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U radu su ispitani fitohemijski profil, antioksida-
tivna i in vitro bioloska aktivnost ekstrakata klijanaca Sest
sorti zitarica: pSenica Spelt, Simonida, (WSSPE, WSSIM)
jecam, hibrid “NS565” (Hordeum vulgare L. ssp disti-
chum.) (BSNS) i ne-hibridni “Golozrni” (Hordeum vul-
gare var nudum.) (BSG) i ovas Golozrni, Jadar (OSG,
0SJ). U cilju poredenja Sest istrazivanih vrsta klijanaca
ispitivanja su obuhvatila odredivanje TPC, TFC, TChl,
Chla, Chlb 1 TCX vrednosti i testiranje njihove bioloSke
aktivnosti (antioksidativnog kapaciteta, redukcione spo-
sobnosti, antiinflamatorne i antihiperglikemijske aktiv-
nosti), kao i sposobnost oslobadanja fenolnih jedinjenja iz
FDS tokom in vitro gastrointestinalnog varenja.

Spektrofotometrijskim metodama utvrdeno je da
su fenolna jedinjenja najdominantnije fitohemikalije u
svim ispitivanim Klijancima zitarica. U uzorku BSNS
utvrden je najve¢i sadrzaj (p < 0,05) ukupnih fenolnih
jedinjenja, hlorofila i karotenoida, a najve¢i sadrzaj ukup-
nih flavonoida imali su BSNS i BSG. Najnizi TFC je
registrovan u uzorku OSJ (p < 0,05). Antioksidativna
aktivnost uzoraka FDS ispitana je primenom DPPH,
ABTS testa i odredivanjem redukcione sposobnosti (RP).
Uzorak BSNS pokazao je najveci antioksidantni kapacitet
u DPPH i ABTS testu, kao i najvecu redukcionu sposob-
nost (ICse™"™" = 0,54 mg/ml; IC5x"®™ = 0,79 mg/ml;
ICos" = 9.35 mg / ml). U svim uzorcima FDS sprovede-
na su in vitro odredivanja: antihiperglikemijske aktivnosti
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dobijenih klijanaca (definisanje potencijala inhibicije en-
zima o-glukozidaze); antiinflamatorne aktivnosti klijana-
ca i gastro-intestinalne digestije klijanaca psenice, ovsa i
je¢ma. OSG je pokazao znacajno vec¢i AHgA (p <0,05) u
odnosu na druge FDS uzorke, zatim slede BSNS, OSJ i
BSG. Svi uzorci FDS su ispoljili koncentracijski zavisnu
inhibiciju denaturacije proteina (albumina) u celom opse-
gu ispitivanih koncentracija koncentracija, ali je ona ma-
nja od dejstva natrijumdiklofenaka (1Csy™"=0.79 mg/ml).
Simulacija digestije u crevnim te¢nostima (SIF) izazvalo
je vece oslobadanje polifenola iz uzoraka FDS od Zelu-
dacnog varenja, $to ukazuje na dobru stabilnost uzoraka u
crevnoj teCnosti. Moze se zakljuciti da antioksidativni
kapacitet 1 redukciona sposobnost raste sa povecanjem
koncentracije polifenola u FDS, a zavisi i od strukturnih
karakteristika. Utvrdena je vrlo dobra pozitivna korelacija
izmedu TPC i antioksidativne aktivnosti i redukcione spo-
sobnosti, kao i izmedu TFC i antiinflamatorne aktivnosti.
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This study was performed to evaluate the phytochemical com-
position, and in vitro antioksidativnidant capacity, reducing
power, antihyperglycemic, antiinflammatory activities, and
simulated gastrointestinal digestion of seven-day old cereal
sprouts (CS): Cultivars, barley NS565 (BSNS), barley Golozr-
ni (BSG), wheat Spelta (WSSPE), wheat Simonida (WSSIM),
oat Golozrni (OSG) and oat Jadar (OSJ). Phenolic compounds
were the most dominant bioactives in all CS. BSNS expressed
significantly higher (p < 0.05) content of total phenols, chlo-
rophyll and carotenoids. The total flavonoids content (TFC) in
CS showed that the BSNS and BSG had the higher value
respectively. The lowest TFC was registered in OSJ (P < 0.05).
The FDS extracts were screened for possible antioxidant ca-
pacities using DPPH, ABTS, and reducing power (Rp) assays.
The results indicated that the BSNS possessed higher antioxi-
dant capacities in DPPH and ABTS assays, and reducing
power (ICso°™"" = 0.54 mg/ ml; 1Cs"®™ = 0.79 mg/ml; I1Co 57"
= 9.35 mg/ml) respectively. The inhibitory effect of FDS
extracts on a-glucosidase activity was investigated. The BSNS
extracts exhibited higher inhibitory activity (ICs™ %" = 1.43
mg/ml) against a-glucosidase (p < 0.05). The antiinflammatory
activity (Denaturation of protein in vitro) showed significantly
different between the CS, and Diclofenac sodium (DS). The
ICs™'* of DS and BSNS was 0.79 and 1.86 (mg/ml) res-
pectively. The in vitro simulation of gastro-intestinal (GI) di-
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gestion showed TPC was a higher release (p < 0.05) of phe-
nolic compounds in intestinal fluid than in gastric fluid in all
FDS. There was a strong positive correlation between TPC and
antioxidant activities and reducing power, and also between
TFC and antiinflammatory activity.
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1.0. UVOD

Do sada, prehrambeni proizvodi su uglavnom procenjivani u smislu njihove
hranljive vrednosti. Sada se sve viSe paznje poklanja i njihovim funkcionalnim
svojstvima. Sirom sveta, interesovanje za takozvanu "zdravu hranu" je u porastu. Kao
rezultat pojacane zdravstvene svesti tokom poslednjih godina, prirodni antioksidanti su
stekli veliko interesovanje zbog svojih zdravstveno-korisnih funkcija. Na primer,
fenolne kiseline pokazuju zdravstveni potencijal zbog njihovog antioksidativnog delo-
vanja (Serpen i sar., 2008). Brojne epidemioloske studije su pokazale da redovna
potroSnja integralnih Zitarica smanjuje rizik razliitih tipova hroni¢nih bolesti, kao $to
su kardiovaskularne bolesti (Anderson i sar., 2000), dijabetes tipa 2 (Liu i sar., 2000;
Meier i sar., 2000) neki oblici raka (Kasum i sar., 2002; Nikodim i sar. 2001) i
smanjuju smrtnost (Jacobs i sar., 2001).

Klijanje je primarni korak ka stvaranju nove biljke. U ovom procesu izaz-
vanom dodavanjem vode, biljni embrion nastavlja rast nakon perioda mirovanja
(Barroco 1 sar., 2005). Tokom klijanja koli¢ina antinutritivnih jedinjenja (na primer,
inhibitora tripsina, fitinske kiseline, tanina; se smanji, a nakon klijanja se mogu
detektovati jedinjenja sa zdravstveno-pozitivnim efektima i fitohemijskim svojstvima
(glukozinolati, prirodni antioksidanti) (Bohn i sar., 2008; Marton i sar., 2010). Tokom
klijanja razvijaju se mnoga funkcionalna jedinjenja koja imaju pozitivan efekat na
zdravstveno stanje humanog organizma (Sangronis i Machado, 2007). S obzirom da se
klijanci konzumiraju u pocetnoj fazi rasta, njihova koncentracija hranljivih materija je
veoma visoka (Martinez-Villauginga i sar., 2010; Donkor i sar., 2012; Pajak i sar.,
2014). U poslednjim decenijama proslog veka paznja stru¢njaka, koji se bave zdravom
ishranom, bila je usmerena prema odredivanju bioloske vrednosti klijanaca (Penas i
sar., 2008). U tom periodu potrosnja klijavih semena je porasla, §to je posebno slu¢aj u
Evropi, gde Kklijanci ispunjavaju zahteve savremenog nacina ishrane. PotroSaci nisu

samo zainteresovani za hranu visoke nutritivne vrednosti, nego i za hranu sa funkcio-
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nalnim, zdravstvenim svojstvima, odnosno sa visokim sadrzajem antioksidativnih
supstanci.

Literaturni podaci ukazuju da ovas poseduje mnoge pozitivne osobine, kao Sto
su antioksidantne, antidepresivne i antidijabeti¢ne efekte (Kamiyama i Shibamoto,
2012; Yu i sar., 2002), zahvaljujuéi prisustvu velikog broja sekundarnih metabolita.
llona i sar. (2011) su utvrdili da sadrzaj fenolnih jedinjenja u svim sortama je¢ma raste
tokom klijanja.

Seo i sar. (2013) navode da se koncentracija polikozanola (PCs) povecavala
tokom deset dana nakon klijanja, a zatim se smanjuje. PCs uticu na smanjenje nivoa
holesterola u krvi, sprecavaju oksidaciju lipoproteina male gustine (LDL) i agregaciju
trombocita (Singh i sar, 2006; Viola i sar, 2008.). Ova jedinjenja su efikasna u
prevenciji ateroskleroze i tromboembolijskih poremecaja (Lee i sar., 2015). Nekoliko
studija potvrdilo je antioksidativnu aktivnost Brassica oleracea vrste, u koju spadaju
kupus, kelj, brokoli, prokelj, itd (Cartea i sar, 2011;. Vale i sar, 2014;. Vejl i sar, 2015;,.
Gavlik-Dziki i sar., 2012). S obzirom da postoji malo podataka o fitohemijskom sas-
tavu i in vitro bioloskoj aktivnosti klijanaca zitarica, posebno je¢ma, ovsa i pSenice,
cilj ovog rada je bio da se ispitaju upravo osobine ovih klijanaca (CS), hibridnih i
nehibridnih sorti.

Glavni ciljevi istraZivanja su:

e Dobijanje klijanaca autohtonih i hibridnih vojvodanskih sorti psenice,

ovsa i jeCma u praSkastoj formi

e QOdredivanje fitohemijskog profila praskastih formi klijanaca psSenice, ovsa

1jeCma
- spektrofotometrijsko odredivanje bioaktivnih jedinjenja klijanaca (sadr-
zaj ukupnih fenola, flavonoida, hlorofila);
- kvalitativna i kvantitativna HPLC analiza bioaktivnih jedinjenja.
e Odredivanje fukcionalnih karakteristika praskastih formi klijanaca pse-
nice, ovsa i jeCma
- antioksidativne osobine dobijenih klijanaca (antioksidativni kapacitet,

redukciona sposobnost);
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- in vitro odredivanje antihiperglikemijske aktivnosti dobijenih klijanaca
(definisanje potencijala inhibicije enzima a-glukozidaze);

- invitro odredivanje antiinflamatorne aktivnosti klijanaca;

- analiza in vitro gastro-intestinalne digestije klijanaca pSenice, ovsa i

jema.
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2.0. OPSTI DEO

2.1. FUNKCIONALNA HRANA, RAZVOJ | ULOGA

Funkcionalna hrana nudi veliki potencijal za pobolj$anje zdravlja i/ili preven-
ciju odredene bolesti, kada se koristi kao deo uravnotezene ishrane i zdravog nacina
zivota. Postoji Sirok konsenzus 0ko toga da treba napraviti regulatorni okvir u Evrop-
skoj uniji (EU) koji ¢e zastititi potrosace, promovisati trgovinu i podsticati inovativne
proizvode u prehrambenoj industriji. Nasa svakodnevna hrana se sastoji od sastojaka
korisnih za nase zdravlje. To su nutrijenti koje se koriste u sistemima za proizvodnju

energije, ali i ne-nutrijenti (Tabela 1).

Tabela 1. Sastojci hrane i njihova uloga

Sastojci Uloga
Nutrijenti
Seéeri Izvor energije
Masti Izgradnja membrane, proizvodnja eikosanoida
izvor energije
Proteini Izvor azota, proizvodnja funkcionalnih peptida

Ne-nutrijenti

Vitamini Podrska metabolizma

Minerali Podrska metabolizma, signali za metabolizam,
gradnja skeleta

Dijetna vlakna (B- glukan, Modulacija imunoodgovora, prebiotici za intes-

oligosaharidi) tinalne bifidobakterije, modulacija metabolizma

holesterola, modulacija sekrecije insulina, pre-
vencija gojaznosti, olaksSavanje rada creva, eva-
kuacija intestinalnih ksenobiotika

Terpenoidi  (terpenoidi, karotenoidi i | Antioksidativni, antikancerogeni

ksantofili)

Jedinjenja koja sadrze sumpor Antioksidanti, antikancerogeni

Fenolna jedinjenja (fenilpropanoidi, Antioksidatnti, modulacija proteinskih funkcija

flavonoidi, antrahinoni, lignani

Izvor: Weber i Matthews (2008)
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Nutrijenti, kao Sto su Seceri, masti i proteini, su prepoznati da igraju vaznu
ulogu u ocuvanju naseg zdravlja. Korisna uloga ne-nutrijenta, vitamina, minerala i
dijetnih vlakana je donekle razja$njena. Za druge ne-nutrijente je tek nedavno utvrdeno
da poseduju pozitivne efekte na zdravlje. Fitojedinjenja su organska jedinjenja u koja
se ubrajaju terpenoidi, karotenoidi i ksantofili, zatim jedinjenja koja sadrze sumpor,
kao Sto su izotiocijanati 1 sulforafan, 1 velika grupa fenola.

