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§ Sazetak Vi

§ Sazetak

Infracrvena (engl. infrared, IR) spektroskopija je metoda koja se koristi za strukturnu analizu
spojeva raspoznavanjem skupina atoma u molekuli na temelju njihovih vibracija. Kolesterol
je slozena organska molekula, ¢ija bioloska vaznost dolazi do izrazaja u regulaciji fluidnosti
biomembrana i tvorbi lipoproteinskih Cestica. U ovom radu prikazana je IR spektroskopija
kolesterola, koja obuhvaca pripravu uzorka kolesterola za snimanje IR spektra, asignaciju IR
spektra te primjenu IR spektoskopije u analizi uzoraka koji sadrze kolesterol. Detaljno je
analiziran IR spektar kolesterola uz pridruZivanje nacina vibriranja pojedinim vrpcama u
spektru. Potencijalna primjena IR spektroskopije kolesterola predstavljena je na primjeru

kvantitativnog odredivanja kolesterola u serumu i mlijecnim proizvodima.

Gabriela Lihtar ZavrSni rad
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§ 1. Uvod 1

§ 1. UVOD

Infracrveno zracenje obuhvaca dio elektromagnetskog spektra od 1 um do 1 mm te se
njegovom apsorpcijom pobuduju unutarnja gibanja u molekuli — vibracije. Da bi doslo
do pobude vibracije u molekuli mora postojati promjena dipolnog momenta, a broj
nacina vibriranja molekule ovisi o njenom obliku tj. da li se radi o linearnoj ili
nelinearnoj molekuli. Rezultat apsorpcije infracrvenog zracenja neke molekule je IR
spektar te se njegovom asignacijom mogu dobiti informacije o strukturi promatrane
molekule.

U ovom radu proucavan je IR spektar molekule kolesterola te primjena IR
spektroskopije kolesterola. Kolesterol je vrlo vazna biomolekula u skupini sterola sa
strukturom od Cetiri sraStena prstena. Zbog svoje strukture ima ulogu regulatora
fluidnosti membrane, a vecina sinteze kolesterola zbiva se u jetri odakle se u obliku
lipoproteinskih Cestica prenosi u ostatak organizma. ViSak lipoproteinskih Cestica
poput LDL-a (lipoproteini niske gustoce, engl. low-density lipoproteins) U serumu
moze biti uzrok nastanka ateroskleroti¢nih naslaga u krvnim zilama $to je vrlo opasno
zbog mogucnosti zacepljenja krvne zile, dok se povecana koli¢ina lipoproteinskih
Cestica poput HDL—a (lipoproteini visoke gustoce, engl. high-density lipoproteins)
povezuje sa smanjenim rizikom od nastanka kardiovaskularnih bolesti.

Primjena IR spektroskpije u odredivanju kolesterola je Siroka, a u ovom radu
opisana je potencijalna primjena u kvantitativnom odredivanju koli¢ine kolesterola
LDL i HDL u serumu te odredivanju kolesterola u mlije¢nim proizvodima. Obje
primjene koriste statistiCke i matematicke modele za obradu podataka poput parcijalne
metode najmanjih kvadrata (engl. partial least-squares, PLS) i regresije po glavnim

komponentama (engl. principal component regression, PCR).
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§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Infracrvena spektroskopija

Infracrvena spektroskopija je instrumentna metoda koja se temelji na interakciji infracrvenog
zraCenja i tvari. Primjenjuje se za strukturnu analizu i identifikaciju spojeva, ali i odredivanja
kemijskog sastava uzorka.

