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Sazetak

Diplomskog rada studentice Barbare Vuk, naslova

EKSTRAKT KADIFICE (Tagetes erecta L.) U HRANIDBI NESILICA: UTJECAJ NA
SADRZAJ KAROTENOIDA | BOJU ZUTANJKA

Karotenoidi su izvor pigmenta za boju Zutanjka jajeta, ali su skloni degradaciji. Jedan
od nacina da ih se zastiti je inkapsulacija, koja je vrlo Cesta tehnologija u industriji
hrane. Cilj ovoga istrazivanja bio je ispitati moguénost upotrebe ekstrakta kadifice
inkapsuliranog s kalcijevim alginatom kao izvora pigmenata u proizvodnji jaja
Karotenoidi cvijeta kadifice ekstrahirani su acetonom i otopljeni u suncokretovom ulju,
te inkapsulirani ionskim geliranjem kalcijevim alginatom. Nakon suSenja, mikrokapsule
su dodane u potpunu krmnu smjesu za kokoSi nesilice u udjelima od 0,5% i 1%. Pokus
s nesilicama proveden je prema potpuno nasumi¢nom rasporedu s 3 tretmana [TO —
kontrola, standardna smjesa, T1- 0,5%, T2 — 1% (3 tretmana x 5 kaveza, 3 kokoSi u
svakom)]. Jaja su sakupljena Cetvrtog tjedna pokusa, a zutanjci su analizirani za profil
i u€inkovitost deponiranja karotenoida te boju (CIE L*a*b*). Dodatak mikrokapsula u
smjese je povecao sadrzaj svih karotenoida u zutanjku u usporedbi s kontrolom
[P<0,01; ukupni karotenoidi (ug/g): TO—17,17, T1 — 23,16, T2 — 28,13]. Suprotno tome,
ucinkovitost deponiranja karotenoida smanijila se s povecanjem sadrzaja u smjesi
[P<0,01; ukupni karotenoidi (%): TO — 13,23, T1 — 7,02, T2 — 5,35]. Takoder, smanijio
se i intenziteti boje Zutanjka u usporedbi s kontrolom (a* vrijednost 19,52 vs. 7,18).
Zaklju¢no, dodatak mikrokapsula kalcijevog alginata koji sadrzi karotenoide kadifice u
potpune krmne smjese kokoSi nesilica povecao je sadrzaj karotenoida u Zutanjku, ali
ne u o¢ekivanom omijeru, $to je rezultiralo niskim intenzitetom boje.

Klju€ne rijeci: karotenoidi, ekstrakt kadifice (Tagetes erecta L.), boja Zutanjka



Summary

Of the master’s thesis — student Barbara Vuk, entitled

MARIGOLD EXTRACT (Tagetes erecta L.) IN THE FEEDING OF LAYING HENS:
INFLUENCE ON CAROTENOID CONTENT AND YOLK COLOR

Carotenoids are sources of pigments for egg yolk colouration, but they are susceptible
to degradation. One of the approaches to protect them is encapsulation, a coating
technology widely used in the food and feed industry. The aim of the present study
was to investigate the use of marigold extract encapsulated with calcium alginate as a
pigment source in egg production. Carotenoids from marigold flowers were extracted
with acetone and dry extract was dissolved in sunflower oil. Carotenoids in oil were
encapsulated by the ionic gelation method using sodium alginate and calcium chloride.
After drying, the capsules were added to the maize-soybean laying hen diet in
proportions of 0.5 and 1%. The laying hen trial was conducted in a completely
randomized design with 3 treatments [(TO — control, standard laying hen diet, T1- 0.5%
and T2 — 1% (3 treatmentsx5 cages, 3 hens in each)]. Eggs were collected in 4th week
and yolks were analysed for carotenoid profile and deposition efficiency and colour
(CIE L*a*b*). The addition of microcapsules increased contents of all carotenoids in
yolks compared to control [P<0.01; total carotenoids (ug/g): TO — 17.17, T1 — 23.16,
T2 — 28.13]. Contrarily, carotenoid deposition efficiency decreased with increasing
content in the diet [P<0.01; total carotenoids (%): TO — 13.23, T1 — 7,02, T2 — 5.35].
Also, it resulted in yolk colour intensity considerably lower than the control (a* value
19.52 vs. 7.18). The addition of calcium alginate microcapsules containing marigold
carotenoids in the hen diet increased carotenoid content in yolks but not to the extent
expected, resulting in low colour intensity.

Keywords: carotenoids, marigold extract (Tagetes erecta L.), yolk colour



1. Uvod

Boja Zutanjka jajeta, prisutnost antioksidansa ili odredenih vitamina uklju€ujuci i
boju masti peradi kriteriji su koji odreduju odabir proizvoda brojnih kupaca.
Prehrambena industrija u kontinuiranoj je potrazi i razvoju novih proizvoda, a sve se
viSe vodi raCuna o tome je li hrana dodatno obogacena pojedinim bioloski aktivnim
sastojcima. U tom sluc€aju govorimo o funkcionalnoj hrani obogac¢enoj sastojcima poput
proteina, vitamina ili antioksidansa. S druge strane, osim sastojaka koji obogacuju
hranu svojim pozitivnim djelovanjem na zdravlje ljudi svjedoci smo vremena u kojem
se u hranu dodaju sintetske boje i pigmenti, poboljSivaci okusa i brojni drugi kemijski
spojevi koji pospjesSuju okus, boju i dugotrajnost proizvoda, tzv. ,shelf-life“. Boja je
jedan od vaznih Cimbenika koji izravno utjeCe na interes potroSacCa, odabir hrane i
prehrambene navike. Posljednjih godina upotreba bojila za hranu povecala se kako bi

prema interesu potroSaca (Gengdag i sur. 2022.).

Prisutnost sintetskih bojila i pigmenata ¢esto dovodi do zabrinutosti potro$aca i pitanja
u vezi zdravstvene ispravnosti i Stetnosti po zdravlje ljudi. Zbog niske cijene sintetskih
ksantofila, kao $to su kantaksantin i etil ester 3-apo-8'-karotenske kiseline, takvi se
karotenoidi najvise koriste u prehrambenoj industriji i industriji hrane za Zivotinje.
UnatoC€ tome, koli€ina ovih karotenoida u smjesama za kokoSi nesilice je ograniCena
zbog poznatog negativhog ucinka na ljudsko zdravlje (Skfivanova i sur. 2017.).
Navedena zabrinutost potiCe razvoj i koristenje prirodnih pigmenata koji su sigurni za
ljude, ali i domace zivotinje Cije ¢e proizvode ljudi konaéno konzumirati. Prirodna
prehrambena bojila niske su ili neprisutne toksi¢nosti, ekoloski prihvatljiva, lako se
pripremaju i opc¢enito dobivaju iz biljaka, kukaca, Zivotinja i minerala koji se koriste u
prehrambenoj i farmaceutskoj industriji (Gengdag i sur. 2022.).

Kao obecavaju¢a zamjena sintetskim bojilima istiCe se skupina prirodnih pigmenata,
karotenoidi. Karotenoidi predstavljaju skupinu pigmenata koji se ve¢ godinama koriste
kao prirodan izvor boje u animalnoj proizvodnji, prehrambenoj i farmaceutskoj
industriji. Osim svoje sposobnosti pigmentiranja pri ¢emu se istiCu B-kriptoksantin i
astaksantin, poznati su i po svojoj antioksidacijskoj aktivnosti, smanjenju rizika od
malignih bolesti, bolesti oka, kardiovaskularnih bolesti i sl. (Kavtarashvili i sur. 2019.).
Vrlo vazna uloga odredenih karotenoida, ponajprije B-karotena, je uloga provitamina
A, koji se u organizmu pretvara u vitamin A. Zbog svoje osjetljivosti na okolisne uvijete
poput sunCevog svjetla i temperature razvijaju se nacini zastite ovih vrijednih tvari pri
¢emu ne dolazi do naruSavanja njihove aktivnosti. Jedan od takvih nacCina je
inkapsulacija. Dodatkom karotenoida u hranidbu kokoSi nesilica, dobivaju se jaja
obogacena karotenoidima s poznatim sposobnostima i blagodatima, koja se kao takva
smjestaju u kategoriju funkcionalne hrane. Kadifica (Tagetes erecta L.) predstavlja
jedan od brojnih prirodnih izvora karotenoida, no posebno je zanimljiva biljna vrsta
uzgajivacima kokoSi nesilica. Razlog tomu je visok sadrzaj karotenoida, osobito luteina



i zeaksantina koji pospjeSuju boju zutanjka, no i zbog karakteristika svojstvenih ovoj
biljci poput antibakterijske, antimikrobne i antioksidacijske aktivnosti.

1.1. Hipoteza i cilj istrazivanja

Hipoteze ovog istrazivanja su:

1. Dodatak inkapsuliranog ekstrakta kadifice utjecat ¢e na profil karotenoida i
njihovu ucinkovitost deponiranja u zutanjak jaja kokoSi nesilica.

2. Dodatak inkapsuliranog ekstrakta kadifice utjecat ¢e na boju Zutanjka jaja
kokosi nesilica.

Na temelju postavljenih hipoteza cilj ovog istrazivanja je ispitati utjecaj hranidbenih
tretmana koji se razlikuju u sadrzaju inkapsuliranog ekstrakta kadifice na sadrzaj i
ucinkovitost deponiranja pojedinacnih (lutein, zeaksantin, B-kriptoksantin i 3-karoten) i
ukupnih karotenoida u Zutanjak jajeta kokoSi nesilica kao i utjecaj na boju Zutanjka.



2. Pregled literature

2.1. Karotenoidi

Danas$njoj znanosti poznato je preko 750 karotenoida izoliranih iz biljaka,
zZivotinja, gljiva i mikroorganizama. Karotenoidi su prirodno prisutni pigmenti Kkoji
doprinose karakteristiCnoj zutoj, naranc¢astoj i crvenkastoj boji biljnog tkiva, ukljuujuci
liSCe, voce, povrce i cvijeCe. Unutar biljke imaju kljuéne uloge u fotosintezi, foto-zastiti
te razvoju kao hormoni stresa i signalne molekule (Park i sur. 2017.). Pronalazimo ih
u rajCici, mrkvi, ananasu, papaji, kadifici, suncokretu, Safranu i liS¢u raznih biljnih vrsta.
Posljednjih desetak godina su istraZivanja biljnih pigmenata dobila na vaznosti, s
obzirom na njihovu provitaminsku ulogu, odnosno ulogu provitamina A, te se smatraju
prirodnim antioksidansima. lIstrazivanja su dokazala njihovu ulogu u prevenciji
kroni¢nih degenerativnih bolesti, kardiovaskularnih bolesti, malignih bolesti, makularne
degeneracije i formiranja katarakta. Uklju€eni su i u promjene imunolo$kog sustava i
staniCnu komunikaciju, embrionalni razvoj, hematopoezu i apoptozu te posjeduju
antioksidativna, protuupalna i antiproliferativha svojstva (Gonzalez-Pefia i sur. 2023.).