Oko 2,7 miliona vrsta fenolnih jedinjenja su identifikovani u svakodnevnoj
hrani i svrstavaju se u fenilpropanoide, flavonoide, antrahinone i lignane (Sakakibara i
sar., 2003). Njihove funkcije su antioksidativni potencijal i modulacija funkcija
proteina. Antioksidativni potencijal predstavlja sposobnost eliminacije reaktivnih vrsta
kiseonika (RVK), sto rezultira u prevenciji degenerativnih bolesti. Vecina dijetetskih
fitojedinjenja je konjugovana, a razdraduje se intestinalnim apsorpcionim procesima
(Murota i Terao, 2003; Dan i sar., 2000).

2.1.1. RAZVOJ KONCEPTA FUNKCIONALNE HRANE

Koncept funkcionalne hrane potice iz Japana. Tokom 1980-ih, u cilju
kontrolisanja troSkova zdravstvene zastite, zdravstvene vlasti u Japanu utvrdile su da
poboljSanje kvaliteta zivota mora da prati duzi zivotni vek starijih ljudi u populaciji.
Termin funkcionalna hrana (FOSHU) uveden je 1991. godine. FOSHU je vrsta hrane
za koju se ocekuje da ima specifican zdravstveni efekat, kao rezultat relevantnih
sastojaka, ili vrsta hrane iz koje su uklonjeni alergeni. Efekat takvog dodavanja ili
oduzimanja mora biti nau¢no ispitan i dozvola mora biti data tako da tvrdnje koje se
odnose na konkretne pozitivne efekte na zdravlje se mogu ocekivati posle konzu-
miranja te hrane. Da bi se hrana identifikovala kao FOSHU, potreban je dokaz da fi-
nalni prehrambeni proizvod, ali ne i izolovane pojedinacne komponente, imaju
zdravstveni ili fizioloski efekat kada se konzumira kao deo uobicajene ishrane.

FOSHU proizvodi treba da budu u obliku obi¢nih namirnica, ne u formi pilula
ili kapsula (Ashvell, 2002). Funkcionalna hrana pruza zdravstvene prednosti u odnosu

na normalnu ishranu. Ona se razlikuje od medicinske hrane i dijetetskih suplemenata,
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iako se moZze preklapati sa namirnicama za posebne namene i dijetetske fortifikovane
namirnice. Razvoj FOSHU proizvoda, poslednjih decenija, je u prehrambenoj indus-
triji postao znacajni sektor, zbog poveéane traznje potroSaca za njima (Mollet i
Lacroix, 2007). Funkcionalna hrana mora biti dostupna potrosac¢ima u formi u kojoj se
konzumira u uobicajenoj svakodnevnoj ishrani. Potrosaci o¢ekuju da funkcionalna
hrana ima dobre osobine kao S$to su: dobar miris, ukus, teksturu i izgled, i da bude
slicnog kvaliteta kao obi¢na hrana na trzistu (Klont, 1999; Augustin i sar., 2001; Kvak
i Jukes, 2001).

Novi funkcionalni prehrambeni proizvodi, lansirani na globalnom trzistu hrane
i pi¢a, sadrze nutrijente i bioaktivna jedinjenja, ukljucujuci vitamine, minerale, anti-
oksidante, omega-3 masne Kiseline, biljne ekstrakte, prebiotike i probiotike i dijetetska
vlakna (Yu i Slavin 2008). Mnogi od ovih sastojaka su skloni degradaciji i/ili mogu da
reaguju sa drugim komponentama u prehrambenoj matrici, $to dovodi do gubitka u
kvalitetu funkcionalnih prehrambenih proizvoda.

Dodate bioaktivne sastojke neophodno je izolovati iz okruzenja, kako bi se
sprecila njihova degradacija ili nezeljene interakcije. Ovo se postize mikroenkapsu-
lacijom, gde se osetljivi bioaktivni sastojak inkorporira unutar sekundarnog materijala
namenjenog za ugradnju u prehrambene proizvode. Razvoj funkcionalne hrane je dug i

slozen proces, koji zahteva multidisciplinarni pristup (Slika 1).
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Slika 1. Razvoj funkcionalne hrane (proizvoda)
Izvor: Yu i Slavin (2008).

2.1.2. DEFINICIJA FUNKCIONALNE HRANE

Hrana se moze smatrati "funkcionalnom" ako je dokazano da, pored osnovne
nutritivne uloge, utice blagotvorno na jednu ili vise ciljanih funkcija u organizmu, na
nacin koji unapreduje zdravlje ili smanjuje rizik od bolesti. Ova definicija sugeriSe da
proizvod mora ostati prehrambeni proizvod kako bi se uvrstio u ovu kategoriju. Po toj
osnovi funkcionalna hrana moze biti:

* Prirodna hrana.

* Hrana kojoj je dodata pozitivna komponenta ili iz koje je uklonjena Stetna

komponenta.

* Hrana gde je modifikovana jedna ili vise komponenti.
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Postoje i druge definicije za funkcionalnu hranu, na primer Shahidi (2007),

koji tvrdi da je funkcionalna hrana sli¢na po izgledu konvencionalnoj hrani, da se
konzumira kao deo uobicajene ishrane, a pri tom poboljsava zdravstveno stanje i ima
fizioloske efekte koji su izvan osnovnih prehrambenih funkcija koje se o¢ekuju od
konvencionalne hrane.

Koordinisana akcija Evropske komisije (EK) o funkcionalnoj hrani u Evropi
(FUFOSE) definise funkcionalnu hranu kao hranu koja, pored osnovne nutritivne
uloge, blagotvorno uti¢e na jednu ili viSe ciljanih funkcija u organizmu na nacin koji
poboljSava stanje zdravlja 1/ili smanjuje rizik od bolesti. Ona se konzumira kao deo
uobicajenog procesa ishrane. Nije pilula, kapsula ili bilo koji oblik dijetetskog dodatka
ishrani (Evropska komisija, 2010). Health Canada definiSe funkcionalnu hranu kao
proizvode koji li€e na konvencionalnu hranu, ali poseduju dokazano fizioloSko
delovanje.

U nekim zemljama, funkcionalna hrana i nutraceutici se naizmeni¢no Koriste.
Medutim, u svim slucajevima, glavni fokus je usmeren na poboljsanje zdravlja i
smanjenje rizika od bolesti, tj. prevenciju. Hrana se moze smatrati funkcionalnom
samo ako pruza zdravstvene prednosti u odnosu na osnovnu nutritivnu funkciju. Slo-
zenija definicija bi bila da je funkcionalna hrana sli¢na po izgledu konvencionalnoj
hrani, ali je modifikovana tako da, pored nutritivnih funkcija uti¢e i na fizioloSke funk-
cije (Roberfroid, 2000). Funkcionalna hrana, pored osnovnih prehrambenih potreba,

pruza zdravstvenu korist (Mur i sar., 2006).

2.1.3. BIOAKTIVNE KOMPONENTE FUNKCIONALNE HRANE

Bioaktivna jedinjenja se nalaze u malim koli¢inama u hrani i utvrdeno je da
Imaju pozitivan uticaj na zdravlje, zbog ¢ega se intenzivno proucavaju. Otkrivena su
mnoga bioaktivna jedinjenja, ¢ije hemijske strukture i funkcije variraju, te su u skladu
sa tim su i odgovarajuce grupisana. Fenolna jedinjenja, ukljucujuci njihovu podkate-
goriju, flavonoide, su prisutna u svim biljkama i intenzivno su proucavana u Zitari-

cama, mahunarkama, orasima, maslinovom ulju, povréu, vocu i ¢aju. Mnoga fenolna
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jedinjenja imaju antioksidativna svojstva, a neke studije su pokazale povoljne efekte i

na stanja tromboze i tumorogeneze. Neke epidemioloske studije utvrdile su zastitnu

povezanost flavonoida i drugih fenolnih jedinjenja i kardiovaskularnih bolesti i raka.

Najznacajnije vrste bioloski aktivnih komponenata i njihova primena u funkcionalnoj

hrani su prikazani u Tabeli 2.

Tabela 2. Pregled glavnih lipofilnih komponenata koje trebaju da budu sadrzana u

hrani

Ime Tip

Potencijalna nutritivna korist

Masne kiseline ®-3 masne kiseline
Konjugovana linoleinska

kiselina. Buterna kiselina

Karotenoidi B-karoten, likopene, lutein i
zeaksantin

Antioksidanti Tokoferoli, flavonoidi,
polifenoli

Fitosteroli Stigmasterol, p-sitosterol,
kampesterol

Kardiovaskularne bolesti
zdravlje kostiju, imuno
poremecaji gojaznost,
prevencija mozdanog udara,
mentalno zdravlje, rak i

problemi vida

Rak, kardiovaskularne
bolesti, makularna

degeneracija

Kardiovaskularne bolesti, rak,

bolesti urinarnog trakta

Kardiovaskularne bolesti

Izvor : Mcclements i sar. (2007).

Komponente hrane i njihove osobine koje se mogu Koristiti za pripremu

proizvoda bogatih bioloski aktivnih jedinjenja su navedene u Tabeli 3 (Shahidi, 2009;

Mcclements i sar., 2007).
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Tabela 3. Komponente hrane i njihove osobine koje se mogu koristiti za pripremu

proizvoda bogatih bioloski aktivnih jedinjenja

Ime Vazne osobine Primeri
Masti Nepolarnost Zivotinjske masti: govedina, svinjetina, pile-
Stabilnost tina; Riblja ulja: jetra bakalara, haringa, lo-

sos, tuna; Biljna ulja: palma, kokos, sunco-
kret, Safranike, kukuruz, laneno seme, soja;,
Aromatska ulja: limun, narandza
Surfaktanti  Rastvorljivost (HLB) Nejonski: Tween, Span
Naelektrisanost polarne grupe Anionska: SLS, DATEM, CITREM
Molekulska geometrija Katjonska : laurinski arginat

Zwitterjonska: lecitin

Molarna masa Globularni proteini: surutka, soja, jaja
Biopolimeri  Konformacija Fleksibilni proteini: kazein, zelatin
Naelektrisanje Nejonski polisaharidi: skrob, dekstran, agar,

galaktomanani, celuloza
Hidrofobi¢nost Anjonski polisaharidi: alginat, pektin,
ksantan, karagenan, gelan, gumarabika

Fleksibilnost Katjonski polisaharidi: hitozan

Izvor : Mcclements i sar. (2007).

Fitojedinjenja prisutna u hrani i njihova bioaktivnost data su u Tabeli 4.
Milner (2000) utvrdio je pozitivne zdravstvene osobine koje imaju zitarice, voce,

povrée, mahunarke i lekovito bilje (Tabela 5).
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Tabela 4. Glavna fitojedinjenja u hrani i njihova bioaktivnost

Fitojedinjenja

Hrana

Bioaktivnost

Flavonoidi

Flavoni

Flavanoni

Flavonoli

Flavan-3-oli

Antocijanidini

Izoflavoni

Fenolne kiseline

Lignani

Stilbeni

Fitosteroli

Karotenoidi

Celer, perSun

Citrusi

Luk, ¢aj, boranija,
paradajz

Caj, kakao, jabuke,
bobicasto voce pojedine
vrste pasulja
Borovnice, crna
ribizla,jagode

Soja

Kafa, mekinje Zitarica,
voce

Laneno seme, voce i
povrce

Grozde, kikiriki

PSenica
Paradajz, Sargarepa,

paprika

Antioksidativna, antiproliferativna, anti-
karcinogena, antihipertenzivna, antitrom-
boticka, blokiranje celijskog ciklusa, in-
dukcija faze-2 enzima

Inhibicija faze-1 enzima, inhibicija oksi-

dacije LDL, poboljsanje vaskularnog tona

Anti-inflamatorna

Estrogenska

Antioksidativna, prokardio, produzetak
zivotnog veka

sniZenje holesterola

Antioksidativna, Antiinflamatorna,

Antikancerogena

Izvor: Gry i sar. (2007).