Podrucje infracrvenog zracenja obuhvaca dio elektromagnetskog spektra od 1 um do 1
mm te se dijeli na blisko (0,78-2,50 um), srednje (2,50-25 um) i daleko (25—-1000 um)
infracrveno podrucje. U srednjem i dalekom infracrvenom prodru¢ju pobuduju se osnovne i
kombinirane vibracije, dok se u bliskom infracrvenom podruc¢ju uz kombinirane vibracije
pobuduju i visi tonovi. Uvjet koji mora biti zadovoljen da bi doslo do apsorpcije zracenja i
pobude vibracijskog gibanja jest da se tijekom vibracije mijenja dipolni moment u molekuli.
Broj normalnih nacina vibriranja molekule iznosi 3N-5 za linearnu, odnosno 3N-6 za
nelinearnu molekulu. Vibracije se dijele na vibracije istezanja veza i vibracije svijanja ili
deformacije kuta izmedu veza. Vibracije istezanja veze mogu biti simetri¢ne i antisimetri¢ne.
Za troatomne skupine atoma, u kojima su na sredi$nji atom jedne vrste vezana dva atoma
druge vrste, vibracije deformacije dijele se na striZzenje, zibanje, klacenje i uvijanje (slika 1),

dok se za slozenije skupine atoma razlikuju deformacije u ravnini i izvan ravnine.

Vibracije istezanja veza
a) b)
Vibracije deformacije kuta

MY W
c) d) e) f)

Slika 1. Prikaz molekulskih vibracija: a) simetri¢na vibracija, b) anitsimetri¢na vibracija, c)

srtizenje, d) zibanje, e) klacenje, f) uvijanje (preuzeto i prilagodeno prema ref. 1)
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Apsorpcija zracenja i pobuda vibracije u molekuli rezultira nastankom apsorpcijske vrpce,
koju karakteriziraju polozaj, intenzitet i Sirina. Prikaz svih apsorpcijskih vrpci nastalih
snimanjem jednog uzorka naziva se IR spektar, koji prikazuje ovisnost apsorbancije (A) ili
transmitancije (T) o valnom broju. Valni broj je veli¢ina koja se koristi u IR spektroskopiji jer
je proporcionalna energiji, a definira se kao recipro¢na vrijednost valne duljine apsorbiranog
zraCenja. NajceS¢e promatrano spektralno podruéje (srednje infracrveno podrucje)
obuhvaceno je intervalom 4000—-400 cm™ te se dijeli na podrugje vibracija funkcionalnih
skupina (4000-1400 cm™) i podrugje ,,otiska prsta (1400—400 cm™) karakteristi¢no za
pojedini spoj.

Priprema uzorka za snimanje opcenito ovisi o agregatnom stanju uzorka, a za spojeve kao
§to su steroli tj. kolesterol, koji je molekula od interesa u ovom radu, snima se spektar uzorka
najéescée u ¢vrstom stanju ili u obliku filmova.

IR spektar se snima pomoc¢u spektrometra ¢iji su osnovni dijelovi izvor zracenja, spektralni
uredaj i detektor, a koji danas postoje u razli¢itim izvedbama. Najces¢e se koriste IR
spektrometri s Fourierovim transformacijama (FT), koji su zbog vec¢eg odnosa signala prema
Sumu, vece osjetljivosti i to¢nosti valnoga broja, pogodni za analizu otopina niskih
koncentracija.? Kvantitativna analiza otopina pomoc¢u IR spektroskopije moguéa je
primjenom Beer-Lambertovog zakona, a danas$nje metode ukljuéuju i primjenu matematickih
i statistickih modela, razvijenih pomoc¢u modela poput parcijalne metode najmanih kvadrata

(PLS) i regresije po glavnim komponentama (PCR).

2.2. Kolesterol
Infracrvena spektroskopija danas je jedna od osnovnih metoda za brzu identifikaciju novih i
nepoznatih steroida te kvantitativnu analizu poznatih steroida.>

Kolesterol je vrlo vazna biomolekula koja se svrstava u skupinu membranskih lipida, a
zbog strukture Ciju glavninu Cine Cetiri sraStena prstena ubraja se u steroide. Zbog svoje
rigidne strukture ima ulogu regulatora fluidnosti membrane, pri ¢emu se fluidnost smanjuje
povecanjem koli¢ine kolesterola u membrani. Preteca je u sintezi drugih steroidnih molekula,
poput steroidnih hormona, Zuénih soli i vitamina D. Sintetizira se u svim stanicama sisavaca,
a glavnina sinteze odvija se u jetri odakle se krvotokom prenosi u ostatak organizma u obliku
lipoproteinskih ¢estica — hilomikrona, VLDL-a (lipoproteini vrlo niske gustoce, engl. very low

density lopoproteins), IDL-a (lipoproteini srednje gustoce, engl. intermediate-density