Karotenoidi su gradeni od ponavljajucih izoprenskih jedinica, s ciklickom ili linearnom
strukturom na oba kraja ugljikovodi¢nih lanaca, rezultirajuéi viSestrukim cis i trans
izomerima pri ¢emu su potonji zastupljeniji u prirodi. Karotenoidi se dijele na dvije
skupine prema razli¢itoj molekularnoj gradi, karotene i ksantofile (slika 2.1.1.).
Karoteni, poput a-, B-, y-karotena i likopena visoko su topljivi u organskim otapalima i
netopljivi u polarnim otapalima. Nasuprot tome, ksantofili su topljivi u polarnim (npr.
alkoholi) i organskim (npr. eter, heksan) otapalima. Oni su oksigenirani derivati
karotena, tvoreci alkohole, aldehide, ketone i kiseline. Poznatiji primjeri ksantofila su
fukoksantin, lutein, zeaksantin i violaksantin (Gonzalez-Pefia i sur. 2023.). U biljci su
karotenoidi smjesteni u biljnim organelama, plastidima, kao Sto su kromoplasti,
amiloplasti i elailoplasti. U voéu, cvijecCu i korijenju, karotenoidi se takoder nalaze u
kromoplastima, dok se u Zitaricama i uljaricama nalaze u amiloplastima, odnosno
elaioplastima. Suprotno tome ksantofili se nalaze u slobodnom obliku u tkivima biljaka,
dok se u vocu i povréu mogu naci u obliku estera masnih kiselina (Gonzalez-Pefia i
sur. 2023.).
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Slika 2.1.1. Podjela karotenoida i njihovi strukturni prikazi
(Izvor: Fernandes i sur. 2018.)

2.1.1. Sinteza i uloga karotenoida

Biosinteza karotenoida odvija se u kloroplastima, uz pomoc¢ sljedeéih enzima:
geranilgeranilpirofosfat sintaza (GGPS), fitoen sintaza (PSY),(- karoten desaturaza
(ZDS), fitoen desaturaza (PDS), likopen-C-ciklaza i likopen-B-ciklaza. Ksantofili se
sintetiziraju iz karotena; lutein nastaje djelovanjem a-karoten cikliCke—(—hidroksilaze
(CHY-Q) kroz a-sintetski put. B-karoten se pretvara u B-kriptoksantin kroz B-sintetski
put, u reakciji koju katalizira B-karoten-hidroksilaza (CHY-B), koja takoder katalizira
njegovu pretvorbu u zeaksantin. Osim toga, zeaksantin se moze pretvoriti u
violaksantin s pomoc¢u zeaksantin epoksidaze (ZEP); obrnuto, violaksantin se moze
pretvoriti u zeaksantin s pomocu violaksantin deepoksidaze (VDE). Konacno,
violaksantin se pretvara u neoksantin s pomoc¢u neoksantin sintaze (NXS) (Gonzalez-
Pefia i sur. 2023.) Sinteza karotenoida detaljnije je prikazana na slici 2.1.1.1.

Poznato je kako su karotenoidi bioloski aktivni spojevi brojnih pozitivnih i imuno-
stimulirajucih svojstava. Njihova je uloga u fotosintetskim organima vezana uz proces
fotosinteze i zastite od fotolize tako da prikupljaju sun€evu energiju te ju prenose na
klorofile (Maoka 2020.). S druge strane, karotenoidi u nefotosintetskim organima
pokazuju strukturnu raznolikost i nastaju sekundarnim metaboli¢kim reakcijama kao
Sto su oksidacija, cijepanje polienskih lanaca te cis- i trans- izomerizacija. U
nefotosintetskim organima imaju uloge =za$titnika od fotolize, antioksidansa,
atraktanata i prekursora biljnih hormona (Maoka 2020.).
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Slika 2.1.1.1. Prikaz sinteze karotenoida
(Izvor: Giuliano i sur. 2008.)

Kao $to je spomenuto ranije, otkriveno je viSe od 700 karotenoida, a otprilike 50
karotenoida ima ulogu provitamina vitamina A (Juri¢ i sur. 2020.). Navedeno svojstvo
izuzetno je vazno, buduéi da ljudi i zivotinje ne mogu samostalno sintetizirati vitamin
A, ve¢ ga moraju unositi hranom. Stoga, bitno je odrzavati koncentraciju ovih
esencijalnih mikronutrijenata konzumacijom voca i povréa te animalnih proizvoda (jaja,
mlijeko) koji su bogati karotenoidima. Hranjivost karotenoida lezi u njihovoj
provitaminskoj aktivnosti, a najpoznatiji provitamini vitamina A su 3-karoten, a-karoten,
y-karoten i B-kriptoksantin. Klju¢ni strukturalni zahtjev molekule provitamina A je jedan
nesupstituirani prsten vezan za cjelovitu strukturu konjugiranog poliena. Zato je -
karoten sa svoje dvije bitne strukturne jedinice najjaci provitamin A (Marounek i
Pebriansyah 2018.). Ovi karotenoidi nalaze se u mrkvi, Spinatu, batatu, naranci.
Medutim, vaznija od koliCine sadrZaja pojedinog karotenoida je njegova biodostupnost
i sposobnost konverzije u retinol, jedan od oblika vitamina A. Vitamin A je esencijalan
za razvoj i odrzavanje pravilnog vida kao i za modulaciju ekspresije gena, poticanje
embrionalnog razvoja, reprodukcije, stani€nog rasta i diferencijacije (Gonzélez-Pefia i
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sur. 2023.). Opcenito, karotenoidi imaju pozitivan utjecaj na zdravlje oka i smanjuju
uCestalost razli€itih vrsta malignih oboljenja. Zdravstvene koristi najpoznatijih
karotenoida kod ljudi detaljnije su prikazane u tablici 2.1.1.1.

Tablica 2.1.1.1. Zdravstvene Koristi najpoznatijih karotenoida kod ljudi (Juric i sur.
2020.)

Karotenoidi Zdravstvene prednosti
Smanijuje rizik od pojave glaukoma, raka
Zeluca, jetre, pluéa, dijabetesa,
a-karoten kardiovaskularnih i kroni¢nih
respiratornih bolesti, inhibira proliferaciju
stanica raka
smanjuje BMI indeks, sadrzaj potkoznog
masnog tkiva, ima najvec¢u aktivnost
B-karoten pretvaranja u vitamin A, mocan
antioksidans, smanijuje osjetljivost na rak
dojke kod zena u predmenopauzi
smanjuje rizik od nakupljanja visceralne
masti i visokog krvnog tlaka, suzbija
peroksidaciju lipida i sprjeCava upalu
uzrokovanu oksidacijskim oStecenjem,
smanjuje rizik od raka debelog crijeva,
poboljSava gustocu koStane mase
Stiti stanice od ionizacijskog oStecenja,
smanjuje razvoj najceSceg tipa raka
likopen bubrega, inhibira infekciju bakterijom
Helicobacter Pylori, smanjuje rizik od
raka prostate i krvni tlak kod hipertenzije
antimikrobni ucinak i antioksidacijska
aktivnost, prevenira hepatotoksicnost,
poboljSava imunitet, moéno sredstvo
zastite mozdane aktivnosti, filtrira Stetno
plavo zraCenje u oOKu i prevenira
proizvodnju slobodnih radikala
Stiti od neurodegenerativnih poremecaja,
S8titi od kardiovaskularnih bolesti, filtrira
Stetno plavo zraCenje u oku, prevenira
proizvodnju slobodnih radikala,
sprjeCava i usporava povecanje gustoce
lece oka uzrokovano starenjem

B-kriptoksantin

lutein

zeaksantin




Osim provitaminske uloge, karotenoidi igraju vaznu ulogu u pigmentaciji hrane. Boja
je jedan od najistaknutijin parametara prema kojem se procjenjuje kvaliteta hrane jer
moze potaknuti ili potisnuti neciji apetit. Prehrambene boje Cine hranu privlacnijom,
ukusnijom i prepoznatljivijom. Umjetna bojila koriste se u hrani sa ciljem poboljSanja
izgleda te ekonomske motivacije potroSaca jer hrana atraktivnih boja povecava
priviacnost i potiCe apetit. Prirodna bojila postaju sve popularnija Sirom svijeta zbog
svojih terapeutskih i medicinskih u€inaka kao i zbog visoke toksi¢nosti sintetskih bojila
(Ghosh i sur. 2022.). U peradarskoj industriji ve¢ se duze vrijeme koriste karotenoidi
za poboljSanje i naglaSavanje boje Zutanjka jajeta. Boja Zutanjka jedan je od vaznih
Cimbenika kvalitete jaja na koje proizvodaci trebaju obratiti pozornost i prilagoditi se
o&ekivanjima potro$aga (Mahanta i sur. 2022.). Cesto je misljenje potro$acéa kako su
jaja narancastije ili zuce boje Zutanjka zdravija te da su proizvedena od nesilica drzanih
na prirodnim ispustima gdje imaju pristup prirodnim karotenoidima. Medutim, treba
imati na umu kako je svjetska proizvodnja konzumnih jaja velikin razmjera, prema
FAOSTAT (2022.) podacima svjetska proizvodnja jaja u 2022. godini iznosila je ~1,6
milijardi, vecina proizvodaCa ne Koristi prirodne ispuste, ve¢ im se u hranu dodaju
sintetski karotenoidi. Boja zZutanjka kokosjih jaja ovisi o prisutnosti karotenoida u
krmnim smjesama za nesilice, a njihova sposobnost prelaska iz smjese u Zutanjak
jajeta iznosi 20-60% unato€ tome Sto nesilice ne mogu sintetizirati pigmente vlastitim
biokemijskim procesima (Spasevski i sur. 2017.).

Boja biljnog tkiva moze varirati od crvene do naranCaste boje ovisno o broju
konjugiranih dvostrukin veza i razli€itih funkcionalnih skupina u karotenoidnim
molekulama (Park i sur. 2017.). Boja odredenih karotenoida prikazana je na slici
2.1.1.2. Takoder, poznato je kako karotenoidi s visokom provitaminskom aktivhoséu
imaju niska pigmentacijska svojstva (Marounek i Pebriansyah 2018.).
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Slika 2.1.1.2. Prikaz boja raznih karotenoida i njihovih izvora
(Izvor: Saini i sur. 2022.)



2.2. Bioloska funkcija karotenoida kod kokosi nesilica

Karotenoidi su najpoznatiji po svojoj pigmentacijskoj ulozi, no njihova je uloga
daleko opseznija. Karotenoidni pigmenti su uobicajeni sastojci u hrani kokoSi nesilica
za konzumna jaja. Zbog niske cijene sintetskih ksantofila, kao $to su kantaksantin i
etil-ester (-apo-8'-karotenska kiselina, upravo se oni najéesSce i koriste. Medutim,
koli¢ina ovih karotenoida u smjesama kokoSi nesilica je ograniCena zbog poznatog
negativnog ucinka na ljudsko zdravlje (Skfivanova i sur. 2017.). Prema tome,
kantaksantin u smjesi ne smije prelaziti 8 mg/kg (EFSA 2014.), a sigurna doza etilnog
estera (3-apo-8'-karotenske kiseline za kokosi nesilice takoder iznosi 8 mg/kg (EFSA
2016.). Prilikom proizvodnje konzumnih jaja kokoS$i nesilica pozornost je najcesce
usmjerena na krajnji proizvod, ali put koji karotenoidi produ od pocCetnog koraka
konzumacije do konac¢nog deponiranja u zutanjak jajeta je puno duzi. Nesilice Ce
najprije zadovoljiti vlastite potrebe na ovim vrijednim, bioloski aktivnim spojevima te ¢e
nakon toga deponirati viSak u Zutanjak jajeta, masno tkivo i sl.