11
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Tabela 5. Lista funkcionalne hrane sa svojim fizioloskim efektima

Hrana Fizioloski efekt

Jabuke, je¢am, kupina, borovnica, Sargarepa, patlidzan, Smanjenje lipida (masti)
ovas, beli luk, dumbir, ginseng, peCurke, luk, soja, Caj
Limun, jabuke, brusnica, beli luk, cvekla, krastavac, Pojacava detoksifikaciju

bundeva, soja, kupus, karfiol, kelj, brokoli, spana¢

Ginseng, sladi¢, ovas, perSun Antiinflamatorni
Brusnica, beli luk, luk, zeleni ¢aj Antimikrobni
Anis, komorac¢, soja, kupus Antiestrogenski
Narandza, zeleni ¢aj, beli luk Antiproliferativni

Izvor: Milner (2000).

2.1.4. ZDRAVSTVENA KORIST FUNKCIONALNE HRANE

Epidemioloske i klinicke studije su dokazale vezu izmedu ishrane i zdravstve-
nog stanja. Poznato je da populacije koje konzumiraju pretezno biljnu hranu, uklju-
¢ujuci voce, povrée, integralne zitarice, kao I populacije konzumiraju pretezno morsku
hranu imaju manju ucestalost kardiovaskularnih bolesti i odredenih vrsta raka (Penni i
sar., 2002). Postoji veliko interesovanje za funkcionalnu hranu, nutraceutike i dijetet-
ske suplemente.

Medutim, nutraceutici su proizvodi dobijeni iz hrane koji se prodaju u medi-
cinskoj formi, kao kapsule, tablete, prasak, rastvori ili napitci. Nutraceutici su gene-
ralno povezani sa hranom i imaju dokazanu fizioloSku korist i/ili Stite od hroni¢nih
bolesti. Oni se u Kanadi tretiraju kao "prirodni zdravstveni proizvodi* (Shahidi, 2007).

Utvrdeni su zdravstveno pozitivni efekti ovi jedinjenja u sluc¢aju nekih bolesti,
ukljucujudi rak, aterosklerozu i druge kardiovaskularne bolesti (KVB), proces starenja,
pad imuniteta, dijabetes i poremecaj mentalnog zdravlja. Uvodenje nutraceutika i
funkcionalne hrana u svakodnevnu ishranu, zbog prisustva fitojedinjenja i njihove

bioaktivnosti, od velikog je interesa. Narociti znacaj imaju fitati, fenolne kiseline,

12
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flavonoidi, kumarini, lignani, karotenoidi, terpeni, inhibitori enzima i saponini. Fenol-

na jedinjenja funkcioni$u i kao antibiotici, ali i kao prirodni pesticidi. Oni privlace
oprasivace i sluze kao zasStitno sredstvo protiv UV zracenja. Nauka o funkcionalnoj
hrani usmerena je na ispitivanje pozitivnih bioloskih aktivnosti prisutnih fitojedinjenja.
Pojedine oblasti ljudske fiziologije su vazne za ilustraciju koncepta funkcionalne
hrane:

» Razvoj i rast organizma;

« Regulacija osnovnih metaboli¢kih procesa;

« Odbrana od oksidativnog stresa;

 Kardiovaskularna fiziologija;

« Gastrointestinalna fiziologija;

» Kognitivna 1 mentalna sposobnost, ukljuc¢ujucéi i raspoloZenje 1 svesnost;

 Fizicka sposobnost i fitnes.

2.1.5. FUNKCIONALNA HRANA OD ZITARICA

Za jedan broj fitojedinjenja prisutnih u hrani biljnog porekla je dokazano da
imaju pozitivan efekat na zdravlje i prevenciju bolesti. Vitamin E, fenolna jedinjenja,
glutation, askorbinska kiselina, B-karoten, selen i bakar su glavni antioksidanti koji
sprecavaju oksidacione procese (Trujillo i sar., 2006). Medu oksidacionim procesima
najintenzivnija je lipidna peroksidacija uzrokovana slobodnim radikalima, koja se
smatra odgovornom za razliCite patoloSke procese, posebno nastanak i razvoj
ateroskleroze i dijabetesa (Kehrer, 1993).

PSenica je osnovna namirnica u ishrani velikog dela svetske populacije. Ona ¢ini
od 20% do skoro 80% ukupne potro$nje hrane u razli¢itim regionima sveta. Osim §to je
bogata brojnim fitojedinjenjima, psenica ima jedinstvenu osobinu formiranja glutena, sto
je ¢ini pogodnom za proizvodnju pekarskih proizvoda. Ovas i jeGam takode imaju zna-
¢ajno mesto u ljudskoj, a bogati su fitojedinjenjima (Slavin, 2004). Fitojedinjenja Zzitarica
imaju ulogu u prevenciji raka, artritisa, koronarnih oboljenja srca i osteoporoze (Wrick i

sar., 1993). Funkcionalni proizvodi od zitarica snizavaju nivo holesterola u krvi i uticu

13
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na jacanje kostiju. lako je zdravstveni efekat hrane za potroSace vazna Cinjenica, ONi
teSko menjaju svoje navike u ishrani ¢ak, i kada znaju da su nezdrave (Skalbert i
Vilijamson, 2000). Konzumiranje funkcionalne hrane je na¢in da se omoguci potrosacu
Svakodnevno konzumiranje funkcionalne hrane od zitarica bi moglo da bude jedno-

stavan nacin povecanja unosa nutrijenata.

2.2. ANTIOKSIDANTI

Halliwell (2001) je definisao pojam antioksidanta, da je to bilo koja supstanca
koja prisutna u niskim koncentracijama, u poredenju sa oksiduju¢im supstratom,
znacajno odlaze ili spre¢ava oksidaciju tog supstrata. Termin “oksidujuci supstrat”
obuhvata svaku vrstu molekula koji se nalaze in vivo.

Ne postoji univerzalni "najbolji" antioksidant, jer razli¢iti antioksidanti Stite
razli¢ite biomolekule od oksidacije in vivo (Halliwell, 2001).

Nawar (1996), definiSe antioksidante kao jedinjenja, ili sisteme, koji odlazu
autooksidaciju inhibicijom formiranja slobodnih radikala ili prekidaju stvaranje
slobodnih radikala po jednom ili viSe mehanizama:

(1) hvatanjem incijatora koji pokrec¢u peroksidaciju,

(2) heliranjem jona metala koji nisu u stanju da generiSu reaktivne vrste ili da
razgrade lipidne perokside,

(3) hvatanjem kiseonikovih slobodnih radikala i sprecavanje formiranja
peroksida,

(4) prekidanjem autooksidativne lancane reakcije, i/ili

(5) smanjenjem lokalizovanih koncentracija O,. Antioksidanti koji prekidaju
lanac oksidacije razlikuju se u antioksidativnoj efikasnost zavisno od hemijskih
karakteristika i njihove fizicke lokacije unutar hrane.

Hemijska aktivnost antioksidanta i rastvorljivost u ulju uticu na njegovu
dostupnost peroksil radikalima, posebno u membranama, micelarnim i emulzionim

sistema (Vanatabe i sar., 2010).
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2.2.1. ANTIOKSIDATIVNI ODBRAMBENI SISTEM

Zive ¢elije se $tite od oksidativnog osteéenja putem enzimskih i neenzimskih
odbrambenih mehanizama. Usled oksidativhog stresa, naSa tela proizvode vise
reaktivnih vrsta kiseonika (ROS), na primer: superoksid anjon radikale, hidroksil
radikale i vodonik peroksid.

Ljudsko telo sadrzi razlicite antioksidante koji su protivteza oksidativnim
efektima. Oni se mogu podeliti u dve kategorije: enzimske (Tabela 6) i neenzimske
(Tabela 7) (Birben i sar., 2012).

Tabela 6. Enzimski antioksidanti.

Naziv Skracéenica Reakcije
Superoksid dismutaza SOD ™D*.SOD + 0, — M™-SOD + O,

M™-SOD + O, + 2H" — M™Y*-SOD + H,0,
Katalaza CAT 2H,0, — O, + 2H,0

H,0,+ Fe (111)-E — H,0 + O = Fe (IV)-E(.+)

H,0, + 0=Fe(IV)-E(.+) — H,0 + Fe(ll)-E + O,
Glutation peroksidaza GTPx 2GSH + H,0, — GSSG + 2H,0

2GSH + ROOH — GSSG + ROH + H,0
Tioredoksin TRX Adenosin monofosfat + sulfit + tioredoksin

disulfid = 5’-adenilil sulfat + tioredoksin
Adenosin 3°,5’-bisfosfat + sulfit + tioredoksin
Disulfid=3’-fosfoadenilil sulfat + tioredoksin

Peroksiredoksin PRX 2 R’-SH + ROOH = R’-S-S-R’ + H,0 + ROH

Glutation trasferaza GST RX + GSH = HX + R-S-GSH
Izvor: Birben i sar. (2012).
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Tabela 7. Neenzimski antioksidanti

Hemijski naziv Hemijska struktura

B- karoten CaoHsg } AMW

Glutation C10H17N3068

- J
e > - < _ )
Vitamin A CyoH30 = § ® o - -
:? - oD @B _ _
& :*’? — - = ," - -
= -- *.\:
= =
Vitamin C CeHgOG
-

Vitamin E CooH500,

Izvor: Birben i sar. (2012).
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2.2.2. ENZIMSKI ANTIOKSIDANTI

Glavni enzimski antioksidanti plu¢a su SOD, katalaza i GSH-Px. Pored ovih
glavnih enzima, drugi antioksidanti, uklju¢uju¢i hem oksigenazu-1 i redoks proteine,
kao $to su tioredoksini, peroksiredoksini i glutaredoksini, su pronadeni tokom antiok-
sidantivne odbrane pluca. Superoksid anjon primarni ROS proizveden je iz razli¢itih
izvora, i njegova dismutacija u prisustvu SOD-a je od primarnog znacaja za svaku ce-
liju. Sva tri oblika SOD, tj. CuZn-SOD, Mn SOD i EC-SOD su $iroko rasprostranjeni
u ljudskom plu¢ima. Mn-SOD je lokalizovan u matrici mitohondrija, EC-SOD je
prvenstveno lokalizovan u ekstracelularnom matriksu, narocito u oblastima koje sadrze
velike koli¢ine kolagenskih vlakna, i oko pluénih 1 sistemskih sudova. (Fujii i
Taniguchi, 1999; Birben i sar., 2012).

Redukovani-glutation je vazan celijski antioksidativni molekul u mito-
hondrijama i ¢elijskom jedru. Glutation se smatra najja¢im, najsvestranijim i najvaz-
nijim antioksidantom u telu. Glutation se sintetiSe u telu iz tri aminokiseline: cisteina,
glutamina i glicina. Cistein je jedna od aminokiselina koja sadrzi sumpor i koristi se za
sintezu glutationa (ova aminokiselina je vrlo kriticna za detoksikaciju). Kada GSH
izgubi elektron on se oksiduje. Oksidovani oblici ovog molekula se povezuju jedan sa
drugim disulfidnim mostom i formiraju glutation disulfid ili oksidovani glutation
(GSSQG).

Glavne zastitne uloge glutationa protiv oksidativnog stresa su: [1] glutation je
kofaktor za druge detoksikacione enzime kao glutation peroksidaza (GPKS) i
glutation transferaza, [2] GSH ucestvuje u transportu amino kiselina kroz plazmu
membrane, [3] GSH vezuje hidroksil radikale i singletni kiseonik direktno, detoksira
vodonik peroksid i lipidne perokside katalitickim delovanjem glutation peroksidaze,
[4] glutation moZe smanjiti oksidovani vitamin C i vitamin E i transformisati ih u
neoksidovano stanje. GSH se u jedru ukljuc¢uje u mehanizme koji su neophodni za

reparaciju DNK i ekspresiju (Khansari i sar., 2009).
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2.2.3. NE-ENZIMSKI ANTIOKSIDANTI

Ne-enzimski antioksidanti su jedinjenja male molekulske mase, kao §to su
vitamini (vitamin C i E), B-karoten, mokraéna kiselina, GSH, tripeptid (L-g-glutamil-
L-cisteinil-L-glicin) koji sadrzi tiol (sulfhidril) grupu, flavonoidi, bilirubin, estrogenski
polni hormoni, koenzim Q, melanin, melatonin i lipoi¢na kiselina (Birben i sar., 2012;

Khansari i sar., 2009).