Gabriela Lihtar ZavrSni rad
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lipoproteins), LDL-a i HDL-a. Visoka razina kolesterola u serumu pogoduje nastanku
ateroskleroti¢nih naslaga u krvnim zilama, §to je vrlo opasno po zdravlje. Do nastanka takvih
nakupina dovodi povec¢ana razina kolesterola LDL u serumu, zbog ¢ega se on joS§ naziva ,,108
kolesterol“, dok HDL sluzi iskljucivo prijenosu kolesterola te se naziva ,,dobar kolesterol*.
Na slici 2 je prikazana struktura molekule kolesterola, na kojoj je vidljivo da uz Cetiri srastena

prstena molekula sadrzi i tri metilne skupine, hidroksilnu skupinu i razgranati alkilni lanac.

Slika 2. Molekulska struktura kolesterola

2.3. Priprava uzorka
Nacin priprave uzorka za snimanje IR spektra ovisi 0 agregatnom stanju uzorka. IR spektar
sterola naj¢esce se snima u ¢vrstom i tekucem stanju.

Prilikom priprave uzorka kolesterola u ¢vrstom stanju koristi se tehnika presanja KBr
pastile. Uzorak mase 1 mg mijesa se s kalijevim bromidom u odnosu 1 : 100 i usitnjava u

! 3to je pogodno jer ne apsorbira

ahatnom tarioniku. KBr propusta IR zraenje do 400 cm™
zraCenje u promatranom podru¢ju spektra. Usitnjena smjesa presa se pomocu hidraulicke
prese u tanku pastilu, koja se zatim u posebnom nosa¢u stavlja u IR spektrometar. Cvrsti
uzorak kolesterola takoder je moguce pripraviti u parafinskom ulju Nujolu. Suspenzija u ulju
nanosi se izmedu dva prozora od kalijeva bromida, koji se smjestaju u nosa¢ i postavljaju u
spektrometar na put zracenju. Prilikom snimanja IR spektara bioloskih uzoraka, a u svrhu
kvantitativnog odredivanja kolesterola, ¢esto se koristi tehnika priprave suhih filmova. Pri

tome se teku¢i uzorak izlijeva na prozore propusne za IR zrafenjei susi. SuSenjem uzorka

izbjegava se interferencija vibracijskih vrpci vode koju bioloski uzorci najéesce sadrze.

Gabriela Lihtar ZavrSni rad
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2.4. IR spektar kolesterola
Molekula kolesterola sastoji se od 74 atoma te posjeduje 216 normalnih na¢ina vibriranja,* od
kojih mnogi nisu vidljivi u IR spektru. Ipak, IR spektar kolesterola je slozen, a njegovu
asignaciju moguce je provesti bilo koriStenjem tablica za asignaciju skupina spojeva i
literaturno dostupnih podataka o strukturno slicnim spojevima bilo pomocu racunalnih
metoda koje racunaju vibracijske frekvencije odredene molekule i omogucavaju usporedbu s
eksperimentalno snimljenim spektrom. U ovom radu navedene vrpce i njima pridruzene
vibracije skupina atoma preuzete su iz znanstvenog ¢lanka u kojem je spektar analiziran
primjenom racunalnih metoda.’

