita poznate koncentracije treba biti

jednak zbroju pojedinac¢nih signala.

Priprema uzoraka za provjeru valjanosti metode:

Uzorak 1: 500 pL otopine standarda 200 mg/L + 500 uL mobilne faze,
Uzorak 2: 500 pL otopine realnog uzorka + 500 uL. mobilne faze,

Uzorak 3: 500 pL otopine standarda 200 mg/L + 500 pL otopine realnog uzorka.
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3.5. IzraCunavanje sadrZaja kolesterola u jajima

Koncentracija kolesterola u jajima u programu Lab Solutions izrazava se kao mg/L. U vecini

provedenih istrazivanja, koncentracija se izrazava kao miligrami kolesterola u 100 g zumanjka

pa je dobivenu vrijednost potrebno preracunati.
Vrijednosti potrebne za izracun:

m (Zumanjka) = 0,500 g
V (n-heksana koji se koristi za ekstrakciju) = 20 mL
V (injektiranog uzorka) = 10 uL

m (kolesterola, rezultat HPLC analize)

m (Zumanjka)[g]

Z ijkau1lmLn— hek =
m(zumanjka w1 mln = heksana) V(n — heksana koji se koristi za ekstrakciju)[mL]

m(Zumanjka u 1 mL n — heksana)|g] - V(injektiranog uzorka)

mZumanjka u 10 uL) = 1000 ulL

m(rezultat HPLC analize)[ug] - 10 uL

m(kolesterolau 10 uL) =

1000 pL
m(kolesterola u 10 ulL)
OMJER = mCumanjka w10 gl) m(kolesterola)[ug/g]
kolesterol
m(kolesterola)[mg/g] = m(kolesterola)lug/g]

1000

m(kolesterola)[mg/100 g] = (kolesterola)[mg/g] - 100
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Kalibracijski pravac

Kalibracijski pravac izraden je mjerenjem apsorbancije pripremljenih standardnih otopina ¢ije

su koncentracije 70, 140, 200, 270, 330 i 400 mg/L. (Tablica 2., Slika 22.). Nakon $to je

izmjerena apsorbancija, izraden je kalibracijski pravac pomocéu programa Lab Solutions,

upravljackog programa koriStenog HPLC uredaja (Slike 23. 1 24.). Izracunati koeficijent

determinacije R? iznosi 0,99926 $to pokazuje dobro slaganje izmedu regresijskog pravca i

izmjerenih vrijednosti §to znaci da je metoda pogodna za mjerenje koncentracije kolesterola.

Tablica 2. Rezultati dobiveni mjerenjem apsorbancije serije standardnih otopina.

koncentracija standarda (mg/L) povrsina pika (mV/s) | visina pika (mV) mg/L (ppm)
70 320491 19246 73,102
140 478016 35192 139,928
200 615687 48529 198,332
270 773313 64255 265,201
400 1099170 95997 403,438
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Slika 22. Kromatogram serije standardnih otopina
(— 70 mg/L, — 140 mg/L, — 200 mg/L, — 270 mg/L, — 400 mg/L).
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P1LC Postrun Analysis (Admin) - [LC Calibration Curve - Kolesteral_10 min._15.11.2019..icm]
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Slika 23. Kalibracijski pravac.
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Slika 24. Prikaz kalibracijske krivulje u programu Lab Solutions.
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4.2. Provjera valjanosti metode

Provjera valjanosti metode provedena je na ranije opisani na¢in a dobiveni rezultati prikazani

su na Slici 25. i u Tablici 3.
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Slika 25. Kromatogrami uzoraka koristenih za provjeru valjanosti metode

(Uzorak 1 —, Uzorak 2 —, Uzorak 3 —).

Tablica 3. Vrijednosti dobivene mjerenjem apsorbancije uzoraka za provjeru valjanosti

metode.
uzorak povrsina pika (mV/s) visina pika (mV) mg/L (ppm)
1 288115 23980 62,91
2 395923 34848 105,10
3 741218 57449 180,59
teoretski 684038 58828 168,01
% iskoriStenja 108,36 97,66 107,49

Dobro slaganje ocekivanih i dobivenih vrijednosti potvrdilo je prihvatljivost metode za

odredivanje sadrzaja kolesterola.
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4.3. Odredivanje koncentracije kolesterola u realnim uzorcima

Kolesterol je odredivan u Sest skupina jaja. Svaka skupina je sadrzavala deset jaja koja su za
analizu pripremljena na prethodno opisan nacin. Prema literaturnim podacima, prosjecan
sadrzaj kolesterola u svjezem zumanjku iznosi 1255 mg/100 g Zumanjka odnosno 350 mg/100

g cijelog jaja [24].