2.2.4. PRIRODNI ANTIOKSIDANTI

Tkiva biljaka i Zivotinja su izloZena stalnim oksidativnim stresom zbog uticaja
slobodnih radikala, reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) i prooksidanata koji su generisani
egzogeno (toplota i svetlost) i endogeno (H20: 1 prelazni metali). Iz tih razloga, mnoga
tkiva su razvila antioksidativne sisteme zastite u cilju kontrole slobodnih radikala,
katalizatora lipidne oksidacije, meduproizvoda oksidacije i sekundarnih proizvode
razlaganja (Agati i sar., 2007;. Braun i Kelli, 2007; Chen, 2008; lacopini i sar., 2008).
Ova antioksidativna jedinjenja, koja ukljucuju flavonoide, fenolne kiseline, karote-
noide i tokoferole, inhibiraju i/ili vezuju slobodne radikale, i na taj nacin deluju kao
reduktanti (Khanduja i Bhardwaj, 2003).

Glavni antioksidativni biljni fenoli se mogu podeliti u Cetiri opsSte grupe:
fenolne kiseline (galna, protokatehinska, kafena i ruzmarinska kiselina; Slika 2),
fenolni diterpeni (karnosol i karnisolna kiselina; Slika 3), flavonoide (kvercetin i
katehin; Slika 4) (Shan i sar., 2005).

Fenolne kiseline, generalno deluju kao antioksidanti, hvatanjem slobodnih
radikala. Flavonoidi mogu vezati slobodne radikale i helirati jone metala (Engeseth i
Geldof, 2001). Zajednicka strukturna karakteristika flavonoida (flavona, flavonola,
flavanola i flavanona) je osnovna 15-ugljeni¢na flavanska struktura (C6-C3-C6)

(Wojdito i sar., 2007). Sposobnost prirodnih polifenolnih jedinjenja da vezuju slo-
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bodne radikale zavisi od prisutnosti, broja i polozaja slobodnih -OH grupa na flavo-

noidnom skeletu (Lupea i sar., 2008).

HO O
®) OH
>
HOJ&OH & Ej )
OH OH

Galna kiselina Kafena kiselina
0]
HO
HO N o4 O
J
HO
Protokatehinska kiselina p-Kumarinska kiselina

HO
OH
0 A

Ruzmarinska kiselina

Slika 2. Antioksidativne fenolne kiseline (galna, protokatehinska, p-kumarinska,

kafena i ruzmarinska) prisutne u biljnim ekstraktima.
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HO

Karnozol

Ursolna kiselina

Slika 3. Hemijska struktura karnosola, karnosolne i ursolne kiseline
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Kvercetin

Katehin

Slika 4. Hemijska struktura kvercetina i katehina

Nacin supstitucije na B-prstenu je posebno vazan za sposobnost vezanja slo-
bodnih radikala kod flavonola. Proucavanjem sposobnost 4 flavonola, supstituisanih
na razliitim mestima na B-prstenu (galangin, kempferol, kvercetin, miricetin), da
‘kvencuju’ fluoroscenciju govedeg albumina iz seruma, Xiao 1 sar., (2008) su otkrili da
je redosled “kvencovanja” miricetin > kvercetin > kempferol > galangin. Autori uka-
zuju, u ovom antioksidativnom nacinu delovanja, da moguénost stvaranja vodoni¢ne
veze igra vaznu ulogu.

Flavonoidi sa viSe hidroksilnih grupa su efikasniji antioksidanti od onih sa
samo jednom. Prisustvo orto 3,4-dihidroksi strukture povecava antioksidativnu aktiv-
nost (Brewer, 2011). Flavonoidi mogu da smanje aktivnost oksidativnih prelaznih
metala doniraju¢i im atom vodonika, ¢ineci ih tako manje prooksidativnim. Osim toga,
flavoni i neki flavanoni (naringenin) mogu vezati metale na svoje 5-hidroksil i 4-okso

grupe (Fernandez i sar., 2002).
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2.2.4.1. Fenolna jedinjenja

Termin “fenolna jedinjenja™ se odnosi na veliki broj organskih jedinjenja (vise
od 8000), siroko rasprostranjenih u biljnom svetu, koje karakteriSe to da imaju najma-
nje jedan aromaticni prsten sa jednom ili viSe vezanih hidroksilnih grupa. Fenolna je-

dinjenja se generiSu u biljkama kao sekundarni metaboliti preko metabolickog puta

Sikimske kiseline (slika 5).

Put pentoza fosfat Glikoliza

/ Glukoza
Glukoza-6-F \

G|ukoza-6-F
NADP
NADPH G -6-F Dehidrogenaza (G6PDH)

6- Fosfoglukono-lakton Fruktoza-6 -F
NADP . |
6- Fosfoglukono-lakton Dehidrogenaze
NADPH
Ribuloia -5-F |
Riboza -5 -F I

Eritroza - 4-F \ / Fosfoenol piruvat (FEP)

Put Sikimske kiseline
\

DAHP sintaza Piruvat

M

3-dioksiarabion heptulozonat 7 —F

( D»IH 3

Sikimat

Horizlnat

Cinamat

Gvaiakol Peroksidaza (GPKSI)
- - > 3 » Lignin

[ Fenilpropanoid put (PPP) ]

Slika 5. Fenilpropanoid put sinteze jedinjenja fenola
Izvor: Randhir i sar. (2004)
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Fenilalanin amonialiaza (PAL) je klju¢ni enzim koji katalizuje biosintezu
fenolnih jedinjenja iz aromati¢ne amino kiseline fenilalanina. Fenolnih jedinjenja ima
u rasponu od jednostavnih, male molekulske mase i sa jednim aromati¢nim prstenom,
do velikih i sloZenih tanina i izvedenih polifenola (Crozier i sar., 2008; Pereira i sar.,
2009).

Oni se mogu Klasifikovati na osnovu broja i rasporeda svojih atoma ugljenika
u flavonoide (flavonole, flavone, flavan-3-ole, antocijanidine, flavanone, izoflavone i
druge) i ne-flavonoide (fenolne kiseline, hidroksicinamate, stilbene i ostale) (Crozier i
sar., 2008). Cesto se mogu naéi konjugovani sa $ecerima i organskim kiselinama.
Najrasprostranjenija i raznolika grupa fenolnih jedinjenja u zitaricama su flavonoidi
(uglavnom flavonoli, ali i antocijani) i derivati hidroksicimetne kiseline. Flavonoidi su
fenolna jedinjenja koja sadrze petnaest atoma ugljenika sa dva aromati¢na prstena
spojena mostom od tri ugljenika, C6-C3-C6 (Slika 6). Prisutni su u visokim koncen-
tracijama u epidermu liS¢a 1 plodova 1 imaju znaCajne i1 raznovrsne uloge kao
sekundarni metaboliti, koji su ukljuceni u procese, kao Sto su UV zastita, pigmentacija,
stimulacija rasta modula za vezivanje azota i otpornost na bolesti (Crozier i sar., 2008.;

Pereira i sar., 2009). Od flavonoida, flavonoli su najrasprostranjeniji.

Slika 6. Opsta formula flavonoida

Kvercetin, kempferol i izoramnetin su glavni flavonoli u Brassica usevima i
najces¢e se mogu naci kao O-glikozidi. Konjugacija se najcesc¢e javlja na poziciji 3 C-
prstena, ali se supstitucija moze javiti i na polozajima 5, 7, 4', 3' 1 5' (Hollman i Arts,
2000; Aron 1 Kennedi, 2008). Broj Secernih konjugata je povecan, i u Zitaricama se
uglavnom javljaju konjugovani sa glukozom. Oni se takode srec¢u acilovani sa razli-

¢itim derivatima hidroksicimetne kiseline.
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2.2.4.2. Karotenoidi

Karotenoidi su Zuti, narandzasti i crveni pigmenti rastvorljivi u lipidima i
Siroko prisutni u biljkama, voc¢u i povréu. Po svojoj strukturi su izoprenoidi sa 40
ugljenikovih atoma i mogu se Klasifikovati kao karoteni i ksantofili (Slika 7). Neki
karotenoidi se takode nazivaju provitaminima, kao Sto je P-karoten, a-karoten i f-
kriptoksantin. Karotenoidi su antioksidativni nutrijenti koji deluju uglavhom kao se-
kundarni antioksidanti vezuju¢i singlet kiseonik. U odsustvu singlet kiseonika karo-

tenoidi mogu spreciti oksidaciju vezivanjem slobodnih radikala (Shahidi i sar., 2003).

Karotenoidi su dobri sinergisti sa tokoferolom.

o T e =

B-karoten CyoHse

Likopen CyoHsg

Lutein C4oHs560,

R e =

Kantaksantin C4oHs,0,

Astaksantin - C4oH5,04

Slika 7. Hemijske strukture karotenoida
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B-Karoten, lutein, likopen 1 izozeaksantin su tipi¢ni karotenoidi koji efikasno
usporavaju oksidaciju u hrani. Astaksantin ima antioksidativno delovanje deset puta
jace od P-karotena, luteina, zeoksantina i kantaksantina i Cesto se koristi u ribljim
proizvodima.

Komercijalni p-karoten je u obliku ljubicastih heksagonalnih prizmi ili crvenih
listica i Cesto se koristi u voénim sokovima, siru, mle¢nim proizvodima, mastima i
uljima. Ima slabu rastvorljivost u ve¢ini uobicajenih rastvaraca 1 visoko je reaktivan i
termonestabilan, osetljiv je na svetlost, pH, kiseonik i prisustvo metala, $to rezultira
ogranicenim aplikacijama kao antioksidanta u hrani (Shahidi i sar., 2003). Pri visokim
koncentracijama kiseonika u prehrambenim proizvodima, B-karoten moze da ispolji
pro-oksidativno, a ne antioksidativno dejstvo (Lee i Min, 2004).

Karotenoidi su prirodni sastojci u hrani i imaju GRAS status. Ne postoje
ogranicenja u koli¢ini njihove primene. Pored tri glavne klase prirodnih antioksidanata
(tokoli, askorbinska kiselina i karotenoidi), nekoliko drugih prirodnih supstanci takode
pokazuju antioksidativnu aktivnost kroz razli¢ite mehanizme. U njih spadaju fosfoli-
pidi, flavonoidi, proteinski hidrolizati, organske kiseline, steroli, produkti Maillardove
reakcije i enzimi. Ova jedinjenja su prirodni sastojci hrane i deluju kao endogeni
antioksidansi sprecavajuci oksidativne reakcije. Takode, mogu posluziti kao poten-
cijalna zamena sintetickih antioksidanata. Veliki deo istrazivanja je sproveden u cilju
procene njihove antioksidativne aktivnosti. Medutim, zbog o0sobine nekih prirodnih
antioksidanata da deluju i prooksidativno, treba biti oprezan prilikom njihovog do-
davanja hrani. Osim toga, neophodno je utvrditi zdravstvenu bezbednost prirodnih

jedinjenja koja poseduju antioksidativnu aktivnost (Shahidi i Zhong, 2005).

2.2.4.3. Vitamin C (askorbinska kiselina)

Vitamin C (askorbinska kiselina), koji je rastvorljiv u vodi, povecava unutar-
Celijski 1 ekstracelijski antioksidativni kapacitet pre svega uklanjanjem slobodnih
radikala kiseonika iz vodene faze. On, takode, pretvara tokoferil slobodne radikale
ponovo u vitamin E. Dokazano je da se nivoi vitamina C u plazmi smanjuju sa go-
dinama (Birben i sar., 2012; Halivel, 1999).

25



Doktorska disertacija Naji Aborus

L-askorbinska kiselina (vitamin C) i njene soli (natrijum askorbat i kalcijum
askorbat) su Siroko rasprostranjene u biljnim tkivima i sinteti¢ki se proizvode u veli-
kim koli¢inama. Askorbinska kiselina je beli ili Zu¢kasti kristalni prah, koji se inten-
zivno koristi za stabilizaciju pi¢a, voc¢a i povréa. Njena primena u mastima i uljima je
medutim, ograni¢ena zbog nerastvorljivosti u lipidima. Deluje kao antioksidant sa vise
slobodnih radikala i obnavljanje primarnih antioksidanata.