FT-IR spektar kolesterola prikazan je na slici 3, a asignacija opazenih vrpci dana je u

! odgovara istezanju skupine OH, dok svijanje iste

tablici 1. Siroka vrpca pri 3400 cm”
skupine, koje inage rezultira vrpcom u podru&ju od 1500-1300 cm™, nije primjeéeno u
spektru kolesterola. Vrpce koje se javljaju u podruéju spektra od 3000 do 2800 cm™
odgovaraju simetri¢nim i antisimetri¢nim vibracijama istezanja metilenskih (CHz) i metilnih
(CHs) skupina. Toénije, radi se o vrpcama koje se nalaze pri 2866 cm™, 2899 cm™ i 2932
Cm_l, a pripadaju redom simetricnom istezanju skupina CH, i CHgs, simetri¢nom istezanju
skupine CH, (oStra vrpca) te antisimetri¢nom istezanju skupina CH, i CHs. Istezanje
dvostruke veze u jednom od sratenih prstenova kolesterola daje slabu vrpcu pri 1674 cm™,
dok vrpce pri 985, 927 i 674 cm™ potjetu od vibracija svijanja kuta izmedu dvostruke veze
C=C i veze kojom je vodikov atoma vezan na dvostruku vezu. Vrpca pri 1464 cm™
posljedica je antisimetri¢ne deformacije metilne skupine, dok se vrpca pri 1378 cm™ pripisuje
simetri¢noj deformaciji metilne skupine i svijanju metilenske skupine. Vibracija deformacije
prstena u molekuli kolesterola rezultira ostrom vrpcom pri 1055 cm™, a istezne vibracije veza
C—C u prstenovima vrpcom pri 840 cm™. Sve vrpce u podruéju ispod 900 cm™ posljedica su
vibracija svijanja skupina CH izvan ravnine.

IR spektar kolesterola je jedinstven te je svojevrstan ,,otisak prsta® molekule kolesterola.*
IR spektar bilo kojeg uzorka kolesterola sadrzavat ¢e karakteristi¢ne vibracijske vrpce. Stoga
je analiza 1 asignacija njegova spektra od velike koristi pri analizi slozenih uzoraka koji sadrze

kolesterol.

Gabriela Lihtar ZavrSni rad
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Slika 3. IR spektar kolesterola (preuzeto i prilagodeno prema ref. 4)
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Tablica 1. Asignacija vibracijskih vrpci u IR spektru kolesterola®*

Valni broj / cm™
Eksperimentalni Izradunati Asignacija
IR spektar IR spektar
674 713 svijanje izvan ravnine =CH
700 739 svijanje izvan ravnine CH
739 787 svijanje izvan ravnine CH
800 801 svijanje izvan ravnine CH
840 847 istezanje C—C—C
885 899 svijanje izvan ravnine CH
927 927 svijanje =CH
985 994 svijanje =CH
1022 1005 svijanje u ravnini CH
1055 1042 deformacije prstena
1108 1104 svijanje u ravnini CH
1131 1136 svijanje u ravnini CH
1170 1178 svijanje u ravnini CH
1191 1185 istezanje C—C
1236 1245 deformacija CH,
1272 1268 svijanje CH,
1317 1306 kla¢enje CH,
1331 1331 svijanje CH,
1378 1382 simetri¢na deformacija CHjs i svijanje CH,
1438 svijanje CH, i CH3
1464 1469 antsimetri¢na deformacija CHj
1674 1665 istezanje C=C
2866 2876 simetri¢no istezanje C—H (CH, i CH,)
2899 simetri¢no istezanje C—H (CHy)
2932 2957 antisimetri¢no istezanje C—H (CH, i CHy)
3400 istezanje O—H

2.5. Kbvantitativno odredivanje kolesterola LDL i HDL u serumu IR
spektroskopijom

Lipoproteini niske gustoce (LDL) i lipoproteini visoke gusto¢e (HDL) pripadaju skupini
lipoproteinskih cestica koje sluze za prijenos kolesterola i triacilglicerola u tjelesnim

teku¢inama, a glavni su izvor kolesterola za stanice izvan jetre i crijeva.’ Povecana razina