Rezultati dobivenih vrijednosti koncentracije kolesterola unutar svake skupine opisani su
standardnom pogreskom (standardnom devijacijom, SD), relativnom standardnom pogreskom

(relativna standardna devijacija, RSD), intervalom pouzdanosti.

Rezultati analize za kontrolnu skupinu prikazani su na Slici 25. 1 u Tablici 4.
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Slika 25. Kromatogrami dobiveni mjerenjem koncentracije kolesterola u uzorcima kontrolne

skupine.

33



Tablica 4: Koncentracija kolesterola u kontrolnoj skupini uzoraka.

uzorak povrsina pika visina pika mg/L mg/100g
(mV/s) (mYV) (ppm) Zumanjka
1 680853 69001 232,19 928,75
2 819919 83094 279,61 1118,45
3 686130 69535 233,99 935,95
4 786000 79657 268,05 1072,18
5 816566 82754 278,47 1113,87
6 750545 75912 255,54 1022,17
7 819796 90311 315,46 1261,86
8 755494 76565 257,64 1030,57
9 799540 81029 272,66 1090,65
10 790414 77573 272,46 1089,82
srednja vrijednost 765051,27 77235,53 261,18 1044,71
SD 51907,86 5177,50 17,92 71,68
RSD (%) 6,78 6,70 6,86 6,86
interval pouzdanosti () 33912,51 3382,57 11,71 46,83

Koncentracija kolesterola u uzorcima kontrolne skupine je 17% manja u odnosu na literaturne
podatke. Relativna standardna pogreska je prihvatljive vrijednosti (veca od 5%) s obzirom da
su analizirani bioloski uzorci. Priroda uzorka utjece 1 na vrijednost standardne pogreske koja je
nesto veca. [z obrade podataka izuzete su vrijednosti uzorka broj 7 jer je dobivena koncentracija

znatno veca od prosjeka.

Rezultati analize za prvu skupinu prikazani su na Slici 26. 1 u Tablici 5.
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Slika 26. Kromatogrami dobiveni mjerenjem koncentracije kolesterola u uzorcima prve

skupine.
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Tablica 5. Koncentracija kolesterola u prvoj skupini uzoraka.

uzorak povrsina pika visina pika mg/L mg/100g
(mV/s) (mV) (ppm) Zumanjka
1 661748 62911 217,87 871,49
2 544139 52076 167,98 671,92
3 516887 49826 155,57 622,28
4 569010 54990 178,53 714,12
5 455205 43879 130,25 521,00
6 543632 52722 167,76 671,06
7 956613 91901 346,78 1387,12
8 810474 78738 280,97 1123,86
9 577302 56423 182,05 728,19
10 786575 76675 270,83 1083,31
Srednja vrijednost 626220,88 60545,13 202,69 810,78
SD 114706,60 11291,14 48,78 195,11
RSD (%) 18,32 18,65 24,06 24,06
interval pouzdanosti () 79486,16 7824,22 33,80 135,20

Koncentracija kolesterola u uzorcima prve skupine je 35% manja u odnosu na literaturne

podatke. Kod ove skupine vrijednost relativne standardne pogreske je znatno veca od 5% zbog

prirode uzoraka. Standardna pogreska je ve¢a u odnosu na kontrolnu skupinu. Iz obrade

podataka izuzete su vrijednosti uzoraka pod brojem 5 i1 7 jer dobivene koncentracije znatno

odstupaju od prosjeka.
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Rezultati analize za drugu skupinu prikazani su na Slici 27. 1 u Tablici 6.
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Slika 27. Kromatogrami dobiveni mjerenjem koncentracije kolesterola u uzorcima druge

skupine.

Tablica 6. Koncentracija kolesterola u drugoj skupini uzoraka

uzorak povrsina pika visina pika mg/L mg/100g
(mV/s) (mYV) (ppm) Zumanjka
1 627573 61099 203,37 813,50
2 747413 71015 254,21 1016,85
3 706475 69413 236,85 947,39
4 697289 98886 232,95 931,80
5 664994 66978 219,25 877,00
6 665069 66490 219,28 877,12
7 641100 64628 209,11 836,45
8 677963 65895 244,75 979,00
9 637896 62707 207,75 831,01
10 654166 63261 214,66 858,62
Srednja vrijednost 663613,89 68817,44 220,89 883,54
SD 26780,36 11549,63 14,28 57,12
RSD (%) 4,04 16,78 6,47 6,47
interval pouzdanosti () 17496,18 7545,62 9,33 37,32

Koncentracija kolesterola u uzorcima druge skupine je 30% manja u odnosu na literaturne
podatke. I kod ove skupine vrijednost relativne standardne pogreska je vec¢a od 5% no sli¢ne
vrijednosti kao i kod kontrolne skupine. Vrijednost standardne pogreske je manja u odnosu na
kontrolnu skupinu. Iz obrade podataka izuzete su vrijednosti uzorka broj 2 jer je dobivena

koncentracija znatno veca od prosjeka.
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Rezultati analize za tre¢u skupinu prikazani su na Slici 28. i u Tablici 7.
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Slika 28. Kromatogrami dobiveni mjerenjem koncentracije kolesterola u uzorcima trece

skupine.