Askorbinska kiselina povoljno uti¢e na stabilnost lipida u hrani, $to se ispo-
l[java njenim sinergistickim delovanjem sa drugim antioksidantima. Ona pokazuje
odli¢an sinergizam sa a-tokoferolom, limunskom kiselinom, BHA, BHT i helatorima
metala. Askorbinska kiselina snazno inhibira raspad a-tokoferola, tako da ga rege-
neriSe. U industriji askorbinska kiselina se koristi za korekciju arome, kiselosti, fiksi-
ranje boje i kao redukcioni agens u prehrambenim proizvodima (Shahidi i sar., 2003;
Reische i sar., 1998).

Askorbinska kiselina moze umanjiti nastajanje aktivnih mirisnih jedinjenja u
emulzijama. Prirodna askorbinska kiselina, prisutna u hrani, moze biti degradirana
procesom prerade kao posledica njene nestabilnosti na povisenoj temperaturi, svetlosti,
pH, kiseoniku, ostrom dimu i aktivnosti vode, te se stoga u hranu dodaje egzogeno
(Lee i Min, 2004).

2.2.4.4. Tokoferoli i Tokotrienoli

Tokoferoli 1 tokotrienoli, poznati 1 pod zajednickim imenom tokoli, sSu mono-
fenolna i lipofilna jedinjenja koja su Siroko rasprostranjena u biljnim tkivima. Glavni
komercijalni izvor prirodnih tokoferola je sojino ulje. Tokotrienoli, koji su redi nego
tokoferoli, su prisutni u palminom ulju, ulju pirinéanih mekinja kao i Zitaricama i
mahunarkama (Shahidi i Zhong, 2005). Tokoferoli i tokotrienoli se svrstavaju u a-, B-,

y- 1 8- zavisno od njihovih hemijskih struktura (slika 8).
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CHa

a-tokoferol —CHz —CHs
x = niralni B-tokoferol —CHs —H
y-tokoferol H —Ch
§-tokoferol i —

R tokotrienoli

Slika 8. Hemijske strukture tokoferola i tokotrienola.

Generalno, tokotrienoli imaju jaci antioksidantivni efekat na oksidaciju lipida
nego tokoferoli. Antioksidativna aktivnost tokoferola zavisi od temperature i sledi
redosled 6-> y-> B-> a-tokoferol. Tokoferoli (pomeSani prirodni koncentrat) su blago
viskozna te¢nost karakteristiénog mirisa i zlatno braon boje. Medutim, sinteti¢ki toko-
ferol (mesavina a-, y- i 6 ) je Zuto do braon obojena viskozna masna te¢nost bez mirisa
(Shahidi i Zhong, 2005). Tokoli su rastvorljivi u biljnim uljima i nerastvorljivi u vodi.
Oni deluju kao terminator slobodnih radikala u antioksidacionim reakcijama i oni se
Cesto koriste u prehrambenim proizvodima koji imaju manjak prirodnih antioksida-
nata, kao S$to su zivotinjske masti, voskovi 1 mlecne masti. Tokoferoli deluju siner-
gisticki sa askorbinskom kiselinom, limunskom kiselinom i fosfolipidima.

U Sjedinjenim Americkim Drzavama, maksimalna koli¢ina dodatih prirodnih
tokoferola je ogranicena na 0,03%, odnosno, 300 ppm u zivotinjskim mastima i 0,02%
u kombinaciji sa BHA, BHT, i Pg (9CFR 318.7). U Velikoj Britaniji i nekim drugim
evropskim zemljama, njihov maksimalan dodatak ne prelazi 500 ppm (Shahidi i

Zhong, 2005). U pogledu prose¢nog dnevnog unosa (ADI) a-tokoferola, objavljeno je
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da je unos 1000 mg/dan bez rizika i 3200 mg/dan bez dugoro¢nog rizika. U Sjedinje-
nim Americkim DrZzavama, ve¢ina muskaraca 1 Zena ne ispunjava trenutnu preporuku
za unos vitamina E, prema nedavnom izveStaju o ameriCkim dijetama (Shahidi i

Zhong, 2005).

Ekstracelularna

Polarni deo te€nost Vitamin E
fosfolipidnog Slobodni Stabilizovan
molekula (glava) radikal slobodni radikal
ol > = " -
PIPIIIIIIIY IJ HIJI | FIIII DI JD
~ O Fosfolipidni L/ :
A dvosloj ’ ’
@ ) (¢elijska membrana)
I PIIIIY 29,99 DIV IIIIIIII, U
Nep\olarni deo UnutraSnjost
celije

fosfolipidnog

molekula (rep) (citoplazma)

(a) (b)

Slika 9. Mehanizmi delovanja vitamina E
Izvor: http://wps.aw.com/bc_thompson_son_2/134/34392/8804426.cw/index.html (2015)

2.2.5. ANTIOKSIDANTI KAO ADITIVI U HRANI

Prirodni antioksidansi dozvoljavaju proizvodacima hrane proizvodnju stabil-
nih proizvoda na ¢ijim deklaracijama su navedeni prirodni sastojci. Prirodni antioksi-
danti zahtevaju manje rigorozne dokaze o bezbednosti nego $to je potrebno za sinte-
ticke. Pored njihove antioksidativne aktivnosti, neki prirodni antioksidansi kao §to su
vitamini, minerali 1 enzimi, takode se smatraju nutrijentima zbog svoje bioaktivnosti.

Medutim, prirodni antioksidanti mogu da imaju i nekoliko nedostataka: niska
antioksidativna efikasnost, nepoZeljan ukus ili miris 1 moguéi gubitak tokom obrade
(Shahidi i Zhong, 2005). Bezbednost prirodnih antioksidanata se ne moZze uzeti zdravo

za gotovo zbog njihove potencijalne mutagenosti, karcinogenosti, teratogenosti ili
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drugih patogenih aktivnosti. Kao primer je slu¢aj nordihidrogvajaretinska kiselina
(NDGK), koja je uklonjena sa liste GRAS 1 nije viSe od prakti¢ne koristi (Shahidi 1
Zhong, 2005).

Askorbinska kiselina i tokoferol su najvazniji komercijalni prirodni antioksi-
danti. Pored toga, mnogi prirodni fenolni antioksidanti su identifikovani u biljkama i
ekstraktima povréa koji se mogu primeniti u procesiranju raznih vrsta hrane. Nedavna
istrazivanja su usmerena na izolaciju i identifikaciju efektivnih antioksidanata prirod-

nog porekla (Shahidi i Zhong, 2005).

2.3. ZITARICE

Zitarice predstavljaju vazan izvor nutrijenata u ljudskoj populaciji. Kao i
svaka hrana, one su odli¢an izvori pojedinih hranljivin materija. Sadrzaj vitamina
varira od jednog dela zrna do drugog. Kvalitet proizvoda od Zitarica je odreden
razliitim karakteristikama kojima moZze biti dodeljen razli¢it znacaj u zavisnosti od
zeljene krajnje namene i koriS¢enja ili vrste proizvoda. Hemijski sastav nekih Zzitarica
je prikazan u Tabeli 8.

PSenica se je jedna od najzastupljenijih Zitarica u ljudskoj ishrani. Tokom
mlevenja celog zrna pSenice nastaju i sekundarne frakcije (mekinje, klica i dr.) u
iznosu od oko 25%. JeCam je jedna od najpogodnijih biljaka za koriS¢enje u
eksperimentalnim genetskim studijama. Je¢am ima visok stepen samooplodnje i lako
da se hibridizuje. Zrno jeCma je bogato skrobom 1 SeCerom, a relativno siromas$no
proteinima i lipidima.

Obic¢ni ovas (Avena sativa) je vrsta zitarica koja se gaji zbog semena. Dok je
ovas pogodan za ljudsku ishranu, kao ovsena kaSa i valjani ovas, najCeSce se
upotrebljava kao stocna hrana. Ovas ¢ini deo svakodnevne ishrane konja 1 to oko 20%
dnevnog unosa ili manje, kao i 1/10 redovne hrane stoke. Takode, koristi se kao

sastojak hrane za pilice i pse. Slika 10. pokazuje oblik zrelih zrna Zitarica.
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Tabela 8. Hemijski sastav zZitarica (prosecna vrednost)
sadriaj PsSenica  RaZ Kukuruz  Jecéam Ovas Pirina¢  Proso
(9/100g)

Vlaga 12,6
o 13,6 11,3 12,1 13,1 13,0 12,0

Proteini(Nx 6.25) 11,3
o 9,4 8,8 11,1 10,8 7,7 10,5

Lipidi 1,8
S 1,7 3,8 2,1 7,2 2,2 3,9

Ugljeni hidrati 59,4
60,3 65,0 62,7 56,2 73,7 68,2

Vlakna 13,2
) _ 13,1 9,8 9,7 9,8 2,2 3,8

Minerali 1,7
1,9 1,3 2,3 2,9 1,2 1,6

(mg/kg)

Vitamin B; 4,6
o 3,7 3,6 4,3 6,7 4,1 4,3

Vitamin B, 0,9
o 1,7 2,0 18 1,7 0,9 1,1

Nikotinamid 51,0
18,0 15,0 48,0 24,0 52,0 18,0

Pantotenska 12,0
o 15,0 6,5 6,8 7,1 17,0 14,0

kiselina 2,7
o 2,3 4,0 5,6 9,6 2,8 5,2

Vitamin Bg 0,9
o 1,4 0,3 0,7 0,3 0,2 0,4

Folna kiselina 41,0
40,0 66,0 22,0 18,0 19,0 40,0

Ukupno tokoferola

Izvor: Souci i sar. (2008); Belitz i sar. (2009)

PSenica Jecam Raz

Slika 10. Oblik zrelih zrna zitarica

Pirinaé

Kukuruz

Proso

Izvor: www.mondeleznutritionscience.com/featured-nutrition/wholegrains
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Fitojedinjenja u zitaricama. Prehrambena industrija je usmerena ka
proizvodnji funkcionalne hrane na bazi razliCitih zitarica zbog zahteva potroSaca za
zdravijim namirnicama. Zitarice kao §to su pSenica, je¢am i ovas bogate su mnogim
fitojedinjenjima i drugim nutrijentima, pruzaju odli¢nu sirovinu za proizvodnju
funkcionalne hrane. Mnoge pozitivne osobine ovih Zzitarica mogu se iskoristiti za
dizajniranje nove funkcionalne hrane na bazi Zitarica namenjene populaciji sa
posebnim potrebama (Charalampopoulos i sar., 2002).

Zrna zitarica 1 klijanci su dobri izvori razlicitih fitojedinjenja. U zrnima Zzita-
rica prisutna su i fitojedinjenja - fenoli. Prisutna fenolna jedinjenja su koncentrisana u
povrsinskim slojevima zrna i prisutna su kao slobodna, esterifikovana i u nerastvor-
[jivim vezanim formama. Oslobadanje vezanih fenolnih jedinjenja povecava njihov
sadrzaj U zitaricama. Prisutna fitojedinjenja imaju Siroku zdravstvenu korist i mogu
ublaziti oksidativni stres i druge bolesti kod ljudi (Liiana-Pathirana i Shahidi, 2005).
Glavna fitojedinjenja u zitaricama su: fenolne kiseline, flavoni, fitinska kiselina,
flavanoidi, kumarini i terpeni.

Klijanci zitarica su dobri izvori ferulne kiseline, fitinske kiseline, glutationa 1
fitosterola. Pored toga, klice Zitarica sadrze vitamine E, B1, B2 i B3, minerale P, K,
Mg, Ca, Zn, Na, Cu, Mn i Fe (Tabela 9), i vlakna (Ragaee i sar., 2006; Sidhu i sar.,
2007). Sve ove komponente mogu da deluju zajedno na sinergisti¢ki nacin 1 mogu
Stititi od gastrointestinalnih kancera i kardiovaskularnih bolesti (Slavin i sar., 2001).
Zbog svog bogatog sadrzaja nutrijenata, klijanci Zitarica mogu biti vredan sastojak u
proizvodnji funkcionalne hrane (Sidhu i sar., 2007).

Dijetetska vlakna u Zitaricama. Dijetetska vlakna su jestivi deo biljke ili
analogni ugljeni hidrati, koji se odupiru hidrolizi enzima probavnog trakta. Dijetetska
vlakna su jedna od glavnih fitojedinjenja prisutnih u Zitaricama i mogu se podeliti u
dve kategorije prema njihovoj rastvorljivosti u vodi.

Vodorastvorljiva frakcija (rastvorljiva vlakna) se sastoji uglavnom od neskrob-
nih polisaharida, kao $to su B-glukani i pentozani (arabinoksilani). Rastvorljiva vlakna
kod ljudi smanjuju serumski holesterol, glukozu u krvi i nivo insulina (Edge i sar.,
2005). Frakcija nerastvorljiva u vodi (nerastvorljiva vlakna) se sastoji od lignina,

celuloze, hemiceluloze (vodonerastvorljivi arabinoksilan).
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Tabela 9. Mineralni sastav integralnog brasna cerealija (mg / kg).