Gabriela Lihtar ZavrSni rad
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LDL u krvi moze uzrokovati zadebljanje krvnih zila i nastanak ateroskleroze, dok se HDL
povezuje sa smanjenim rizikom nastanka kardiovaskularnih bolesti. Zbog toga je vazno pratiti
njihovu koli¢inu u krvi, osobito kod kriti¢nih skupina ljudi. Za odredivanje koli¢ine
kolesterola trenutno se uz standardne klini¢ke testove (za odredivanje Kkolesterola HDL,
ukupnog kolesterola i triglicerida), koristi Friedwaldova fomula (za odredivanje kolesterola
LDL), koja nije primjenjiva u slu¢ajevima kada su u serumu prisutni hilomikroni te kod
pacijenata koji su alkoholigari ili imaju dijabetes tipa 2.° Osim navedenih funkcionalnih
razlika, LDL i HDL se razlikuju i strukturno (slika 4). LDL se sastoji od 50% kolesterola i
25% proteina (B100 protein), dok je HDL ve¢i te se sastoji od 20% kolesterola i 50% proteina
(proteini A-11 A-11).

Na nizu uzoraka seruma istraZzena je potencijalna primjena infracrvene spektroskopije za
odredivanje kolesterola LDL i HDL u serumu.® Uzorci za snimanje pripremani su tehnikom
filmova, odnosno izlijevanjem otopina na prozore od barijeva fluorida i suSenjem pod
snizenim tlakom. Serum je otopina koja uz kolesterol sadrzi mnoge tvari poput proteina,
triglicerida, uree, glukoze i dr., te je spektar suhog filma pripravljenog iz takve otopine

izrazito sloZen zbog raznih spektralnih doprinosa svake od navedenih molekulskih vrsta.’

LDL

protzin. HDL

g Sablipid

s triglicerid

esterificirani
kolestarol

Slika 4. Struktura HDL i LDL (preuzeto i prilagodeno prema ref. 7)

Zbog toga je za analizu spektra razvijen kalibracijski model pomoc¢u parcijalne metode
najmanjih kvadrata, koji je omogucio istovremeno odredivanje koncentracija pojedinih
sastojaka (LDL i HDL). Rezultati kalibracijskog modela usporedeni su s rezultatima klasi¢nih
klini¢kih testova.

Za provedbu regresije PLS snimljeni su spektri LDL-a, HDL-a i seruma te je provedena

njihova analiza (slika 5). Zbog slicnog molekulskog sastava u spektrima se mogu opaziti

Gabriela Lihtar ZavrSni rad
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vrpce koje odgovaraju vibracijama istih molekulskih skupina. Primjerice, uocavaju se vrpce
pri 2852 cm™ i 2926 cm™ koje potjedu od simetri¢nog i antisimetri¢nog istezanja metilenske
skupine. Zatim slijede vrpce nastale uslijed istezanja skupina C=O iz esterskih veza
esterificiranih molekula kolesterola pri 1735 cm™, koja je najintenzivnija u spektru LDL-a.
Pri 1655 cm™ i 1546 cm ™ nalaze se vrpce nastale istezanjem peptidnih skupina u proteinima,
prva vrpca (amid I) posljedica je istezanja skupine C=0 u peptidnoj vezi, a druga vrpca (amid
1) svijanja skupine NH. Strizne vibracije skupine CH, opaZaju se pri 1467 cm™, dok se pri
1446 cm™ i 1378 cm™ nalaze vrpce koje se pripisuju simetri¢nom i antisimetri¢nom svijanju
skupina CHs3 u lipidima i proteinima. Posljednje asignirane vrpce u spektru, one koje
odgovaraju skupinama PO,™ u strukturi lipida, nalaze se pri 1242 cm™ i 1088 cm™, dok se
vrpce simetri¢nog i antisimetriénog istezanja esterske skupine C—O—C javljaju pri 1173cm i
1065 cm™

Zahvaljujuéi svojem sastavu LDL se znatno razlikuje od HDL-a i seruma, ponajprije po
visokom udjelu esterificiranog kolesterola, pa se u njegovom spektru opazaju vrlo jake
apsorpcijske vrpce istezanja C=0 veze esterske skupine pri 1735 cm™ i istezanja CH pri
2852 cm i 2926 cm™. U spektru HDL-a navedene apsorpcijske vrpce su znacajno slabijeg

intenziteta zbog vece koli€ine proteina koje te Cestice sadrze.