Obogacivanje smjesa nesilica ksantofilima pokazuje pozitivan ucinak na zdravlje i
dobrobit nesilica. Navedenu tvrdnju potvrduje znanstveni rad Kavtarashvili i sur.
(2019.) u kojem se istrazivao utjecaj mjeSavine ksantofila (40% luteina, 60%
zeaksantina) za kokoSi nesilice u sadrzaju od 20-40 g/t potpune krmne smjese u dobi
od 34. tjedna na indikatore antioksidacijskog sustava jetre i krvi (aktivnost glutation
peroksidaze, superoksid dismutaze i katalaze, ukupni antioksidacijski kapacitet, omjer
oksidiranog i reduciranog oblika glutationa te sadrzaja malondialdehida). Autori su
utvrdili povecanje aktivnosti antioksidacijskih enzima i smanjenje sadrzaja
malondialdehida kao direktnog produkta oksidacije masti.

2.2.1. Jaja — utjecaj karotenoida na nutritivna i kvalitativha svojstva

Jaje predstavlja jednu od najuravnoteZenijih prirodno prisutnih namirnica bogatu
proteinima, vitaminima i mineralima, ukusno vecini potroSaca te se moze pripremati na
razne nacine (Mim i sur. 2021.). Moze se reci kako su jaja hrana koja je posljednjih
pedesetak godina uzrokovala razne polemike vezane uz utjecaj na zdravlje ljudi.
Primjerice, 1968. godine u SAD-u, Ameri¢ka kardioloSka udruga (AHA) preporudila je
i poticala ljude na konzumaciju jaja manje od tri puta tjedno tvrdeci kako je velika
koliCina kolesterola u hrani uzrok visokoj koncentraciji kolesterola u krvi te posljedi¢no
uzrok kardiovaskularnih bolesti. Suprotno tome, ve¢ 1995. godine Zeli se stvoriti
jednoli¢no misljenje o prehrambenim preporukama za jaja te se poti€u in vitro i in vivo
istraZzivanja kako bi se konzumacija i pozitivno misljenje o jajima kao znacajnoj
namirnici povratilo (Réhault-Godbert i sur. 2019.)



U meduvremenu, osim $to se povratilo pozitivno misljenje o konzumaciji jaja, ona su
postala izvor brojnih istrazivanja u kontekstu funkcionalne hrane. Jaja se smatraju
funkcionalnim onda kada sadrZe odredenu koncentraciju pozZeljnih bioloski aktivnih
tvari poput karotenoida, omega masnih kiselina i sl., a pritom pozitivnho utjeCu na
zdravlje potroSaCa. Nedavni porast javne svijesti o ulozi karotenoida (osobito
ksantofila) u prevenciji i dijetoterapiji pojedinih onkoloskih, kardiovaskularnih i o¢nih
bolesti ljudi i njihovom povezano$¢éu s antioksidacijskim i imunomodulatornim
svojstvima ucinili su da se ove tvari koriste za poboljSanje boje Zutanjka te proizvodnju
dizajnerskih i funkcionalnih jaja (Kavtarashvili i sur. 2019.). Jaja obogacena
karotenoidima takoder su postala zanimljiva zbog svoje visoke bioraspolozivosti kod
ljudi u usporedbi s konzumacijom karotenoida iz drugih izvora. Razlog tomu je prirodni
micelarni matriks sacinjen od triglicerida, fosfolipida i kolesterola, koji se nalazi u
zutanjku jajeta te sluzi kao sredstvo ucinkovite apsorpcije karotenoida iz jaja kod ljudi
(Dansou i sur. 2023.).

Kvaliteta jaja obuhvaca brojne pokazatelje te ih mozemo podijeliti na vanjske i
unutarnje. Vanjski pokazatelji kvalitete jaja su masa jaja, oblik i kvaliteta ljuske koja
obuhvaca ¢vrstoc€u i debljinu. Unutarnji pokazatelji su indeks zutanjka i bjelanjka, pH
vrijednost, stupanj starenja, vrijednosni broj, analiza osnovnih kemijskih sastojaka,
veli¢ina zraCne komorice i dr. (Kralik i sur. 2008.). Od unutarnjih pokazatelja kvalitete
istiCe se visina zraCne komorice koja ukazuje na starost jaja odnosno svjezinu. ZraCna
komora se povecCava starenjem jaja zbog isparavanja vode iz njegovog sadrzaja
(Trpci¢ i sur. 2010.). Kvaliteta Zutanjka mjeri se bojom Zutanjka i snagom vitelinske
membrane. Vitelinska membrana je tanka opna koja okruZuje Zutanjak. Ako je slaba,
Zutanjak c¢e lakSe puknuti i razliti se. Kvaliteta bjelanjka odredena je visinom bjelanjka
koja je udaljena 1 cm od ruba Zutanjka. Ista visina bjelanjka prevodi se u Haughove
jedinice (HU) koje se koriste za odredivanje svjezine bjelanjka i jajeta jer na njih utjeCe
nacin i vrijeme skladisStenja. Nekoliko istrazivanja pokazalo je da karotenoidi ne utjecu
na fiziCku kvalitetu jajeta poput mase jaja, debljine ljuske, visine bjelanjka (HU). Unato¢
tome uoceni su i pozitivni ucinci. Mase jaja i mase zutanjka nesilica hranjenih
dodatkom prociséenog likopena (62,80 g i 18,66 g) i dodatkom praha rajCice (63,01 g
i 18,75 g) bile su vece od istih masa kontrolne skupine (60,50 g i 16,49 g) (Dansou i
sur. 2023.). Poznato je da karotenoidi smanjuju pojavu sindroma masne jetre kod
kokoSi nesilica obnavljajuci mitohondrijsku funkciju koja normalizira metabolizam lipida
kroz poboljSanje ravnoteze lipolize i sinteze masti. Stoga, moguce je pretpostaviti kako
karotenoidi poboljSanjem metabolizma lipida u jetri poveéavaju masu jaja buduci da
metabolizam lipida regulira sintezu i razgradnju odredenih masnih kiselina koje pritom
doprinose povecanju mase zutanjka i cijelog jaja (Dansou i sur. 2023.).

Uz povecanje sadrzaja ukupnih karotenoida, $to je vazan faktor nutritivne vrijednosti
jaja, karotenoidi se koriste za mnoge druge svrhe kao S$to su smanjenje razine
kolesterola, regulacija triglicerida i sadrzaja masnih kiselina. Karotenoidi takoder
pomazu u smanjenju peroksidacije lipida u svjezim jajima uz pomoc¢ djelovanja
astaksantina. Na taj nacin poveava se aktivhost enzima superoksid dismutaze i
glutation peroksidaze (Dansou i sur. 2023.)
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2.2.2. Zahtjevi trzista za bojom zZutanjka

Moze se reci kako je primarna funkcija karotenoida u peradarskoj industriji
poboljSanje boje Zutanjka jajeta i mesa (Dansou i sur. 2023.). Sa stajaliSta proizvodaca,
potroSaca i preradivaca, obojenost Zutanjka je izuzetno znacajna i uvelike utjeCe na
parametre kvalitete jaja kao Sto su rok trajanja, vizualna privlacnost i senzorna kvaliteta
(Hussain i sur. 2024.). Prema navedenim spoznajama vidljivo je kako je boja odluCujuci
faktor odabira potroSa¢a. Unato¢ tome $to ne dolazi do promjene u nutritivnom
aspektu, znaCajne promjene u boji Zutanjka potroSacCima znaju biti nepriviaCne i
konacno neprihvatljive, buduci da veliki broj potroSaca ne smatra jaja blijede boje
zutanjka zdravim niti ukusnim. Isto tako, boja zutanjka ne garantira dodanu hranidbenu
vrijednost u svakom slucaju.

Ovisno o geografskom polozaju, kulturi i tradiciji, potrosaci preferiraju odredenu boju
zutanjka. Primjerice, njemacki, nizozemski, Spanjolski i belgijski potrosaci preferiraju
zutanjke s vrijednostima 13 — 14 prema Yolk Color Fan (YCF) skali, dok su zutanjci s
vrijednostima 11 — 12 prema YCF skali preferirani u Francuskoj, juznoj Engleskoj i
Finskoj. S druge strane, ameriCki potrosaci viSe preferiraju Zutanjak boje 7 — 10 prema
YCF skali, dok potro$aci u Irskoj, sjevernoj Engleskoj i Svedskoj preferiraju Zutanjke s
vrijednostima 8 — 9 prema YCF skali (Spasevski i sur. 2017.). YCF lepeza prikazana
je naslici 2.2.1.1.

Slika 2.2.2.1. Yolk Colour Fan lepeza nijansi Zutanjka jajeta
Izvor: https://www.dsm.com/anh/products-and-services/tools/yolkfan.html — pristup 07.08.2024.

Isto tako, potroSaci €esto vjeruju da su jaja iz alternativnih sustava proizvodnje, kao
Sto su sustavi slobodnog uzgoja, uzgoja na ispustima i seoskim gospodarstvima koji
omogucuju uzgoj peradi u manje skucenim prostorima s pristupom otvorenom,
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ukusnija, imaju bolju teksturu i boju jaCeg intenziteta od onih iz konvencionalnog
kaveznog uzgoja (Zurak i sur. 2022.). Za pozeljnu boju kozZe brojlera i Zutanjka
preporucuje se mjeSavina zutih i crvenih karotenoida, no proces je kompleksniji od
samog dodavanja pigmenta potpunoj krmnoj smjesi. Za postizanje Zzeljene boje
Zutanjka vazno je osigurati odgovarajuce koli¢ine i specificne kombinacije klju¢nih
karotenoida u hranidbi kokoSi nesilica. Kombinacija Zutih i crvenih karotenoida je
isplativija buduci da crveni karotenoidi imaju veci utjecaj na promjenu boje od hranjenja
samo zutim karotenoidima (Zurak i sur. 2022). Ksantofili lutein i zeaksantin najpozeljniji
su i najucinkovitiji karotenoidi po pitanju pigmentacijske uloge. Lutein je karotenoid
karakteristi¢cne zute boje, dok je zeaksantin Zute do narancaste boje. Postoje dvije
komponente pigmentacije Zutanjka. Prva, faza zasi¢enja, uklju€uje deponiranje Zutih
karotenoida za stvaranje Zute baze, Sto je vazno za konacnu boju. Nakon Sto se
uspostavi Zuta baza, dodavanjem crvenih karotenoida dolazi do promjene nijanse na
vise narancasto-crvenu. Prema tome je druga faza nazvana faza boje. Nastavno,
Spasevski i sur. (2017.) su utvrdili kako dodatak kadifice (1%) kao glavnog izvora Zutih
pigmenata najbolje djeluje u kombinaciji s dodatkom paprike (0,5%) postiZzuci nijansu
12,56 prema YCF skali.