Minerali  PSenica Raz Jeéam Kukuruz Ovas Pirina¢ Heljda Proso  Sirak
P 1170 3010 2460 990 4110 1030 1550 2400 350
K 1550 4380 3290 1200 4000 1500 2420 2200 240
Mg 250 930 670 470 1170 350 1010 1000 188
Ca 170 330 270 60 530 60 110 100 27
Na 20 50 40 10 40 20 10 - 5
Zn 8 28 13 5 30 17 25 34 3
Fe 12 28 24 11 38 12 15 48 11
Mn 5 22 13 - 58 9 15 7 1
Cu 1 3 1 - 2 2 6 5 0,2

Izvor: Ragaee i sar. (2006). Danish Food Composition Databank

Sadrzaj dijetalnih vlakana u Zitaricama varira u zavisnosti od sorte, njihove
botanicke komponente (perikarp, endosperm i klica) i uslova prerade kroz koju su
prosli (Sidhu 1 sar., 1999). Prose¢ne vrednosti za ukupna dijetalna vlakana u je¢mu,
pSenici i ovsu su prikazane u Tabeli 10 (Charalampopoulos i sar., 2002). B-Glukani u
Zitaricama su drugi vazan izvor dijetetskih vlakana.

Medu zitaricama, jeCam i ovas su najbogatiji izvori B-glukana, ¢iji sadrzaj se
krec¢e u rasponu od 3-11% i 3-7% u odnosu na suvu masu (s.m). B-Glukani su obi¢no
koncentrisani u aleuronima i endospermu c¢elijskih zidova jeCma ovsa i1 pSenice
(Koksel i sar., 1999). Zitarice su dobri izvori oligosaharida, kao $to su laktuloze,
fruktooligosaharidi, trans-galaktooligosaharidi (Gibson i sar., 1995; Bouhnik i sar.,
1997). Ovi oligosaharidi ucestvuju u stimulisanju rasta bifidobakterija i laktobacila u
ljudskom debelom crevu. Zrna pSenice i je¢ma, tokom svog razvoja, pokazuju varija-
cije u sastavu i sadrzaju nekih ugljenih hidrata i esencijalnih amino kiselina.

Rimm i sar. (1996) su objavili da potrosnja dijetalnih vlakana poreklom iz
zitarica znatno smanjuje rizik od srcanih bolesti. Prema Pietinenu i sar. (1996) postoji

znacajna inverzna povezanost izmedu unosa vlakana zitarica i smrtnosti od sréanih
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bolesti. Andlauer i Furst (1999) su objavili da je vec¢i unos integralnih zitarica povezan

sa smanjenjem rizika od raka, narocito kolorektalnog i raka alimentarnog trakta.

Tabela 10. Ukupna dijetetska viakana u zZitaricama

Zitarice Ukupna dijetetska vlakna(%)
Mahunarke 13,6 — 28,9
Raz 15,5
Kukuruz 15
Tritikale 14,5
Ovas 14
Psenica 12
Sirak 10,7
JeCam 10
Proso 16,2-7,2
Pirina¢ 3,7-41

Izvor: Herrera i sar. (1998); Nelson (2001)

Fenolna jedinjenja u zitaricama. Mekinjasti slojevi Zitarica su relativno
bogati antioksidantima. Ovi antioksidanti su rastvorljivi ili u vodi ili u mastima, a
skoro polovina su nerastvorljivi. Rastvorljivi antioksidanti u ovsu ukljucuju fenolne
kiseline, flavonoide, tokoferole i tokotrienole (Slavin, 2004). Najve¢i deo ovih nerast-
vorljivih antioksidanata su estri cimetne kiseline vezani za pentozane. Nerastvorljiva
vlakna u pSeni¢nim mekinjama sadrze skoro 0,5 do 1% fenolnih jedinjenja. Ipak,
vecina fenolnih jedinjenja (na primer ferulna kiselina) je Siroko prisutna u integralnim
zitaricama, naroCito u mekinjastim slojevima (764 mg/100 g). Neka od fenolnih
jedinjenja prisutnih u pSenicnim mekinjama proucavana su s ciljem utvrdivanja
njihove potencijalne uloge u sprecavanju hormonski generisanih kancera. Ova fenolna
jedinjenja, koja sinergisti¢ki ispoljavaju antioksidativno delovanje sa drugim bioak-
tivnim jedinjenjima, uglavnom su prisutni u spoljasnjim slojevima mekinja.

Takode je objavljeno da kombinacija nekih fenolnih kiselina ima antikarci-
nogena i antibakterijska svojstva (Mandal i sar., 1987). Glavni fenolni antioksidanti u

pSeni¢énim mekinjama su: ferulna, vanilinska, p-kumarinska, kafena, protokatehinska,
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p-hidroksibenzoeva, hlorogenska i siringinska kiselina. Ostala fitojedinjenja prisutna u
zitaricama su fitosterini, saponini 1 fitoestrogeni (Thompson, 1994).

Ferulna kiselina je zdravstveno korisna zbog svojih antioksidativnih svojstava
(Moller i sar., 1988.). Pored toga, ferulna kiselina prisutna u p$eni¢nim mekinjama,
Ima nitrit scavenging efekat efikasan kao askorbinska kiselina pod kiselim uslovima.
Vecéina fenolnih jedinjenja se nalaze u vezanom obliku (75% u ovsu i pSenici).

Ferulna kiselina je prisutna kao slobodna, rastvorljivo-konjugirana i vezana u
razmeri 0,1: 1:100 (Adom i Liu, 2002). Vezana fitojedinjenja mogu da opstanu u
procesu varenja i stignu u debelo crevo, gde ispoljavaju antikarcenogena svojstva. Ova
tvrdnja moze delimi¢no objasniti ulogu integralnih Zzitarica u prevenciji raka debelog
creva. Kada vezani fenoli stignu do debelog creva na njih deluju mikrobioloski enzimi
koji ih oslobadaju.

Crevne endotelne ¢elije mogu da apsorbuju slobodna fenolna jednjenja i tako
dobijaju antioksidativnu zastitu kada ova jedinjenja ulaze u portalnu cirkulaciju
(Kroon i sar., 1997). Fenolna jedinjenja iz mekinja je¢ma kao $to su proantocijanidini
(procijanidini 1 prodelfinidini) su pokazali da ispoljavaju slicne ili viSe antioksidativne
aktivnosti nego katehini (Tamagava i sar., 1999).

Flavonoidi u Zitaricama. Flavonoidi su prisutni u gotovo svim biljkama, a
poznati su da poseduju antikarcinogena, antiinflamatorna i antialergijska svojstva.
Najvazniji flavonoidi su kvercetin, kempferol, miricetin i hrizin (Brown, 1980). Zita-
rice sadrze male koli¢ine flavonoida, osim $to je¢am sadrzi merljive koli¢ine katehina i
nekih procijanidina (McMurrough i Baert, 1994).

Ostala fitojedinjenja u Zitaricama. Zbog njihove spore sposobnosti
fermentiranja i velikim kapacitetom zadrzavanja vode, neke druge komponente
pSeni¢nih mekinja, kao $to su lignin i celuloza su pokazali da imaju antikancerogene
osobine. PSeni¢ne mekinje takode imaju sposobnost vezivanja za citotoksi¢ne
supstance, kao $to su zuéne kiseline, smanjujuéi tako njihovu negativne efekte u
debelom crevu (Albert i sar., 1996). Indukcija citohrom P-450 zavisnih enzima u
tankom crevu uzrokovana unosom pseni¢nih mekinja moze takode da bude ukljuc¢ena

u ovu zastitnu akciju.
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Dokazano je da nevlaknaste komponente mekinja pSenice, ukljucujuéi i
fitinsku kiselinu i fenolna jedinjenja takode imaju antikancerogene efekte (Edge i sar.,
2005.). Fitinska kiselina, prirodni biljni antioksidans je prisutna u pSeni¢nim meki-
njama u relativno visokim iznosima (4,8%). Ima sposobnost suzbijanja oksidativne
reakcije katalizovane gvozdem. Fitinska kiselina je poznata po svojim inhibitornim
efektima na bioraspolozivost mikroelemenata, ali je nedavno privukla paznju i kao
antikancerogeno jedinjenje (Slavin, 2004). Sposobnost fitinske kiseline da helira
minerale moze da bude njen pozitivan efekat tokom oksidativnih reakcija.

Antioksidativni profil Zitarica. ViSe od 15 metoda je dostupno za odredi-
vanje antioksidativnog delovanja hrane. Ove metode mere sposobnost redukcije anti-
oksidanta, sto postaje vidljivo sa promenom boje oksidanta. Medutim, ne postoji
jednostavan univerzalni metod kojim se moZe precizno i1 kvantitativno izmeriti anti-
oksidativna aktivnost (Huang i sar., 2005). U vedini istrazivanja o antioksidativnoj
aktivnosti zitarica, antioksidanti se ekstrahuju metanolom, etanolom ili acetonom, bez
hidrolize koja bi oslobodila konjugovane fenolne kiseline. Vezane fenolne kiseline
nisu ekstrahovane ovim rastvara¢ima. Tako dobijena antioksidativna aktivnost zitarica
je manja u odnosu na uzorak sa vezanim fenolima koji su hidrolizovani tokom ekstrak-
cije (Ting Sun i Chi-Tang, 2008). Ovi autori su predlozili da bi trebalo ekstrahovati
zitarice posle hidrolize vezanih fenolnih jedinjenja i pre odredivanja njihovog ukupnog
sadrzaja antioksidativne aktivnosti. Ovakvi rezultati ¢e preciznije odrazavati stvarnu
antioksidativnu aktivnost zitarica u ljudskom telu nakon varenja. Takode, vazno je da
se utvrdi antioksidativna aktivnost Zzitarica, pored ABTS i DPPH-testa, koris¢enjem
drugih metoda, u cilju iskazivanja antioksidativne aktivnosti antioksidanata razli¢itih
strukturnih karakteristika i polariteta. Medutim, zitarice i namirnice na bazi zitarica
mogu biti vazan naéin unosa nutritivnih komponenta potrosaca, s obzirom da se
namirnice od Zitarica Siroko i stalno konzumiraju kao osnovne namirnice u mnogim
delovima sveta (Avika i sar., 2003). Medu zrnima, nepreradena cela zrna su pokazala
najveci antioksidativni potencijal. Takode, nusproizvodi su uvek pokazali veéi anti-
oksidativni kapacitet u poredenju sa proizvodima od kojih poti¢u. Odredeni su i efekti

mlevenja na antioksidativni kapacitet pSenice (Liiana-Pathirana i Shahidi, 2007). Mlin-
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ski proizvodi, kao mekinje, brasno i sto¢no brasno su kori$¢eni u analizi. Mekinje su
pokazale najvecu antioksidativnu aktivnost, dok je endosperm imao najmanju.

Zitarice su i bogat izvor jedinjenja niske molekulske teZine kao $to su ferulna,
kafena, p-hidroksibenzoeva, protokatehinska, p-kumarna, gentizinska, sinapinska, va-
nilinska i siringinska kiselina, izmedu ostalih (Emmons i sar., 1999). Fenolne kiseline
mogu formirati kako estarske tako i etarske veze, zbog prisustvu karboksilne i
hidroksilne grupe. Ovo omogucava formiranje unakrsnih veza fenolnih kiselina sa
makromolekulama ¢elijskog zida (Yu i sar., 2001). Vezana fenolna jedinjenja mogu
biti oslobodena putem baznog, kiselog ili enzimskog tretmana uzorka pre ekstrakcije
(Bartolome i Gomes-Cordoves, 1999). Mekinjasti slojevi zitarica su relativno bogati
antioksidantima. Ovi antioksidanti su rastvorljivi ili u vodi ili u masti, a skoro je

polovina potpuno nerastvorljiva.

2.3.1. PSENICA

PSenica je drevni usev, €ije poreklo nije ta¢no definisano, ali ve¢ina dokaza
upucuje da je njen geografski region porekla na Bliskom istoku (De-Candolle, 1886;
Peterson 1965). Postoje tri vrste psenice, koje se razlikuju u ploidiji (osnovnom broju
hromozoma): Triticum monococcum, Triticum boeoticum i Triticum dicoccum.
Triticum boeoticum je divlja forma, a T. monococcum uspeva na Balkanu i istocnom
Mediteranu. Triticum dicoccum je tetraploidna pSenica i isto drevna gajena vrsta,
povezana sa starim mediteranskim kulturama, a jos uvek se gaji u nekim delovima
Evrope.