CH_ istezanja

C=0 istezanje
(estersko)

CH:
saw]anje C=0 15(i(ezan]e
I

saw] an; e
N—H savijanje

C—O0—C/PO2 |
istezanja (et H) " | et
\
»\j\/\ A /&
/,\ LDL
§ ,/ 7 N
W= = - \
e e '*, . _:// serum
1000 1200 1400 1600 2800 3200 3600 4000

v/em'!

Slika 5. IR spektri LDL-a, HDL-a i seruma (preuzeto i prilagodeno prema ref. 8)

Zatim su pripravljene otopine razli¢itih koncentracija LDL-a i HDL-a (slu¢ajno odabranim

uzorcima su dodane poznate koli¢ine LDL-a/HDL-a) te je svakoj otopini snimljen IR spektar.

Gabriela Lihtar ZavrSni rad
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Utvrdeno je da se povecenjem koncentracije LDL-a/HDL-a u otopini intenziteti
karakteristi¢nih apsorpcijskih poveéavaju, primjerice vrpci pri 1736 cm™, 2852 cm™ i 2926
cm™. Pri tome je primjecena linearna korelacija izmedu koncentracije kolesterola LDL i
kolesterola HDL u otopini i odgovraju¢ih apsorbancija tj. pokazano je da vrijedi Beer-
Lambertov zakon. Razlika u izgledu spektara i dobra korelacija izmedu apsorbancije i
koncentracije omogucuje regresiju PLS i kvantitativno odredivanje koncentracije kolesterola
LDL i HDL u istoj otopini. Za izradu PLS modela koriStena su razli¢ita spektralna podrucja:
1800-1700 cm™ i 3000-2800 cm™* za LDL, a 1500-900cm™*, 1800-1700 cm™* i 35002800
cm™ za HDL.

Razvijeni modeli pokazali su vrlo dobro slaganje s koncentracijama izmjerenim klasi¢nim
klini¢kim testovima, $to je ukazalo na potencijalnu primjenu IR spektroskopije za odredivanje
kolesterola HDL i LDL u serumu. Bolje slaganje rezultata IR spektroskopije i rezultata
klasiénih klini¢kih testova primijeéeno je prilikom odredivanja kolesterola LDL, a nesto losije
slaganje kod odredivanja kolesterola HDL. Velika prednost IR spektroskopije u odnosu na
rutinski  koriStene metode je mogucnost istovremenog odredivanja kolesterola LDL,
kolesterola HDL, triglicerida i ukupnog kolesterola koristenjam samo jedne metode, dok se u
sklopu standardne klini¢ke procedure koristi nekoliko metoda uz Friedwaldovu formulu koju
nije moguce primjeniti u svim slucajevima. Takoder, prilikom odredivanja koncentracije
kolesterola u serumu pomocu IR spektroskopije nije potreban nikakav reagens, a pritom se
koristi samo mala koli¢ina uzorka (5 pL). Ova metoda je i jeftnija u usporedbi s klinickim
metodama. Sve u svemu, istrazivanje je pokazalo da IR spektroskopija ima veliki potencijal
za primjenu u klinickom odredivanju koncentracije kolesterola u serumu, samo je potrebno
istraziti utjecaj onecis¢enja na spektar i osmisliti prilagodbe kako bi bila pogodna za rutinsku
upotrebu.

Odredivanju koli¢ine kolestesterola LDL u serumu moguce je i u bliskom infracrvenom
podru&ju (12800-4000 cm™).8 U istrazivanju provedenom na ovu temu, isto kao i prilikom
odredivanja kolesterola pomocu IR spektroskopije u srednjem infracrvenom podrudju,
koristila se metoda parcijalnin najmanjih kvadrata za izradu modela, a za razliku od
prethodnog istrazivanja snimani Su spektri tekucih uzoraka. lako su rezultati pokazali dobro
slaganje prilikom odredivanja kolesterola LDL, triglicerida i ukupnog kolesterola, ova metoda

nije se pokazala pouzdanom za odredivanje kolesterola HDL.