Tablica 7. Koncentracija kolesterola u trec¢oj skupini uzoraka.

uzorak povrsina pika visina pika mg/L mg/100g
(mV/s) (mYV) (ppm) Zumanjka
1 676410 68498 224,09 896,37
2 707086 71605 234,26 937,02
3 734622 72502 248,79 995,15
4 694926 68183 231,95 927,79
5 684837 67555 227,67 910,67
6 695179 68575 231,11 924,42
7 787385 75408 271,17 1084,68
8 683582 67733 227,13 908,54
9 358039 38493 100,48 401,94
10 719480 70368 242,36 969,45
Srednja vrijednost 709278,58 70047,41 237,61 950,45
SD 34631,32 2666,95 14,79 59,17
RSD (%) 4,88 3,81 6,23 6,23
interval pouzdanosti () 22625,38 1742,38 9,66 38,66

Koncentracija kolesterola u uzorcima tre¢e skupine je 24% manja u odnosu na literaturne
podatke. Vrijednost relativne standardne pogreska je veca od 5%, no ne znacajno. Standardna
pogreska je slicne vrijednosti standardne pogreske druge skupine. Iz obrade podataka izuzete

su vrijednosti uzorka broj 9 jer je dobivena koncentracija znatno manja od prosjeka.
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Rezultati analize za Cetvrtu skupinu prikazani su na Slici 29. i u Tablici 8.
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Slika 29. Kromatogrami dobiveni mjerenjem koncentracije kolesterola u uzorcima cetvrte

skupine

Tablica 8. Koncentracija kolesterola u ¢etvrtoj skupini uzoraka.

uzorak povrsina pika visina pika mg/L mg/100g
(mV/s) (mYV) (ppm) Zumanjka
1 624330 61062 209,84 839,34
2 655680 61733 215,30 861,19
3 736641 71761 249,64 998,57
4 662617 67605 218,24 872,96
5 763158 74014 260,89 1043,57
6 631765 61789 212,33 849,34
7 713251 69759 239,72 958,88
8 729888 71848 246,78 987,11
9 779922 76987 268,00 1072,02
10 767537 77055 262,75 1051,00
srednja vrijednost 706478,95 69361,35 238,35 953,40
SD 58379,06 6133,50 22,63 90,52
RSD (%) 8,26 8,84 9,49 9,49
interval pouzdanosti () 36183,05 3801,51 14,03 56,10

Koncentracija kolesterola u uzorcima cetvrte skupine je 24% manja u odnosu na literaturne
podatke. Vrijednost relativne standardne pogreska je ve¢a od 5%, no prihvatljive vrijednosti

kao 1 vrijednost standardne pogreske.
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Rezultati analize za skupinu domacih jaja prikazani su na Slici 30
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Slika 30. Kromatogrami dobiveni mjerenjem koncentracije kolesterola u uzorcima domacih

jaja.

Tablica 9. Koncentracija kolesterola u skupini uzoraka domacih jaja.

uzorak povrsina pika visina pika mg/L mg/100g
(mV/s) (mYV) (ppm) Zumanjka
1 762856 77097 260,76 1043,06
2 908885 89857 322,71 1290,86
3 518294 52100 157,02 628,06
4 864003 86992 303,67 1214,70
5 973650 97125 350,19 1400,76
6 881077 89220 310,92 1243,67
7 1170597 116235 433,74 1734,96
8 1043570 104783 379,85 1519,40
9 784213 78741 285,45 1141,79
10 808716 81202 294,37 1177,46
Srednja vrijednost 910840,71 91250,23 326,85 1307,41
SD 132515,34 12863,91 53,30 213,19
RSD (%) 14,55 14,10 16,31 16,31
interval pouzdanosti () 86575,10 8404,26 34,82 139,28

min

Koncentracija kolesterola u uzorcima domacih jaja je 4% veca u odnosu na literaturne podatke.

Vrijednost relativne standardne pogreska je ve¢a od 5%, vrijednost standardne pogreske je

najve¢a u odnosu na sve skupine analiziranih uzoraka §to je posljedica prirode uzoraka. 1z

obrade podataka izuzete su vrijednosti uzorka broj 3 jer je dobivena koncentracija znatno manja

od prosjeka.
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Usporedba koncentracija kolesterola po skupinama prikazana je na Slici 31. i u Tablici 10.