Smatra se da vodi poreklo od divljih vrsta, T. dicoccoides, koja se jo$ uvek
moze naéi u istoénom regionu Mediterana. Triticum durum (makaroni pSenica) uzgaja
se Sirom sveta i ima odli¢éne osobine pogodne za pravljenje testenine. Triticum timo-
pheevi, T. turgidum (konus psenica), T. turanicum (Khorasan pSenica), T. polonicum
(Poljska psenica ili gigantska raz) i T. carthlicum (persijska pSenica) su druge vrste
kultivisane tetraploidne pSenice koje su trenutno od manjeg ekonomskog znacaja. Tri-
ticum aestivum je heksaploidna pSenica i od svih vrsta pSenica, ova se naj¢esce uzgaja

danas.
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PSenica je jedna od najceS¢e gajenih zitarica, Sto Cini viSe od jedne Cetvrtine
globalne svetske proizvodnje zitarica. Prvenstveno se koristi za ljudsku ishranu, dok se
nekih 15% koristi za ishranu Zivotinja. Najveci svetski proizvodaci pSenice su Kina,
Indija i SAD. PSenica se moze klasifikovati prema tvrdo¢i zrna. Razlika izmedu tvrdih
1 mekih pSenica je napravljena joS u rimsko doba. U americkoj terminologiji, tvrde
pSenice sa visokim sadrzajem proteina u odnosu na skrob (16% proteina, 61% skrob)
daju ,,jaka“ brasna, koja se koriste za pravljenje hleba, dok ,,meke* pSenice sa 12%
proteina i 66% skroba daju ,,slaba‘“ brasna koja se koriste za pravljenje keksa.

U kontinentalnoj evropskoj terminologiji, "tvrde” pSenice su durum pSenice
koje se Kkoriste za testeninu, dok su ostale psenice meke (Pomeranz, 1988). Prema po-
dacima Ministarstva poljoprivrede Srbije, srpski proizvodaci su zasadili 600.000 hek-
tara pSenice u sezoni 2012/13 ili 25 odsto viSe nego godinu dana ranije. To povecanje
uslovljeno je mnogim faktorima. Prvo, pSenica kao zimsko/proleéni usev nije pretrpeo
gotovo nikakvu Stetu od ekstremnih susa u leto 2012, ¢ak su dobijeni veci prinosi i to u
poredenju sa znacajnom koli¢inom pSenice roda 2012. (Tabela 11). Zasejana pSenica
je posejana u optimalnom roku za setvu 1 tokom zime bila je uglavnom pokrivena i
zaSticena snegom. Prole¢ni i letnji uslovi su takode bili veoma dobri sa dovoljno vlage
i sunca. To je rezultiralo odli¢nim prinosima i dobrim kvalitetom dobijenog hlebno
brasno u sezoni 2013/14. (Godis$njak za zitarice i hranu za zivotinje, Srbija, Izvestaj

broj RB1403, 2014).

Tabela 11. Zasejane povrsine psenicom i njena proizvodnja u Srbija od 2007. do
2013.9.

pSenica 2009. 2010. 2011. 2012. 2013. 2014.

PovrSina (HA) 570,000 488,000 490,000 480,000 600,000 550,000

Proizvodnja 2,130,000 1,650,000 2,000,000 1,900,000 2,490,000 2,400,000
(MT)

Izvor: Christien Sloop i Tatjana Maslac (2013) Srpska zvani¢na statistika
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2.3.1.1. Opis i struktura zrna pSenice

PSenica koja se najviSe koristi kao hlebna pSenica je T. aestivum. Ova vrsta
deli mnoge morfoloSke 1 hemijske karakteristike sa drugim vrstama psSenice koje se
komercijalno koriste. Slika 11. pokazuje cariopsis ili jezgro pSenice uzduzno i u
preseku. U proseku pSeni¢no zrno je ~ 2,5 - 3,0 mm debljine (ili visine, ako stoji na
svojoj osnovi), 3,0 - 3,5 mm $irine i 6,0 - 7,0 mm u duzinu. PSeni¢na zrna su prose¢no
teSka ~ 30 - 40 mg (Delcour i Hosenei, 2010). PSeni¢no zrno sadrzi 2 - 3% klice, 13 -
17% mekinja i 80 - 85% brasnavog endosperma.

Glavne morfoloSke karakteristike pSeni¢nog zrna su njegov ovalni oblik,
embrion na jednom kraju i ¢uperak dlacica koje prave ,,éetku“ na drugom kraju. Pse-
ni¢no jezgro ima uzduzni nabor (izduzeni region uporedo sa svojom uzduZznom osom)
na svojoj ventralnoj strani (preko puta embriona) i zaokruzeno je na dorzalnoj strani
(na istoj strani kao embrion). Boja jezgra varira od svetlo bez ili Zute do crveno smede
u zavisnosti od prisustva ili odsustva crvenog pigmenta u omotacu semena. Poznata su
1 ljubiCasta 1 crna zrna, ali nisu uobiCajena. Vrsta 1 prisustvo pigmenata su pod

kontrolom tri odvojena genetska lokusa (Freed i sar., 1976).
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Slika 11. Uzduzni i poprecni presek zrna psenice
Izvor: Arendt i Zannini (2013)
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Omota¢ semena i pigmentni lanac nisu isto tkivo, ali zajedno oni ¢ine potpuni
pokriva¢ oko semena. Oni kontroliSu odnos vode izmedu zatvorenih semena 1 okoline
tokom zrele faze (Delcour 1 Hosenei, 2010). Omota¢ semena se sastoji od tri sloja:
debeli spoljni omotac¢, sloj koji sadrzi pigmente i unutra$nji tanki omota¢. Omotac
semena se sastoji od dva sloja kompresovanih ¢elija od celuloze koje sadrze malo ili
nimalo pigmenta. Aleuronske celije sadrze velika jezgra 1 veliki broj aleuronskih
granula. One imaju relativno visok sadrzaj pepela, proteina, ukupnog fosfora, fitatnog
fosfora, masti 1 niacina. Pored toga, koncentracije tiamina 1 riboflavina su vece u aleu-
ronu nego u drugim delovima mekinja. Osim toga, aleuronski sloj je posebno bogat
enzimima Koji igraju klju¢nu ulogu u procesu klijanja (Anonymous, 2000). Oko em-
briona, aleuronske ¢elije su modifikovane, postaju ¢elije sa tankim zidom, a mogu i da
ne sadrze aleuronske granule (Delcour 1 Hosenei, 2010). Aleuronske celije su takode
Ceste kao rezerva za skladiStenje lipida. Vecina aleuronskog sloja je uklonjena kao deo
mekinja tokom mlevenja (Dexter i Wood, 1996).

PSeni¢ni embrion, zvani ,,klica“ od strane mlinara, ¢ini 2,5 - 3,5% jezgra i lezi
na donjoj dorzalnoj strani perikarpa. Klica ima relativno visoku koncentraciju proteina
(25%), secera (18%), i to pretezno saharoze i rafinoze i pepela (5%). Od svih kompo-
nenti pSeni¢nog jezgra ona takode ima najvecu koncentraciju lipida (16%) 1 vitamina E
rastvorljivog u lipidima, sa koncentracijama do 500 ppm (Delcour i Hosenei, 2010).
Takode, ima najveci sadrzaj vlage od svih sastojaka u zrelom zrnu (Song i sar., 1998).
Medutim, u klici se ne nalaze svi vitamini rastvorljivi u vodi u njithovim najvisim kon-
centracijama. Ipak, upotreba pSeni¢nih klica je i dalje predstavlja izazov zbog svoje
lose stabilnosti i prisustva antinutritivnih faktora kao §to su: (1) rafinoza koju ne di-
gestiraju enzimi pankreasa, ve¢ se metaboliSe pomocu gasnih bakterija koje proizvodi
debelo crevo, ¢ime izaziva poremecaj kao Sto je nadutost (Rizzello i sar.,2010); (2)
fitinska kiselina koja znacajno smanjuje biodostupnost minerala (Febles i sar., 2002); i
(3) aglutinin psenicnih klica (WGA) koji je odgovoran za hiperplasti¢ni i hipertrofi¢ni
rast tankog creva i pankreasa (Matucci i sar., 2004).

Zidove celija endosperma ¢ine oko 75% polisaharidi, koji se sastoje od oko
70% arabinoksilana, 20% (1-3) (1-4) B-glukana, 7% B-glukomanana i 2% celuloze

(Baci¢ i Stone, 1980 ). Proteini su takode prisutni na nivou od oko 15%. Skrob i pro-
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teini, dve velike rezervne komponente za skladiStenje u zrnu pSenice i drugih Zzitarica
Triticum, ¢ine veéinu endosperma. U skrobnom endospermu, skrobne granule su okru-

zene proteinskim matriksom. Protein je uglavnom gluten, skladisni protein u pSenici.

2.3.1.2. Nutritivna vrednost pSenice

PSenica je jedna od glavnih Zitarica u ishrani svetske populacije. Stoga ima
veliki uticaj na nutritivni kvalitet obroka konzumiranih od strane velikog broja ljudi, a
samim tim 1 na njithovo zdravlje. PSenica sadrzi skrob koji je izvor energije, obez-
beduje i protein gluten koji je odgovoran za formiranje viskozno-elasticnog testa, a to
je posebno potrebno kod pecenja hleba sa kvascem. Ovi glutenski proteini su neop-
hodni za proizvodnju raznovrsne hrane na bazi pSenice Sirom sveta. Uprkos relativno
niskim sadrzajem proteina u psenici (obi¢no 8 - 15%) i dalje daje onoliko proteina za
ljudsku ishranu i ishranu stoke koliko i ukupna proizvodnja soje, koja se procenjuje na
oko 60 miliona tona godisnje (Shewri, 2007). Kompoziciona distribucija proteina u

zrnu pSenice je prikazana u Tabeli 12.

Tabela 12. Kompoziciona distribucija proteina u glavnim Zitaricama

Zitarica Albumin Prolamin Globulini Glutelin
Jecam ~12 25-52 8-12 52 —-55
Kukuruz 4 -8 47 —55 3-4 38 -45
Ovas 10-20 12 -24 12 - 55 23-54
Pirinac 5-11 2-7 ~10 77-78
Raz 10 - 44 21 -42 10-19 25-40
Kineska secerna ~4 ~ 48 ~9 ~ 37
trska

9-15 33-45 6-7 40 - 46
Psenica

Izvor: Pascoe i Fulcher (2007).
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Nutritivni kvalitet proteina se odreduje njihovim sadrZzajem esencijalnih ami-
nokiselina, tj. onih koje Zivotinje ne mogu sintetisati 1 zato se moraju obezbediti u
ishrani. Deset aminokiselina su strogo esencijalne: lizin, izoleucin, leucin, fenilalanin,
tirozin, treonin, triptofan, valin, histidin i metionin. Medutim, Cesto je ukljuéen i cis-
tein, iako se moze sintetisati samo iz metionina (koji je sam esencijalan). Poredenje
kompozicije aminokiselina pSeni¢nog brasSna sa nivoima esencijalnih aminokiselina
koju preporucuje FAO / WHO / UNU za odrasle, pokazuje da pSenici nedostaje samo
lizin, a da su neke od esencijalnih aminokiselina prisutne u znatno ve¢im koli¢inama.

Najvaznije komponente pSeni¢nih dijetetskih vlakana su neskrobni polisaha-
ridi arabinoksilan (AKS), B-glukan mesovitih veza (u daljem tekstu B-glukan), celu-
loza 1 ne-polisaharidno jedinjenje lignin koji su svi komponente ¢elijskog zida. Dijetna
vlakna uglavnom poticu od polimera iz Celijskog zida: AKS (oko 70% suve materije
¢elijskog zida skrobnog endosperma, manje koli¢ine (1-3) (1-4) B-D-glukana (oko
20%) 1 ostalih komponenti. AKS ¢ini oko 2% od skrobnog endosperma, od kojih je
jedna Cetvrtina do jedne trecine je rastvorljivo u vodi. Glavni sastojci mineralne frak-
cije u zrnu pSenice su fosfati i sulfati K, Mg 1 Ca. Tu su i znacajne koli¢ine Fe, Mn, Zn

I Cu, kao i tragovi mnogih drugih elemenata.