2.3. Kadifica (Tagetes erecta L.) kao izvor karotenoida

Kadifica (Tagetes erecta L.) je jedna od najpoznatijih biljaka iz porodice
Asteraceae, porijeklom iz SrediSnje Amerike osobito s podruc¢ja Guatemale i Meksika.
U Europu je donesena u 16. stolje¢u iz Meksika, a danas se uzgaja diljem svijeta kao
ukrasna biljka, osim toga latice kadifice su jestive pa se konzumiraju u sklopu salata i
drugih jela (Burlec i sur. 2021.). Kadifica ima mnostvo naziva poput ameri¢ke kadifice,
africke kadifice, azteske kadifice ili meksi¢ke kadifice. Spanjolski i portugalski narodni
nazivi poput ,flor de muerto® i ,cravo de defuntos“ odnose se na uobi€ajenu praksu
SrediSnje Amerike gdje se vodeni ekstrakt kadifice koristio za pranje tijela nakon smrti,
s obzirom na njegov ugodan i intenzivan miris, a osim toga, ovaj cvijet se ¢esto moze
pronaci i na grobljima.

Kadifica je prepoznatljiva po svojoj karakteristicnoj boji latica koja moze biti izmedu
Zute i narancaste boje. Neke od glavnih vrsta Tagetes roda ukljuuju T. erecta (africka
ili ameriCka kadifica), T. patula (francuska kadifica) i T. signata ‘pumila’ (pe€atna
kadifica). Svaka vrsta iz roda Tagetes razlikuje se na temelju razli€itih znacajki kao Sto
su veli€ina cvata, oblik i boja; veli€ina biljke i oblik lista. Nadalje, brojne su fitokemikalije
identificirane u ovim vrstama uklju€ujuéi terpenoide, flavonoide, alkaloide, poliacetilene
i masne kiseline. Od toga, karotenoidi i flavonoidi koji su dijelovi pigmenata kadifice
glavni su bioaktivni sastojci (Park i sur. 2017.). Za intenzivnu obojenost latica kadifice
zasluzni su karotenoidi, to€nije, ksantofili lutein i zeaksantin. S obzirom na visok
sadrzaj luteina, koji ima razliCite primjene, kadifica je najviSe istrazena zbog svojih
predstavnika iz skupine karotenoida. Procijenjeno je da se u svijetu za uzgoj ove vrste
koristi preko 7000 ha pri éemu svaka biljka moze osigurati oko 330 mg ksantofila
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(Burlec i sur. 2021.). Ekstrahirani lutein koristi se u komercijalne svrhe kao dodatak
hrani koko$i nesilica za bojenje Zutanjka konzumnih jaja. Stovise, koristi se za
proizvodnju dodataka prehrani namijenjenih sprjeCavanju gubitka vidne oStrine
uzrokovane makularnom degeneracija uzrokovanom starenjem ili sprije€avanju drugih
ocCnih bolesti. Hlapljivo ulje biljke takoder je prouCavano te se koristi u prehrambenoj i
kozmeti¢koj industriji (Burlec i sur. 2021.).

Kako navode Matache i sur. (2024.), sadrzaj karotenoida u kadifici iznosi oko 1079,50
Mg/guz 232,34 ug/g B-karotena i 652,34 pg/g ksantofila. Ekstrakt kadifice bogat je izvor
karotenoida od kojih oko 80 do 90% Ccini lutein (Tokas i sur. 2018.). Ekstrakt kadifice
komercijaliziran je Sirom svijeta i koristi se kao aditiv u smjesama za kokoSi nesilice s
ciliem obojenja Zutanjka jajeta, koze i masnog tkiva nesilica. Ekstrakt kadifice takoder
ima primjenu u bojanju hrane poput senfa, jestivih ulja i drugih preljeva za salate,
sladoleda, jogurta, kolaca i mlijeCnih proizvoda. Ekstrakt u procis¢enom obliku sa
sadrZajem luteina poznate koncentracije i Cisti kristalni lutein izoliran iz cvijeta kadifice
dopusteni su za upotrebu u prehrambenoj industriji. Brasno i ekstrakt kadifice navedeni
su s indeksom boje 75125 i dopusteni su u hrani za kokoSi nesilice do maksimalne
granice od 1% (Tokas i sur. 2018.).

Osim uloge prirodnog pigmenta kadificu odlikuju brojne druge karakteristike poput
antibakterijske, antimikrobne, antioksidativne, insekticidne i nematocidne aktivnosti.
Uz to pokazuje zastitni uCinak na zdravlje jetre, analgetsko djelovanje, pospjesuje
zacjeljivanje rana i dr. (Gopi i sur. 2012.).

Slika 2.3.1. Kadifice zutih i naranc¢astih cvjetova
Izvor: https://www.feedipedia.org/content/tagetes-erecta-flowers - pristup 07.08.2024.
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Slika 2.3.2. Suhi ekstrakt kadifice

Izvor: https://arizoneinternational.com/product/tagetes-erecta-extract - pristup 07.08.2024.

2.4. Inkapsulacija karotenoida

Osim obojenja, karotenoidi su takoder vazni za zdravlje biljaka i Zivotinja, oni su
tetraterpeni karakterizirani konjugiranim sustavom dvostrukih veza s delokaliziranim -
elektronima. Medutim, ista svojstva koja Cine karotenoide korisnima u funkcioniranju
zdravog tkiva stvaraju izazove u sprjeCavanju degradacije u prehrambenim
proizvodima. Kako bi proizveli stabilan sadrZaj karotenoida u funkcionalnoj hrani
moraju se pazljivo razmotriti putovi koji mogu dovesti do razgradnje karotenoida (Boon
i sur. 2010.).

Tijekom skladiStenja i obrade hrane, karotenoidi se unistavaju procesom oksidacije.
Pigmenti karotenoida su osjetljivi na pH, temperaturu, toplinu i svjetlost. Termicka
obrada karotenoida moze proizvesti hlapljive spojeve i ve¢e nehlapljive spojeve dok
izlaganje svjetlu dovodi do njihove razgradnje. Primarni uzrocnici razgradnje
karotenoida su oksidacija i izomerizacija $to rezultira gubitkom boje. Toplina, svjetlost
i kiseline uzrokuju izomerizaciju karotenoida iz trans-izomera u cis-izomere (Ghosh i
sur. 2022.).

Kako bi se osigurala zastita od oksidacije te poboljSala opéa stabilnost karotenoida,
razvilene su razliCite tehnike inkapsulacije. Ove tehnike su rezultirale relativnim
uspjehom i dodatno povecale brzinu otapanja ovih liposolubilnih spojeva u vodi.
Inkapsulacija se definira kao tehnologija pakiranja krutih, tekuéih ili plinovitih materijala
u matrice koje otpustaju svoj sadrzaj kontroliranim brzinama u odredenim uvjetima.
Posljednjih godina, proces inkapsulacije privukao je znaCajan interes prehrambene,
farmaceutske, nutraceutske i kozmeti¢ke industrije, zbog Siroke primjene u dizajnu
funkcionalnih proizvoda kao $to su hrana i/ili sastojci hrane (Vincekovic i sur. 2017.).
Glavni cilj inkapsulacije u prehrambenoj industriji je zastititi osjetljive sastojke hrane od
vlage, oksidacije, topline, svjetlosti ili ekstremnih uvjeta tijekom postupaka obrade i
tako osigurati produljen rok trajanja (tzv. ,shelf-life®) ili ¢ak zamaskirati odredene
karakteristike hrane poput nepozeljnih okusa i zadovoljiti organoleptiCke zahtjeve
potroSaca (Santos i Meireles 2010.). Trenutno se proucava koristenje superkriti¢nih
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tekucina i plinova u inkapsulaciji pigmenata. Ghosh i sur. (2022.) utvrdili su kako je
zbog niskih temperatura superkriticne tekucine i svoje netoksiCnosti, metoda
superkriticne mikronizacije trenutno jedna od vodecih metoda inkapsulacije.

Mikroinkapsulacija i nanoinkapsulacija takoder su Cesto koristene metode za zastitu
pigmenata od Stetnih vanjskih utjecaja. Razlika izmedu ovih metoda je u veli€ini krajnjih
kapsula: mikroinkapsulacijom nastaju mikrokapsule veli€ine od 1 do 1 000 ym, dok
nanoinkapsulacijom nastaju nanoCestice veli€ine <1 000 nm.

Sadrzaj jezgre Jezgrin omotac

Slika 2.4.1. Prikaz grade mikrokapsule
Izvor: https://www.researchgate.net/figure/Composition-of-an-oil-microcapsule-in-simplified-
form_figl 289488566 - pristup 07.08.2024.

Inkapsulirani pigmenti poznati su prehrambenoj i farmaceutskoj industriji te se koriste
dugi niz godina. OpSirna su istrazivanja pokazala kako se mikroinkapsulacija koristi za
povecéanje kemijske stabilnosti i biodostupnosti luteina. Osim toga dokazano je kako
mikroinkapsulacija povecava topivost i apsorpciju luteina od 15 do 50% u usporedbi s
neinkapsuliranim luteinom kao i stabilnost pri izloZenosti toplini, svjetlosti i kisiku.
Mikrokapsule luteina poboljSale su pigmentaciju Zutanjka i apsorpciju luteina kod
kokoSi nesilica u usporedbi s neinkapsuliranim luteinom (Wen i sur. 2021.). Takoder,
ucinkovitost inkapsulacije i stabilnost kapsula uvelike ovisi 0 sastavu omotaca kapsule
koji se moZe odabrati iz Siroke palete polimera kao $to su Zelatina i modificirani Skrob
(Wen i sur. 2022.).
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3. Materijali i metode

Svi postupci drzanja, uzorkovanja i provodenja analiza na nesilicama tijekom
eksperimenta provedeni su u skladu sa Zakonom o zastiti zivotinja (OG 102/17) i
Uredbom o zastiti Zivotinja koriStenim u znanstvene svrhe (OG 55/13) te odobreni od
Bioetickog povjerenstva za zastitu i dobrobit Zivotinja Agronomskog fakulteta (KLASA:
114-01/24-03/06, URBROJ: 251-71-29-02/19-24-2).

Istrazivanje je provedeno na 45 kokoSi nesilica pasmine Lohmann Brown u
pokusnom objektu Zavoda za hranidbu Zivotinja Sveucilista u Zagrebu Agronomskom
fakultetu. Prilikom prvotnog smjesStanja nesilice su imale 18 tjedana, a preuzete su s
peradarske farme Nuji¢ Marko d.o.o. iz Ribnice. IstraZivanje je zapocCelo 4. oZujka
2024. godine kada su nesilice imale 44 tjedna, a zavrSilo je 7. travnja 2024. godine.
Dva tjedna prije poCetka provodenja istraZzivanja nesilice su podvrgnute pripremnom
periodu u kojem su hranjene potpunim krmnim smjesama za kokoSi nesilice bez
dodatka pigmenata s ciliem &iS¢enja organizma od rezervi karotenoida iz hrane kojom
su hranjene prije pokusa.