225000

200000

175000 -

150000 -

125000

100000 -

75000

50000

25000

0=

Slika 31. Usporedba kromatograma dobivenih odredivanjem koncentracije kolesterola u svim

skupinama (kontrolna skupina —, prva skupina —, druga skupina —, tre¢a skupina —,

cetvrta skupina

, domaca jaja —).

Tablica 10. Usporedba koncentracija kolesterola po skupinama.

skupina mg/100g Zumanjka mg/L (ppm) dodatak krmnoj smjesi
kontrola 1044,71 261,18 —

1 810,78 202,69 riblje ulje 0,3%

2 883,54 220,89 riblje ulje 0,9%

3 950,45 237,61 riblje ulje 1,5%

4 953,40 238,35 riblje ulje: 1,5 % + nutricini
domace 1307,41 326,85 —

Usporeduju¢i masu kolesterola u 100 g Zumanjka po skupinama i dodatak krmnoj smjesi koju

su konzumirale nesilice, mozemo vidjeti da su najvece koncentracije kolesterola u kontrolnoj

skupini jaja koja je dobivena od nesilica koje su hranjene krmnom smjesom bez dodataka i u

skupini domacih jaja koja je dobivena od nesilica koje su konzumirale raznoliku hranu na

obiteljskom poljoprivrednom gospodarstvu. Dodatak 0,3% ribljeg ulja krmnoj smjesi smanjuje

koncentraciju kolesterola od 22,4% a dodatkom 1,5% ribljeg ulja uz dodatak drugih nutricina

koncentracija kolesterola manja je za 8,7% u odnosu na kontrolnu skupinu.

S obzirom da se radi o preliminarnom istraZivanju i s obzirom na literaturne podatke u kojima

je zabiljezena koncentracija kolesterola 200-250 ppm u jajima dobivenima od nesilica koje su

se hranile krmnom smjesom u kojoj je bilo 1,5 i 3% ribljeg ulja [25] odnosno smanjenje
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koncentracije kolesterola od 3% pri dodatku 1,5% ribljeg ulja [26], smanjenje koncentracije od

22,4% pri dodatku 0,3% ribljeg ulja u ovom istrazivanju treba dodatno ispitati.

Za razliku od navedenih istrazivanja, dodatak 1,5% odnosno 3% ribljeg ulja u istrazivanju koje

su proveli Ceylan i sur. (2011), nije utjecalo na smanjenje koncentracije kolesterola [27].
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5. Zakljucak

U ovome radu istrazivan je utjecaj dodataka funkcionalnih sastojaka krmnoj smjesi za nesilice
na koncentraciju kolesterola u Zumanjku jaja. Odredivanje koncentracije kolesterola u hrani
koju Covjek konzumira je vazno jer kolesterol (LDL) utjece na pojavu kardiovaskularnih

bolesti.

Kolesterol je odredivan u 6 skupina: kontrolna skupina su jaja nesilica koje su konzumirale
krmnu smjesu u izvornome obliku (bez dodataka), 4 skupine uzoraka su jaja nesilica koje su
konzumirale krmnu smjesu koje uz dodatke drugih nutricina sadrze i riblje ulje u udjelima od
0,3%; 0,9%; 1,5% u odnosu na ukupni sadrzaj ulja. Zadnja skupina su jaja proizvedena na

obiteljskom poljoprivrednom gospodarstvu.

Uzorci Zumanjaka analizirani su pomocu tekuc¢inske kromatografije visoke razlucivosti s UV

detekcijom.

Najvisa koncentracija kolesterola (1307,41 mg/100g Zumanjka) odredena je u domacim jajima,
Nesto niza koncentracija (1044,71 mg/100g Zumanjka) odredena je u kontrolnoj skupini.
Najnize koncentracije kolesterola odredene su u skupinama jaja nesilica koje su konzumirale
krmnu smjesu s dodatkom ribljeg ulja. Najmanju koncentraciju nalazimo kod skupine s
dodatkom 0,3% ribljeg ulja (810,78 mg/100 g Zumanjka) a najve¢u koncentraciju kolesterola
kod skupine s dodatkom 1.5% ribljeg ulja (950,45 mg/100g).

Usporedbom svih dobivenih podataka moze se zakljuciti da obogac¢ivanjem krmne smjese za
nesilice ribljim uljem, u analiziranim uzorcima jaja dobivamo neS$to manju koncentraciju
kolesterola u odnosu na jaja nesilica koja su konzumirala krmnu smjesu koja nije obogacena
funkcionalnim sastojcima ili pak jaja iz domaceg uzgoja. Dodatak ribljeg ulja krmnoj smjesi ne
utjece na povecanje koncentracije kolesterola u jajima a smanjenje koncentracije kolesterola od

22,4% pri dodatku 0,3% ribljeg ulja, u odnosu na kontrolnu skupinu, treba dodatno ispitati.
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