Gabriela Lihtar ZavrSni rad
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2.6. Odredivanje kolesterola u mlije¢nim proizvodima IR
spektroskopijom

Primjena spektroskopskih tehnika u prehrambenoj industriji sve viSe raste, primjerice u
mljekarstvu, gdje omogucuje brzu i jeftinu kvalitativnu i kvantitativnu analizu bez razaranja
uzorka, §to posljedic¢no olaksava proizvodnju i distribuciju hrane.® Infracrvena spektroskopija,
kao metoda navedenih karakteristika, odabrana je za odredivanje kolesterola u mlijecnim
proizvodima. Uobicajena metoda odredivanja kolesterola u mlije¢nim proizvodima ukljucuje
saponifikaciju s metanolnom otopinom kalijeva hidroksida, ekstrakciju nesaponificiranih
frakcija s heksanom i daljnju analizu plinskom kromatografijom, u ukupnom trajanju od
tridesetak minuta po uzorku.® lako jednostavna, kromatografska metoda neprikladna je za
analizu velikog broja uzoraka, spora je i skupa.

Istrazivanje provedeno na komercijalnim uzorcima mlije¢nih proizvoda pokazalo je da se
FT-IR spektroskopija mozZe koristiti za odredivanje kolesterola.'’ Za predvidanje koli¢ine
kolesterola u uzorcima koriSten je model razvijen metodama parcijalnih najmanjih kvadrata i
regresije po glavnim komponentama, a rezultati su provjereni pomocu standardne metode
odredivanja s ftalaldehidom i metodom dodavanja poznate koli¢ine analita. Metoda
odredivanja kolesterola s ftalaldehidom uklju¢uje uparavanje uzorka nakon ekstrakcije
heksanom, dodatak ftalaldehida i sumporne kiseline, te mjerenje apsorbancije proporcionalne
koncentraciji kolesterola u uzorku. Analizirani su uzorci mlije¢nih proizvoda poput mlijeka,
mlijeka u prahu, jogurta, sira i maslaca te je promatrano podrucje spektra izmedu 3000 i 2800
cm™, u kojem se opazaju vrpce simetridnog i asimetriénog istezanja metilenskih i metilnih
skupina. Rezultati su usporedeni s rezultatima standardne metode s ftalaldehidom (tablica 2)
te su uocena slaganja. Predlozena metoda pokazala se jeftinijom i brzom, pri ¢emu je rezultat

dobiven u manje od pet minuta.**

Tablica 2. Usporedni prikaz koncentracija kolesterola odredenih standardnom metodom s
ftalaldehidom i FT-IR metodom™

Koncentracija kolesterola odredena
standardnom metodom s ftalaldehidom | Koncentracija kolesterola odredena FT-
Mlijecni proizvod (mg/100 mL) IR metodom (mg/100 mL)

Mlijeko 13,067 13,142
Jogurt 1,956 2,167
Mlijeko u prahu 19,733 21,02
Sir 77,067 78,425

Maslac 204 208,059

Gabriela Lihtar ZavrSni rad
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Zaklju¢no, kolesterol je slozena biomolekula koja ima vrlo vaznu ulogu u regulaciji fluidnosti
biomembrana i sastavni je dio lipoproteinskih Cestica koje prenose kolesterol krvotokom.
Njegov IR spektar je slozen, iako je moguce veéinu vrpci pridruziti odredenim nacinima
vibriranja skupina atoma u molekuli, izmedu kojih se najvise isti¢u vrpce koje potjecu od
simetri¢nog i antisimetri¢nog istezanja skupina CH, i CHj te istezanje veza O—H i C=C.
Poznavanje spektra kolesterola izuzetno je korisno u slu¢aju analize sloZenih realnih uzoraka
koji sadrze kolesterol. IR spektroskopija kolesterola pronasla je potencijalnu primjenu u
kvantitativnom odredivanju kolesterola u serumu i1 mlije¢nim proizvodima uz uporabu

matematickih i statistickih modela.

Gabriela Lihtar ZavrSni rad
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