3.1. Smjestaj nesilica i hranidbeni tretmani

45 kokoSi nesilica smjeSteno je u 15 obogadenih kaveza postupkom
randomizacije. U svakom su se obogacenom kavezu nalazile 3 jedinke, dok su kavezi
bili rasporedeni u jednom slobodnostojeCcem baterijskom sustavu s 24 kaveza.
Dimenzije kaveza iznosile su 60 cm visine te je povrSina svakog iznosila 60 x 64 cm.
Prema tome svaka je nesilica imala 1 280 cm? na raspolaganju, a kavezi su sadrzavali
dvije nipl pojilice te pocinCane Zljebaste hranilice s vanjske strane prednjeg dijela
kaveza (12 cm/nesilici) i drvene precke (15 cm/nesilici). Ispod kaveza su se nalazile
limene posude namijenjene skupljanju izmeta, dok se ispod hranilica nalazio Zlijeb za
sakupljanje jaja. Temperatura pokusnog objekta iznosila je 18 + 2 °C, a svjetlosni rezim
Cinilo je 16 sati svjetla i 8 sati tame. Temperatura i vlaga su se odrzavale
automatiziranim sustavom ventilacije uz upotrebu elektricnih radijatora u slucaju
potrebe dogrijavanja prostora.

Nesilice su podvrgnute pripremnom periodu u trajanju od dva tjedna, od 19. veljace do
3. ozujka 2024. godine. Cilj ovog perioda je bio pripremiti metabolizam nesilica na novo
istraZzivanje i oCistiti probavni trakt od rezervi karotenoida nastalih zbog hrane koriStene
prije poCetka pokusa. Odnosno, navedena dva tjedna nesilice su hranjene potpunom
krmnom smjesom za nesilice bez dodatka kantaksantina, sintetskog pigmenta.
Potpuna krmna smjesa je sastavljena tako da zadovoljava potrebe komercijalnih
Lohmann Brown nesilica u pocetnoj fazi proizvodnje jaja prema National Research
Council (NRC. 1994.) i uputama Lohmann Breeders GmbH (2022.). Sirovinski sastav
potpune krmne smjese za kokoSi nesilica i vitaminsko-mineralnog premiksa koji se
koristi za izradu iste prikazan je u tablicama 3.1.1. i 3.1.2. Potpuna krmna smjesa za
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nesilice proizvedena je u dovoljnim koli€inama za cijelo trajanje pokusa kako ne bi bilo
razlika u rezultatima zbog promjena sastojka smjese. Pripremljena je u tvornici sto€ne
hrane Kus$i¢ promet d.o.o. iz Sv. Ivana Zeline.

Tablica 3.1.1. Sirovinski sastav potpune krmne smjese za kokoSi nesilice

KRMIVA UDIO / %
Zrno kukuruza 60,00
Sojina satma 26,20
Ulje suncokreta 3,00

Vapnenac 8,80

MonoCaP 1,20

Sol 0,40

Metionin 0,15

Premiks 0,25

Ukupno 100,00

Tablica 3.1.2. Sastav 1 kg premiksa dodanog u potpunu krmnu smjesu kokoSi nesilica

Mikroelementi- Biopleks iz TNT Layer Pack

Vitamini Koliina mg
Vitamin A 10 000 1J Biopleks Zn 30
Vitamin D 2500 1J Biopleks Mn 30
Vitamin E 20 mg Biopleks Cu 5
Vitamin K 3 mg Biopleks Fe 5
Vitamin B1 1 mg SelPleks 0,2
Vitamin B2 4 mg Jod 1
Vitamin B6 3 mg
Vitamin B12 25 mg
Pantotenska 10 mg
kiselina
Nikotinamid 30 mg
Folna kiselina 0,5 mg
Biotin 50 mg
Kolin 400 mg

Od 4. ozujka, kavezi su rasporedeni prema tretmanima, TO, T1 i T2, pri ¢emu je
zapoceo pokusni period. Potpune krmne smjese za nesilice tretmana su pripremljene
umjeSavanjem izvora pigmenata u potpunu krmnu smjesu za nesilice. U smjesu
tretmana TO dodano je 8 mg/kg pigmenta Carophyll red (DSM-Firmenich AG,
Svicarska) dok je u smjese tretmana T1 i T2 dodan razligit udio inkapsuliranih
karotenoida. U T1 smjesu ru¢no je umijeSano 0,5% mikrokapsula (slika 3.1.1.), dok je
u T2 smjesu umijeSano 1%. Svaki tretman obuhvacdao je pet kaveza, tretmanima su
kavezi nasumic¢no dodijeljeni. Raspored kaveza prikazan je u tablici 3.1.3. Nesilice su
imale slobodan pristup hrani i vodi. S ciljiem smanjenja rasipa smjese izraunom je
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dobivena dnevna koliCina od 125 g/nesilica, pa se prema tome tri puta tjedno (utorak,
Cetvrtak, subota) hranilice punilo sa 700 g smjese, a u ponedjeljak 300 g po potrebi.

Tablica 3.1.3. Nasumican raspored kavez-tretman

Baterija 3
61-T1 62-T2 63-T0 64-T1
65-T2 66-TO 67-T1 68-T2
Baterija 4
69-TO 70-T2 71-T1 72-T0
73-T1 74-T2 75-T0

Slika 3.1.1. Ru¢no dodavanje i umjeSavanje mikrokapsula ekstrakta kadifice u
potpunu krmnu smjesu

3.1.1. Prikupljanje podataka i uzoraka

Nakon pripreme potpunih krmnih smjesa, uzorkovan je reprezentativan uzorak
za svaki hranidbeni tretman za analizu sadrzaja karotenoida. Do provodenja analize
uzorci su ¢uvani na +4 °C, a neposredno prije analize, uzorci smjesa samljeveni su na
mlinu Cyclotec (Tecador, Svedska) sa sitom veligine pora 0,3 mm. Takoder, odreden
im je sadrzaj vlage suSenjem na 103 °C tijekom 4 sata prema normi HRN ISO
6496:2001 (Drzavni zavod za normizaciju i mjeriteljstvo, 2001).
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Tijekom pokusnog perioda pratili su se proizvodni rezultati potrebni za odredivanje
ucinkovitosti deponiranja. Pri tome su proizvodnja i masa jaja biliezene svakodnevno,
a unos hrane tjedno.

PocCevsi od pocCetnog dana pokusnog razdoblja, jaja su se sakupljala u kra¢im
vremenskim intervalima kako bi se pratio rast i stabilizacija sadrzaja karotenoida. Pri
tome su uzorkovana 0., 2., 3., 5., 7., 9., 10, 12., 14., 15., 16. i 17. dana pokusnog
razdoblja. S obzirom na to da je nakon 17. dana utvrdena stabilizacija sadrzaja
karotenoida, jaja uzorkovana 18., 20., 21. i 22. dana su koriStena za analizu
karotenoidnog profila HPLC metodom.

3.2. Pripremai inkapsulacija ekstrakta kadifice (Tagetes erecta L.)

Prah cvijeta kadifice (Tagetes erecta L.) poklonila je tvrtka TRAKO-AGL d.o.0.
(V. Bukovec, Hrvatska). Ekstrakcija karotenoida provedena je acetonom u Soxhlet
ekstraktoru (SoxTherm 416, Gerhardt, Njemacka). Suhi ekstrakt je potom otopljen u
suncokretovom ulju tako da je ekstrakt 20 g praha kadifica bio otopljen u 70 mL ulja.
KonacCan sadrzaj ukupnih karotenoida u ulju je odredena spektrofotmetrijski te je
iznosila 1,40 mg/mL.

Inkapsulacija ekstrakta, odnosno priprema mikroCestica ispunjenih karotenoidima
provodila se postupkom ionskog geliranja pri sobnoj temperaturi, pri ¢emu je uljni
ekstrakt (uljna komponenta, 70 mL) dodan u 150 mL 2% natrijevog alginata (vodena
komponenta). Zbog ne mijeSanja uljne i vodene komponente, proveo se postupak
pripreme emulzija s pomocu laboratorijskog homogenizatora (Solverson L5M-A, SAD)
pri maksimalnoj brzini od 10 000 rpm tijekom 10 minuta kako bi se izbjeglo zagrijavanje
emulzije (Juric i sur. 2021.). Nastala emulzija se s pomocu lijevka za dokapavanje
dodavala kap po kap u 200 mL pripravljene 2%-tne otopine CaClz, uz konstantno
mijeSanje na magnetskoj mijeSalici (IKA topolino, SAD) tijekom 30 minuta. Ovim
postupkom se provelo ionsko geliranje i nastanak kalcijev alginat mikroCestica —
mikrokapsula ispunjenih ekstraktom karotenoida (Juric i sur. 2021). Nakon procesa
inkapsulacije, mikrokapsule su filtrirane od otopine te isprane destiliranom vodom
nakon ¢ega su kroz 24 sata osusene na zraku u zamra¢enom prostoru. Prah kadifice,
proces ekstrakcije i inkapsulacije prikazani su na slici 3.2.1.

Nastalim mikrokapsulama ekstrakta karotenoida kadifice odredio se karotenoidni profil
HPLC metodom te su sadrzavale 553,2 ug/g luteina, 105,1 ug/g zeaksantina, 3,4 pug/g
a-kriptoksantina, 2,8 pg/g B-kriptoksantina i 2,9 ug/g p-karotena. Mokre i suhe
mikrokapsule prikazane su na slici 3.2.2.
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Slika 3.2.1. Prah kadifice (a), ekstrakcija u Soxhlet ekstraktoru (b), ekstrakt kadifice
nakon uparavanja etanola (c), ekstrakt otoplien u suncokretovom ulju (d),
homogenizacija ekstrakta otopljenog u ulju i 2%-tnog natrijevog alginata (dobivena
emulzija; e), dokapavanje emulzije u otopinu 2%-tne otopine CacClz (f)

Slika 3.2.2. Mokre mikrokapsule (lijevo); suhe mikrokapsule (desno) ekstrakta
karotenoida kadifice
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3.3. Odredivanje sadrzaja karotenoida u smjesama hranidbenih
tretmana

Karotenoidi su ekstrahirani prema postupku opisanom u radu Kurilich i Juvik
(1999). Uzorku zrna kukuruza (600 mg u staklenoj epruveti za centrifugiranje) dodano
je 6 mL etanola koji sadrzi 0,1% antioksidansa BHT (2,6-di-tert-butil-4-metilfenol;
Fluka, Njemacka). Smjesa je homogenizirana (T10, Ika, Njemacka; 30 s pri najjacoj
brzini okretaja), a zatim inkubirana 5 min na 85 °C u vodenoj kupelji (Waterbath, 5L,
Cole Parmer, SAD). Uzorak je dobro izmijeSan vorteksiranjem nakon dodatka 120 pL
80%-tne otopine kalijeve luzine i vracen u vodenu kupelj jo§ 10 min s jednim
vorteksiranjem nakon 5 min inkubiranja tijekom postupka. Nakon vadenja iz kupel;i
uzorci su odmah ohladeni na ledu uz dodatak 3 mL hladne ultradiste vode. Ohladenoj
smjesi dodano je 3 mL heksana, a nakon vorteksiranja 30 s i centrifugiranja 5 min na
4 000 rpm (Centric 322A, Tehtnica, Slovenija) odvojen je gornji heksanski sloj.
Postupak ekstrakcije s heksanom ponovljen je do obezbojenja ekstrakta (u prosjeku 3
ekstrakcije). Sakupljene i spojene heksanske frakcije isprane su s 3 mL ultraciste vode,
vorteksirane i ponovno centrifugirane nakon ¢ega je heksanski ekstrakt uparen na
vakuum uparivacu (RVC 2-25CD plus, MartinChrist, Njemacka). Suhi ostatak otopljen
u 200 L otopine acetonitril:metanol:metilen klorid (45:20:35, v/v/v) koji sadrzi 0,1%
BHT.

Karotenoidni spojevi odvojeni su i kvantitativho odredeni teku¢inskom kromatografijom
visoke djelotvornosti (eng. High Performance Liquid Chromatogryphy, HPLC) uz
UV/Vis spekrofotometar detektor prema HPLC metodi obrnute faze prema Kurilich i
Juvik (1999). HPLC sustav SpectraSystem (Thermo Separation Products, Inc., SAD)
sastojao se od kvaterne gradijent pumpe (P4000), sustava za otplinjavanje (SCM
1000), automatskog sustava za injektiranje uzorka (AS3000), grijaa kolone te
UV/Vis (UV2000) detektora. Podaci su sakupljeni i obradeni ChromQuest 5.0
softwareom (Thermo Fisher Scientific, SAD). Spojevi su razdvojeni na dvije serijski
povezane C18 kolone obrnute faze: Vydac 201TP54 (5 um, 4,6 x 150 mm; Hichrom,
UK) i Zorbax RX-C18 (5 um, 4,6 x 150 mm; Agilent Technologies, SAD). Kolone su
bile zasti¢ene s pomocu Supelguard Discovery C18 predkolone (5 um, 4 x 20 mm;
Supelco, SAD). Pokretna faza sastojala se od smjese acetinitril:metanol:diklormetan
(75:25:5, viviv) koji sadrzi 0,1% BHT-a i 0,05% trietilamina. Protok mobilne faze bio je
namjeSten na 1,8 mL/min pri sobnoj temperaturi. Volumen injektiranja otopina uzoraka
bio je 30 uL, a karotenoidi su detektirani pri 450 nm.

Karotenoidi [lutein (Cistoca 99%), zeaksantin (Cisto¢a 99%), kantaksantin (Cistoéa
95%), a- i B-kriptoksantin (Cistoca obje 99%) i B-karoten (Cisto¢a 98%)] su identificirani
usporedbom vremena zadrzavanja i kvantificirani eksternom standardizacijom s
kalibracijskim krivuljama s pomocu komercijalno dostupnih standarda (Extrasynthese,
Francuska; r? 2 0,99 za sve karotenoide). Ukupni sadrzaj karotenoida je izracunat
zbrojem sadrzaja pojedinaénih karotenoida.
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3.4. Odredivanje sadrzaja karotenoida u zutanjku jajeta

Kako bi se pratile promjene u sadrzaju karotenoida tijekom pokusnog razdoblja
u uzorcima su spektrofotometrijskom metodom kvantificirani ukupni karotenoidi pri
¢emu je ekstrakcija provedena prema postupku opisanom u radu Surai i sur. (2001.).
Tri jaja svakog kaveza sakupljana svaka tri dana su razbijena a Zutanjci su odvojeni,
prosuseni valjanjem na papirnatom rucniku i spojeni u plasti¢noj ¢asi (slika 3.4.1.).
Nakon mijeSanja sva tri zutanjka, u epruvetu je izvagano 0,4 — 0,5 g kod svijetlih
Zutanjaka ili 0,2 — 0,25 g kod Zutih Zutanjaka. U svaku epruvetu dodano je 2 mL 5%
NaCl u etanolu (1:1) te homogenizirano nakon dodavanja 3 mL heksana. Nakon
vorteksiranja, uzorci centrifugirani (4 000 rpm, 5 minuta), a gornji heksanski sloj je
odvojen u odmjernu tikvicu od 10 mL. Ekstrakcija je ponovljena do obezbojenja
heksanskog sloja (uobi¢ajeno 3 ponavljanja; slika 3.4.2.). Nakon sakupljanja svih
ekstrakata, tikvica je nadopunjena heksanom do oznake. Apsorbancija pripremljenih
ekstrakata izmjerena je na UV-Vis spektrofotometru (Helios y, Thermo Electron
Corporation, UK) pri 450 nm. Rezultat je izraCunat kao ekvivalent B-karotena (ug/g) u
uzorku koriStenjem apsorpcijskog koeficijenta p-karotena (2550; Britton i sur., 2004.).

Slika 3.4.1. Prosu$eni Zutanjci na papirnatom rucniku (lijevo); Zutanjci spojeni u
plasti¢noj ¢asi tijekom pripreme uzorka Zutanjka jednog kaveza (desno)
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Slika 3.4.2. Ekstrakcija karotenoida Zutanjka jaja heksanom do obezbojenja

Nakon stabilizacije sadrzaja karotenoida, sakupljeni su Zutanjci kako bi se u njima
odredio karotenoidni profil HPLC metodom. Pri tome je ekstrakcija provedena na isti
nacin kao u postupku opisanom za spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja
karotenoida, s razlikom u posljednjem koraku ekstrakcije. Sakupljeni heksanski
ekstrakti su upareni na vakuum uparivacu (RVC2-25CDplus, MartinChrist, Njemacka).
Suhi ostatak otoplien u 300 pL otopine acetonitril:metanol:metilen klorid (45:20:35,
v/viv) koji sadrzi 0,1% BHT. Za identifikaciju i kvantitativno odredivanje sadrzaja
karotenoida u Zutanjcima koriStena je ista metoda kao i za potpune krmne smjese za
nesilice opisana u poglavlju 3.3.

3.5. Odredivanje boje zutanjka

Boja Zutanjka utvrdena je uredajem Minolta CR-410 (Konica Minolta, Osaka,
Japan) na 10 uzoraka Zutanjka (slika 3.5.1.) po skupini i iskazana s pomocu tri
pokazatelja: CIE L*, CIE a* i CIE b* (Commission Internationale de I'Eclairage, 1978.).
Vrijednosti L*, a* i bx odrazavaju svjetlinu (O = crno, 100 = bijelo), crvenost (-a =
zeleno, a = crveno) i zutost (-b = plavo, b = Zuto). Instrument je svakodnevno kalibriran
prema bijeloj standardnoj plo€i sa svojstvimay = 94,5, x =0,3158 i y = 0,3323.
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Slika 3.5.1. Odredivanje boje zutanjka prema CIE L*a*b* kromametrom Minolta CR-
410

3.6. Deponiranje karotenoida iz obroka u zutanjak jajeta

Ucinkovitost deponiranja pojedinacnih karotenoida uzoraka Zutanjaka
izraCunata je prema formuli (Karadas i sur. 2006.):

ucinkovitost deponiranja
_ Proizvodnja karotenoida u jajima (A)

= - x 100
Konzumacija karotenoida u hrani (B)

pri ¢emu je A = masa Zutanjka (g) x sadrzaj karotenoida u Zutanjku (ug/g) x koeficijent
nesivosti, B = konzumacija hrane (g/dan/nesilica) x sadrzaj karotenoida u hrani (ug/g).

3.7. Statisticka obrada podataka

Provedeno istrazivanje na 15 kaveza (3 tretmana x 5 kaveza) postavljeno je u alatu
Research Randomizer kako bi se hranidbeni pokus proveo prema potpuno
nasumicnom dizajnu. Podaci prikupljeni tijekom eksperimentalnog razdoblja su
obradeni koristenjem MS Office programa. Rezultati sadrzaja karotenoida i njihove
ucinkovitosti deponiranja te boje Zutanjka su obradeni kao ponovljena mjerenja
koristenjem MIXED procedure softverskog paketa SAS 9.4 (SAS Institute Inc., Cary,
NC, SAD) s tretmanom kao fiksnim utjecajem. Razlike su smatrane znacajnima ako je
P <0,05.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Karotenoidni profil smjesa hranidbenih tretmana

U mljevenim uzorcima potpune krmne smjese za kokosi nesilice odredeni su
karotenoidi: lutein, zeaksantin, kantaksantin u kontrolnoj skupini, a-kriptoksantin, -
kriptoksantin, a-karoten, B-karoten, dok je njihov sadrzaj kvantitativno odreden HPLC
metodom. U pokusu su koriStena tri hranidbena tretmana koji su se razlikovali jedino
u postotku dodanih mikrokapsula ekstrakta kadifice. Tretman TO osim prirodno
prisutnih karotenoida kukuruza smjese sadrzavao je sintetski pigment kantaksantin,
dok su u tretmane T1 i T2 dodani razliiti udjeli mikrokapsula ekstrakta kadifice,
odnosno 0,5 i 1%.

Kontrolna skupina sadrzavala je komercijalni pigment kantaksantin, a sadrzaj ukupnih
karotenoida u kontrolnoj smjesi iznosio je 19,52 ug/g ST. Dodatkom mikrokapsula
ekstrakta kadifice u udjelu od 0,5% (hranidbeni tretman T1) sadrzaj ukupnih
karotenoida se udvostrucio (45,89 ug/g ST), dok se dodatkom u udjelu od 1%
(hranidbeni tretman T2) sadrzaj povecao za Cetiri puta (78,10 ug/g ST). Jedino je u
kontrolnoj skupini (hranidbeni tretman TO) odreden kantaksantin (8,41 ug/g ST), dok
je u krmnim smjesama tretmana T1 i T2 bilo najviSe luteina (31,33 i 58,79 ug/g ST), a
najmanje a-karotena (0,16 i 0,13 ug/g ST).

Sadrzaj karotenoida u smjesama hranidbenih tretmana prikazan je u grafikonima 4.1.1,
4.1.2.14.1.3. Prema podacima iz grafikona 4.1.3., najviSe luteina i zeaksantina (58,79
Mg/g ST 116,33 pg/g ST) prisutno je u smjesi tretmana T2 u koji je dodan 1% ekstrakta
kadifice, dok je najmanje prisutno u smjesi kontrolne skupine (3,60 pg/g ST 15,34 ug/g
ST). Kantaksantin je jedino bio prisutan u smjesi kontrolne skupine TO. Najmanje a-
kriptoksantina odredeno je u smjesama tretmana TO (2,41% ukupnih karotenoida), dok
je sadrzaj B-kriptoksantina u tretmanima T1 i T2 bio jednak (1,23 ug/g ST) i visi od
sadrZaja u smjesi kontrolne skupine (1,03 ug/g ST). Vrijednost sadrzaja a-karotena
slicne je vrijednosti u svim tretmanima, dok je najvise B-karotena prisutno u smjesi
tretmana T2 (0,82 ug/g ST).

Karadas i sur. (2006.) proveli su istrazivanje u kojem su potpunu smjesu za prepelice
obogatili s 2% koncentrata lucerne, rajcice, kombinacijom kadifice i ekstrakta rajcice i
0,2% ekstrakta kadifice. Potpuna krmna smjesa temeljila se na pSenici i jeCmu. Najveci
sadrzaj luteina i zeaksantina zabiljezen je kod smjesa tretmana s dodatkom 2%
kadifice i ekstrakta rajCice (11,91 i 1,56 ug/g), dok je najveci sadrzaj luteina i
zeaksantina u ovom istraZivanju odreden u smjesi tretmana T2 sa samo 1%
mikrokapsula ekstrakta kadifice (58,79 pg/g ST i 16,33 ug/g ST). U navedenom
istrazivanju, ukupan sadrzaj karotenoida bio je najviSi u smjesi tretmana s dodatkom
koncentrata lucerne (18,21 pg/g), $to je 2,5 puta manje od ukupnih karotenoida
odredenih u tretmanu T1 u ovom istrazivanju.
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Grafikon 4.1.2. Prosje€an sadrzaj karotenoida u potpunim krmnim smjesama T1
tretmana (s dodatkom 0,5% pripremljenih mikrokapsula ekstrakta kadifice)
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Grafikon 4.1.3. Prosje€an sadrzaj karotenoida u potpunim krmnim smjesama T2
tretmana (s dodatkom 1% pripremljenih mikrokapsula ekstrakta kadifice)

4.2. Sadrzaj karotenoida u zutanjku jajeta
4.2.1. Sadrzaj pojedinacnih karotenoida u zutanjcima jaja

Sadrzaj pojedinacnih karotenoida odreden je HPLC metodom, a rezultati su
prikazani u grafikonu 4.2.1.1. Dodatak mikrokapsula ekstrakta kadifice kod kokoSi
nesilica utjecao je na sadrzaj karotenoida u zutanjku jajeta (P < 0,05). Rezultati
pokazuju povecanije sadrzaja svih karotenoida kod tretmana T1 i T2 te su rezultati oba
tretmana visa od rezultata kontrolne skupine. Navedeno potvrduje i €injenica kako je
sadrzaj dva glavna karotenoida kadifice, luteina i zeaksantina, iz tretmana T1i T2 veca
od kontrolne skupine 2,5 do 3 puta.

Lutein i zeaksantin karotenoidi su s najviSim sadrzajem opcenito i u Zutanjcima unutar
istog tretmana. Sadrzaj luteina u Zutanjku nesilica hranjenih tretmanom T1 (13,90 ug/g)
je preko 38 puta visi od sadrZaja a-kriptoksantina (0,36 ug/g) i p-kriptoksantina (0,46
Mg/g) u Zutanjcima istog tretmana, dok je sadrzaj zeaksantina (8,01 ug/g) zutanjaka
istog tretmana do 22 puta viSi od sadrzaja a-kriptoksantina i -kriptoksantina. Isti trend
se nastavio u tretmanu T2 gdje je sadrzaj luteina (17,66 pg/g) preko 47 puta visi od
sadrzaja a-kriptoksantina (0,37 pg/g) i B-kriptoksantina (0,49 ug/g), dok je sadrzaj
zeaksantina (9,01 pg/g) preko 24 puta viSi od sadrzaja a- i B-kriptoksantina u
Zutanjcima istog tretmana. UoCeno je povecCanje sadrzaja a-kriptoksantina i B-
kriptoksantina u tretmanima T1 i T2 u usporedbi s kontrolnom skupinom.
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Ove rezultate vrijedi usporediti s ve¢ spomenutim istrazivanjem Karadas i sur. (2006.).
Najvisi sadrzaj luteina odreden je u zutanjcima tretmana s dodatkom 0,2 % kadifice
(31,14 pg/g) kao i sadrzaj zeaksantina (2,99 ug/g). U usporedbi s tretmanom T1 (0,5%
mikrokapsula kadifice) ovog istrazivanja, sadrzaj luteina je maniji 2,24 puta, dok je
sadrzaj zeaksantina 2,68 puta veci. NajviSi sadrzaj B-karotena odreden je u tretmanu
s dodatkom 2% koncentrata lucerne (0,48 ug/g) Sto je slicno sadrzaju -karotena u
Zutanjcima tretmana T1 ovog istrazivanja koji iznosi 0,43 pg/g. U drugom istrazivanju
(Skrivan i sur. 2016.), autori su zakljucili kako dodatak komercijalnog ekstrakta kadifice
(Avizant® Yellow 20 HS) znacajno povisuje sadrzaj luteina i zeaksantina ovisno o
udjelu dodatka pa je tako primije¢en porast luteina i zeaksantina od 12,34 ug/g i 5,92
Mg/g iz zutanjaka kontrolne skupine na 36,33 i 25,59 pg/g u zutanjcima tretmana s
dodatkom ekstrakta kadifice od 950 mg/kg smjese.
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Grafikon 4.2.1.1. Prosje€an sadrzaj pojedinacnih karotenoida u Zutanjcima jaja

hranidbenih tretmana
actretmani oznaceni razlicitim slovima iznad stupaca znacajno se razlikuju (P < 0,05)

4.2.2. Sadrzaj ukupnih karotenoida u Zutanjku jajeta

Sadrzaj ukupnih karotenoida u Zutanjcima jaja kontrolne i pokusnih skupina
odreden je zbrajanjem sadrzaja pojedinacnih karotenoida, a rezultati su prikazani u
grafikonu 4.2.2.1. Dodatak mikrokapsula ekstrakta kadifice u smjese kokoSi nesilica
utjecao je na sadrzaj ukupnih karotenoida u Zutanjku jajeta. Zutanjci koko$i nesilica
hranjenih smjesama TO tretmana sadrzavali su najmanje ukupnih karotenoida (17,17
Mg/g) u usporedbi s smjesama tretmana T1 i T2 §to je u skladu s rezultatima ukupnih
karotenoida u smjesi ovih tretmana. Odnosno, sadrzaj ukupnih karotenoida u
Zutanjcima jaja svih tretmana prati sadrzaj ukupnih karotenoida iz smjesa istih
tretmana (Karadas i sur. 2006.; Kljak i sur. 2021.). Prema tome, najviSe ukupnih
karotenoida u Zutanjku jajeta odredeno je kod kokoSi nesilica hranjenih tretmanom T2
(28,13 pg/g).

U radu Kljak i sur. (2021.) istrazio se utjecaj prirodnih dodataka, bosiljka, nevena,
maslacka i kadifice u koncentraciji od 1 i 3% na boju zutanjka, sadrzaj karotenoida,
oksidacijsku stabilnost i senzorna svojstva jaja. Sadrzaj ukupnih karotenoida u
Zutanjcima tretmana M1 i M3 (s dodatkom 1 i 3% kadifice) iznosio je 33,96 66,95 ug/g
te je to ujedno bio i najvisi sadrzaj u navedem istrazivanju, a moze se usporediti s
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rezultatima tretmana T2 ovog istrazivanja u koji je dodan isti sadrzaj izvora karotenoida
(odnosno 1%). Sadrzaj ukupnih karotenoida Zutanjaka tretmana T2 bili su nizi 1,2 puta
u odnosu na rezultat tretmana M1 u istrazivanju Kljak i sur. (2021.). S druge strane,
najnizi sadrzaj karotenoida u navedenom istrazivanju odreden je u Zutanjcima nesilica
hranjenih smjesama tretmana B1 i B3 s dodatkom bosiljka (1 i 3% bosiljka) odnosno
13,751 20,81 pg/g. Smjese tretmana s dodatkom nevena C1 i C3 (1 i 3% nevena) i
maslacka D1 i D3 (1 i 3% maslacka) imale su sliCne vrijednosti sadrzaja ukupnih
karotenoida u Zutanjcima, odnosno 15,27 i 22,76 ug/g te 15,36 i 22,80 ug/g, te su
rezultati ve¢eg dodataka ovih izvora karotenoida bili usporedivi sa sadrzajem ukupnih
karotenoida zutanjaka tretmana T1 u ovom istrazivanju Cija vrijednost iznosi 23,16

Hg/g.
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Grafikon 4.2.2.1. Prosjec€ni sadrzaj ukupnih karotenoida u zutanjcima jaja
hranidbenih tretmana
&¢ tretmani oznaceni razli¢itim slovima iznad stupaca znacajno se razlikuju (P < 0,05)

4.3. Ucinkovitost deponiranja karotenoida iz dnevnog obroka u
zutanjak jajeta

UCinkovitost deponiranja izraCunata je za pojedinaCne i ukupne karotenoide
uzoraka Zutanjaka tretmana TO, T1 i T2, a rezultati su prikazani u grafikonu 4.3.1.
Primije¢eno je kako se sadrzaj karotenoida u Zutanjku odnosno njihovo deponiranje u
Zutanjak smanjuje povecanjem sadrzaja karotenoida u potpunim krmnim smjesama za
nesilice hranidbenih tretmana. Navedeno je u skladu s dosadasnjom literaturom, kao
Sto se moze vidjeti na primjeru luteina i zeaksantina u radu Skfivanova i sur. (2017.).
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Prilikom dodatka kadifice (Avizant® Yellow 20 HS) sadrzaj luteina u zutanjku se
povecao s 0,141 na 0,232 mg/60 g jaja, no u€inkovitost deponiranja luteina u zutanjak
se smanjila s 55,8 % (kontrolna skupina) na 41,4, 36,5 i 33% u Zutanjcima tretmana s
dodatkom karotenoida sljedeéih sadrzaja od 150, 250, 350 mg/kg smjese.

lutein
25 a
20

15

%

10

5 -
o ]

TO T1 T2
zeaksantin
25
a
20
15
L b
10 b
0
TO T1 T2

a-kriptoksantin

10 a

%

A OO0 O N 00 ©

T0 T1 T2

31



B-kriptoksantin

6.0
5.8
5.6
X 54
5.2
4.8
T0 T1 T2
B-karoten
12 a
10 b
8
X 6 c
4
N
0
TO T1 T2

Grafikon 4.3.1. UCinkovitost deponiranja pojedinih karotenoida u zutanjke jaja

hranidbenih tretmana
pri ¢emu ¢ vrijednost iznad stupaca ozna€ava znacajnu razliku (P < 0,05)

Najvisa ucinkovitost deponiranja ukupnih karotenoida u Zutanjak jaja odredena je u
kontrolnoj skupini sa sintetskim pigmentom kantaksantinom pri ¢emu je rezultat iznosio
13,23%. Nadalje, u Zutanjcima jaja nesilica kontrolne skupine ucinkovitost deponiranja
je bila 23,02% za lutein i 20,29% za zeaksantin. Usporedujuci sva tri tretmana,
kontrolna skupina ostvarila je najviSu ucinkovitost deponiranja svih karotenoida osim
B-karotena, Cija je najvisa vrijednost u zutanjcima nesilica hranjenih smjesom tretmana
T2 te je iznosila 11,11%.

Kao Sto je ve¢ spomenuto, primijecen je pad ucinkovitosti deponiranja sukladno
povecanju sadrzaja karotenoida hrane. Ucinkovitost deponiranja luteina, za kojeg se
smatra da ima visoku ucinkovitost deponiranja ovisno o sadrzaju karotenoida i sastavu
obroka (Karadas i sur. 2006.), u tretmanu T1 s 0,5% mikrokapsula ekstrakta kadifice
iznosila je 6,17%, dok se ucinkovitost deponiranja luteina iz Zutanjaka nesilica
hranjenih smjesama T2 tretmana s 1% mikrokapsula smanijila na 4,47%. Isti slucCaj
vrijedi i za zeaksantin za koji je u€inkovitost deponiranja u tretmanu T1 iznosila 9,41%,
a u tretmanu T2 8,18%.

Vrijednosti u€inkovitosti deponiranja u Zutanjcima tretmana TO najviSe su za ukupne
karotenoide (13,23%) u odnosu na tretman T1 (7,02%) i T2 (5,35%). Takoder, isto
vrijedi za sve pojedinacne karotenoide osim za B-karoten cija je najvisa vrijednost
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zabiljeZzena u Zutanjcima tretmana T2 (11,11%). Kada se usporedi ucinkovitost
deponiranja unutar tretmana T1, vrijednosti uCinkovitosti deponiranja zeaksantina
(9,41%) viSe su od vrijednosti utvrdene za a-kriptoksantin (8,13%), B-kriptoksantin
(5,82%), B-karoten (8,37%) te lutein (6,17%). UCinkovitosti deponiranja luteina medu
najnizima su i usporedbi s drugim istrazivanjima, kao sto je ve¢ spomenuto istrazivanje
Karadas i sur. 2006. u kojem je ucinkovitost deponiranja luteina iz tretmana s dodatkom
2% kadifice iznosilo 36% S$to je Sest puta viSe u odnosu na rezultat tretmana T1 ovog
istrazivanja.

Usporedbom ucinkovitosti deponiranja unutar tretmana T2, uCinkovitost deponiranja
luteina iznosila je 4,47% S5to je najmanja vrijednost u usporedbi s ostalim
karotenoidima. Vrijednost ucinkovitosti deponiranja B-karotena (11,11%) veca je od
luteina (4,47%), zeaksantina (8,18%), a-kriptoksantina (6,77%) te [-kriptoksantina
(5,20%). Razlog najvece vrijednosti deponiranja -karotena u usporedbi s drugim
karotenoidima je najvjerojatnije njegov niski sadrzaj u smjesi, buduéi da se
poveéanjem sadrZzaja karotenoida smjese smanjuje ucinkovitost deponiranja u
zutanjku (Kljak i sur. 2021.). S druge strane, Karadas i sur. (2006.) zabiljezili su iznimno
nisku ucinkovitost deponiranja -karotena cija je vrijednost u kontroli te tretmanu s
dodatkom 2% koncentrata lucerne, rajcice, kadifice i 0,2 % koncentrata kombinacije
ekstrakta kadifice i raj€ice redom iznosila 3,8%, 0,8%, 0,4%, 1,8% i 1,9%.

Uzrok niskoj ucinkovitosti deponiranja nije poznat, no poznato je kako se sadrzaj
karotenoida u Zutanjku odnosno njihovo deponiranje u Zutanjak smanjuje povecanjem
sadrzaja karotenoida u obroku nesilica. Zurak i sur. (2021.) su usporedivali sadrzaj i
biodostupnost karotenoida komercijalnih hibrida kukuruza te su utvrdili kako se
biodostupnost karotenoida smanjila s pove¢anjem njihovog sadrZzaja u zrnu. Autori
pretpostavljaju da je razlog tome kompeticija za ugradnju u micele tijekom simulirane
probave koja opona$a probavu kokoSi nesilica pri visokom sadrzaju karotenoida u
matriksu kukuruza. Padajuca proporcionalnost u spomenutom radu bila je najizrazenija
za 3-karoten, gdje je biodostupnost skupine hibrida s <15 pg/g ST ukupnih karotenoida
iznosila 55,9%, a kod skupine s >30 ug/g DM biodostupnost je iznosila 7,2%. Navedeni
odnos primjenjiv je i na trenutno istrazivanje gdje je ucinkovitost deponiranja [-
karotena bila najveéa (11,11%), a njegov sadrzaj u tretmanima TO, T1 i T2 najnizi
odnosno 0,54, 0,721 0,82 ug/g ST. Osim toga, nije poznato jesu li mikrokapsule svojom
kemijskom i fizikalnom strukturom utjecale na nisku ucinkovitost deponiranja u
tretmanima T1 i T2. Moguce je da je nastala struktura pripremljenih mikrokapsula
ekstrakta kadifice nepovoljno utjecala na otpustanje karotenoida u probavnom traktu
nesilica nakon konzumacije zbog Cega je iskoriStenje karotenoida tj. njihova
ucinkovitost deponiranja bila niska. Jedan od mogudih razloga niskog deponiranja u
zutanjak je konverzija provitaminskih karotenoida (B-karoten i a-karoten) u vitamin A
te skladistenje u jetri ili masnom tkivu, no buduci da je njihov sadrzaj u smjesi nizak
ova je pretpostavka manje vjerojatna.
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4.4. Boja zutanjka jajeta

Vrijednosti CIE L*a*b su prikazane u tablici 4.4.1. L* vrijednost (svjetlina)
Zutanjka najniza je u kontrolnoj skupini te je iznosila 68,91. Primijeceno je poviSenje
ove vrijednosti u oba tretmana s dodatkom kapsula ekstrakta kadifice, pa je tako u
tretmanu T1 iznosila 74,15, a u tretmanu T2 73,79. a* vrijednost (crvenost) Zutanjaka
kontrolne skupine iznosila je 19,52, a u usporedbi sa Zutanjcima tretmana T1 i T2,
zamijecen je pad vrijednosti (6,78 i 7,57). Okom vidljiva razlika izmedu boje Zutanjaka
kontrolne skupine i Zutanjaka tretmana T1 i T2 tretmana je u crvenosti (slika 4.4.1.).
Zutanjci kontrolne skupine vidno su crveniji od Zutanjaka T1 i T2 tretmana ¢&iji su
Zutanjci zuci, u skladu s dobivenim vrijednostima a* i b*.

Tablica 4.4.1. Boja zutanjka istrazivanih hranidbenih tretmana prema CIE L*a*b*

TRETMAN L* a* b*
T0 kontrola 68,91 19,52 67,42
T1 0,50% 74,15 6,78 74,28
T2 1% 73,79 7,57 75,71
SEM 0,413 0,396 0,543
P <0,001 <0,001 <0,001

Slika 4.4.1. Boja zZutanjaka tretmana TO s dodatkom kantaksantina (lijevo), T1 s
dodatkom mikrokapsula ekstrakta kadifice 0,5% (sredina) i T2 s dodatkom
mikrokapsula ekstrakta kadifice 1% (desno)
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U sli€énom istrazivanju (Mim i sur. 2021.) istrazivan je utjecaj dodatka kadifice u
sadrzaju od 0,5, 1, 2 i 4% te dodatka liS¢a kadifice u sadrzaju od 1% na boju zutanjka
jajeta nesilica. L*a*b* vrijednosti kontrolne skupine na bazi pSenice i sojine saéme
redom su iznosile 51,67, -4,84 i 16,91, tretmana s dodatkom 0,5% kadifice iznosile su
redom 45,37, -0,96 i 21,59, pri ¢emu negativha a* vrijednost ukazuju na prisutnost
zelenih tonova boje. Vrijednosti tretmana s dodatkom 1% kadifice iznosile su redom
48,01, 1,10 24,35. Optimalna boja Zutanjka postignuta je tretmanom s dodatkom 4%
Cije su vrijednosti redom iznosile 45,11, 0,38 i 22,64. Navedene vrijednosti
spomenutog istraZivanja nize su od rezultata istrazivanja prikazanih u tablici 4.4.1.
Usporedbom dvaju istrazivanja vidljivo je kako su primjenom istog izvora karotenoida
u istim koliC¢inama postignuti razliCiti rezultati, odnosno zutanjci ovog istrazivanja su
svjetlije te intenzivnije Zzute i crvene boje.

Xue i sur. (2013.) takoder su istrazili utjecaj prirodnih dodataka na promjenu boje
Zutanjka. Potpuna krmna smjesa na bazi kukuruza (65%) i pSenice (10,9%) obogacena
je inkapsuliranim ekstraktom kore rajCice u sadrZaju od 5%. L*a*b* vrijednosti
kontrolne skupine iznosile su redom 57,42, 2,64 i 39,86, dok su vrijednosti tretmana s
dodatkom mikrokapsula ekstrakta rajCice iznosile redom 56,34, 9,80 i 42,13. Bududi
da rajCica sadrzi znaCajan sadrzaj likopena (crvenog pigmenta) primijeCeno je
povecéanje a* vrijednosti odnosno crvenosti. U provedenom istrazivanju likopen nije
odreden iako je a* vrijednost tretmana T2 relativno blizu vrijednosti tretmana s
ekstraktom rajéice u istraZivanju Xue i sur. (2013). Zutanjci tretmana T1 i T2 svjetliji su
i Zuci u usporedbi sa Zutanjcima tretmana s dodatkom rajCice navedenog istrazivanja.
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5. Zakljuéak

Na temelju rezultata istrazivanja doneseni su sljedeci zakljucci:

= Dodatak inkapsuliranog ekstrakta kadifice u potpune krmne smjese u udjelima
od 0,5 i 1% utjecao je na karotenoidni profil Zutanjaka kokosi nesilica. Zutanjci
jaja kokoSi nesilica hranjenih tretmanom s dodatkom 1% inkapsuliranog
ekstrakta kadifice sadrzavali su najvise ukupnih karotenoida (28,13 ug/g) te
najviSe pojedinacnih karotenoida. Lutein i zeaksantin su imali vise vrijednosti
uCinkovitosti deponiranja (6,17 i 9,41%) od [-kriptoksantina (5,82%) i B-
karotena (8,37%) u zutanjcima s dodatkom 0,5% mikrokapsula T1, Sto nije bio
slu€aj u Zutanjcima s dodatkom 1% mikrokapsula gdje je B-karoten (11,11%)
imao najvisu ucinkovitost deponiranja u usporedbi sa spomenutim
karotenoidima.

= Dodatak inkapsuliranog ekstrakta kadifice u udjelima od 0,5 i 1% utjecao je na
boju Zutanjaka kokoSi nesilica. L* (svjetlina) i b* vrijednosti (Zutost) su se
povisile, dok se a* vrijednost (crvenost) snizila u odnosu na kontrolnu skupinu s
dodatkom kantaksantina. Prema tome, Zutanjci nesilica hranjenih smjesama s
dodatkom mikrokapsula ekstrakta kadifice su zutijje boje u odnosu na
narancastije zutanjke kontrolne skupine.
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