2.3.1.3. Antioksidativni profil pSenice

Fenolne kiseline, a posebno hidroksicinaminske kiseline se nalaze u pSenici
(Liyana-Pathirana i sar., 2006). Vanilinska, p-kumarinska, ferulna i sinapinska kiselina
su dominantne fenolne kiseline u celom zrnu psenice. Sto je brasno vise rafinirano to
¢e biti nizi sadrzaj njegovih ukupnih fenolnih jedinjenja. Zitarice se smatraju bogatim
izvorom fenolnih kiselina koje se nalaze u mekinjastom sloju posebno u vezanoj formi
u poredenju sa slobodnim i esterifikovanim oblicima (Liyana-Pathirana i Shahidi,
2006).

Glavni fenolni antioksidansi u pSeni¢nim mekinjama su: ferulna, vanilinska, p-
kumarinska, kafena, protokatehinska, p-hidroksibenzoeva, gentizinska, hlorogenska i
siringinska kiselina. Ferulna kiselina moZe biti zdravstveno korisna zbog svojih anti-

oksidativnih svojstava (Thompson, 1994). Pored toga, za ferulnu kiselinu prisutnu u
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pSeni¢nim mekinjama, je pokazano da ima efekat vezivanja nitrita, koji je efikasan kao
I askorbinska kiselina pod kiselim uslovima (Mgller i sar., 1988). Objavljeno je da je
ukupna antioksidativna aktivnost zrna visa u pSenici (76,7 = 1,38 mmol vitamina C
ekv/g zrna) nego u ovsu (74,67 = 1,49 mmol vitamina C ekv/g zrna) (Adom i Liu,
2002). Prema (Adom 1 Liu, 2002), vezana fitojedinjenja su dala ve¢i doprinos ukupnoj
antioksidativnoj aktivnosti u pSenici (90%), nego §to je to slucaj sa ovsom (58%).
Vezana fitojedinjenja se ukljucuju u proces varenja u debelom crevu, i tu mogu ostva-

riti antioksidativnu ulogu.

2.3.2. JECAM

JeCam (Hordeum vulgare L.) je jedan od tri vrste roda Hordeum koji pripadaju
porodicima Triticeae i Poaceae i jedna je od najstarijin gajenih biljaka (Akar i sar.,
2004). Lokacija i starost prvih ostataka je¢ma su predmet mnogih diskusija. Wendorf i
sar. (1979) su objavili rad o karakteristikam ostataka jecma iz Asuana u Egiptu od pre
oko 18.000 godina. Je¢am se gajio, kao usev, tokom bronzanog doba, oko 2000 pne
(Munck, 1981).

Oblasti gajenja je¢ma se kre¢u od umerenih podrucja do suptropskih i tropskih
zemalja (Wikipedia, 2016), iako je prilagoden razli¢itim ekoloskim uslovima, ali naj-
bolje raste u umerenim klimatskim uslovima sa hladnim i umereno su$nim periodima
(Poehlman, 1985). Je¢am se koristi kao modelni eksperimentalni sistem zbog svog
kratkog zivotnog ciklusa, morfoloskih i fizioloSkih osobina i model za ispitivanje
zitarica U oblasti genetike i genomike (Sreenivasul i sar., 2008).

JeCam je vazan usev (Baik 1 Ulrich, 2008) 1 nalazi se na ¢etvrtom mestu po
proizvodnji zitarica u svetu i koristi se za ljudsku hranu, sto¢nu hranu i pivski slad.
JeCam ima kratku sezonu i raste na veoma razli¢itim okruzenjima $irom sveta. JeCam
pripada rodu Hordeum, Triticeae iz porodice trava, Poaceae (takode poznate kao i
Gramineae). Triticeae je grupa biljaka iz umerenog pojasa i sadrzi nekoliko grupa
ekonomski vaznih Zzitarica kao i1 oko 350 divljih vrsta.

Rod Hordeum je neobic¢an medu Triticeae jer sadrzi i jednogodiSnje vrste, kao
Sto su H. vulgare, H. marinum, kao i viSegodiSnje vrste kao Sto su H. bulbosum

(Bothmer, 1992). Uzgojeni jeCam je trava koja moze biti ili proleéni ili zimski usev.
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Rast je¢ma se moze podeliti u nekoliko faza; klijanje, razvoj sadnica, bokorenje, rast
stabljike, krupnjanje (pojava klasa), cvetanje i sazrevanje. Na globalnom nivou do
85% od proizvedenog jeCma se koristi za ishranu Zivotinja (Akar i sar. 2004). Druga
najvaznija upotreba je¢ma je za dobijanje slada, koji se uglavnhom Kkoristi za
proizvodnju pivo, a takode se koristi i tokom proizvodnje Zestokih pi¢a, mle¢nog slada
1 arome u raznim vrstama hrane. Zrna jeCma 1 klice pivskog jeCma sadrze znacajnu
koli¢inu proteina (Akar i sar., 2004).

JeCam je jednogodiS$nja zeljasta monokotiledona trava. Tokom klijanja zrno
jeCma razvija korene sadnice, a zatim se pojavljuje koleoptil na povrSini tla, zameci
omotaca lista i kre¢u se u duzinu od 70 cm za patuljaste vrste, do vise od 150 cm.
Visestruke stabljike razvijene na pojedinacnoj biljci zavise od gustina Sejanja i sorte.
Siljak (glava ili uho) je na vrhu stabljike, koja se sastoji od dva ili Sest redova plodnih
klasic¢a (Slika 12) u kojima se razvijaju zreli plodovi (Wikipedia, 2016).

U Srbiji, jeCam je sekundarna Zitarica. PovrSine zasejane jeCmom se stalno
smanjuju u rasponu od 80.000 do 130.000 ha tokom proteklih osam godina. Ukupna
proizvodnja varira od 250.000 do 450.000 MT godi$nje. U sezoni 2012/13, jeCam je
zasejan na 78.000 ha, od cega je 50.000 ha bilo ozimi jeCam i 28.000 ha je bio jari
je€am. U sezoni 2012/13 proizvodnja je¢ma je iznosila 269.000 MT i sa proseénim
prinosom od 3, 45 MT / ha. Rod je¢ma nije bio pogoden letnjom susom i proizvodeni
jeCam je bio dobrog kvaliteta (GodiSnji izvestaj za pSenicu, kukuruz i jeCam, GAIN

Izvestaj broj: RB1302, 2013).

Izvor: Wikipedia BarleyEars.JPG. (2016)
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2.3.2.1. Opis i struktura kultivisanog zrna je¢ma

Zrna je¢ma su generalno veca 1 Siljatija od pSenice 1 imaju svetlo zutu boju.
Medutim, boja moZe da varira od svetlo zZute do purpurne, ljubicaste, plave 1 crne, Sto
je uglavnom uzrokovano nivoima antocijana u ljusci, perikarpu i/ili aleuronskom sloju
(Baik i Ullrich, 2008).

Visoko obojeni tipovi imaju trbusne nabore koji su tanji od onih kod pSenice 1
razi, a njihovo prisustvo je maskirano slozenom plevicom (Kent i Evers, 1994a). Ovi
obojeni tipovi dobijaju na paznji za primenu u proizvodima funkcionalne hrane zbog
svojih antioksidativnih svojstava (Satué-Gracia i sar., 1997; Nam i sar., 2006).

Anatomska struktura jezgra jeCma je predstavljena na slikamal3 i 14. Sastoji
se od okolnog omotaca formirane od leme (dorzalne ljuske ili ljuske) i palee (ventralni
ljuska ili ljuska), perikarpa, teste, aleuronskog sloja, endosperma i klice ili embriona.
Palea je preklopljena duz ivica dorsalnom ljuskom koja, u vecini sorti, zavrSava api-
kalno u dugom sloju. U ventralnoj brazdi (naboru) jezgra postoji bazalna cetkica,
dlakava struktura, ostaci neplodnog floreta (Kunze, 2010).

Neke od karakteristika zrna su dragocene za razlikovanje jedne sorte od druge,
posebno kada karakterizacija mora da se uradi na ovrSenim zrnima. U neoljustenom
je¢mu ljuspice ostanu vezane za perikarp, kada je zrno vrseno (Kent i Evers, 1994),
dok su u ljustenom je¢mu ljuspice otkinute kada se vrsi zrno. Ljuska I perikarp se sas-
toje uglavnom od celuloze, hemiceluloze, lignina i lignana. Ljuska se sastoji uglavnom
od celuloze, male koli¢ine polifenola, gorkih materija i taninske kiseline koji mogu
imati negativan uticaj na kvalitet piva. Ona takode sadrZi najvecu koli¢inu minerala,
kao i embrion i endosperm (lzydorczyk i Dexter, 2004).

Aleuronski sloj (slika 13) okruzuje endosperm i sastoji se od ¢elija bogatih
proteinima koji sadrze enzime koji su ukljuceni u mobilizaciju rezervi endosperma
(Jadhav i sar., 1998). Aleuron igra klju¢nu ulogu u regulaciji ekspresije endosperm-
razgradujucih enzima u toku klijanja. Druge supstance, kao §to su masti, polifenoli 1
pigmenti, su deponovane u stabilnim proteinskim strukturama ovog sloja. Predstavlja-
juc¢i do priblizno 75% je¢menog zrna, endosperm je skrobna masa u matrici proteina i

predstavlja izvor hranljivin materija za embrion u razvoju (Jadhav i sar., 1998).
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Embrion se nalazi na kraju perikarpa na njegovoj dorzalnoj strani i odvojen je
od endosperma tankim slojem tkiva, skutelumom. Embrion predstavlja oko 2.5% po
masi je¢menog zrna i bogat je proteinima (34%), lipidima (14 - 17%) 1 pepelom (5 -
10%), a i veoma je bogat Seferima (saharoza, 15%, rafinoza, 5% i fruktozani 10%)
(Izydorczyk i Dexter, 2004).

Celijski zidovi skuteluma se sastoje uglavnom od hemiceluloze i proteina (17-
20%) i takode sadrze neke od fenolnih jedinjenja (uglavnom ferulna kiselina), mi-
nerale, fitin 1 Se¢ere (ukljucujuéi saharozu, rafinozu, fruktane) (Izydorczyk i Dexter,
2004). Ovo tkivo luci hormone koji stimuli$u sintezu enzima i njihovo oslobadanje.
Enzimi hidrolizuju skrob i proteine iz endosperma u cilju proizvodnje hrane za rastu¢u

sadnicu.

Ljuska

Testa
Aleuronski sloj

Endosperm

Skutelumom

Klica

Slika 13. Zrno jecma u preseku po duzini
Izvor: Arendt i Zannini (2013)
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Aleuronska ¢elija

Aleuronski sloj
Perikarp i testa

Ljuska
Ljuska
Aleuronski sloj
Endosperm Brazda

Slika 14. Struktura zrna jecma segmentirane poprecno (a) sa detaljima ljuske (b)

I skrobnog endosperma (c).
Izvor: Arendt i Zannini (2013)

2.3.2.2. Nutritivna vrednost je¢ma

Zro jema ima zdrav nutritivni profil. Ono ima visok sadrzaj dijetnih vla-
kana, naro¢ito B-glukana, a takode i vitamina i minerala. Postoji velika varijacija u
sadrzaju razli¢itih hemijskih sastojaka je¢ma zbog genotipa i okoline, kao i zbog inte-
rakcije izmedu njih. Glavne komponente su skrob, dijetetska vlakna 1 proteini (Aman i
Newman, 1986; Oscarsson i sar., 1996).

Kompoziciona distribucija proteina u zrnu jeéma je prikazana u Tabeli 12.
Masti, pepeo i Seceri niskih molekularnih tezina su manje prisutne komponente (Aman
i sar., 1985). Glavna prehrambena vlakna u je¢mu su B-glukan i arabinoksilan, koji
predstavljaju 3-11% i 4-7% suve materije (Aman i Graham, 1987; Miler i Fulcher,

1994). Sadrzaj B-glukana je takode veoma razlicit u razli¢itim vrstama je¢ma.
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JeCam sa voskastim i visoko-amiloznim skrobovima imaju veéi sadrzaj B-glu-
kana nego jeCam sa normalnim skrobom (Ullrich, 1986; Oscarsson 1 sar., 1996). JeCam
sadrzi 2% - 3% minerala (Newman i Newman, 2008). Minerali su svrstani u dve
glavne grupe, makro i mikro elemente, na osnovu njihove koncentracije u hrani. Mine-
ralni elementi u je¢mu su uglavnom koncentrisani u embrionu, perikarpu i aleu-
ronskom sloju (Markoni 1 sar., 2000). Embrion pokazuje visoke koncentracije Mn
(>30%), dok aleuronske subfrakcije imaju najvec¢u koncentraciju Mg. Distribucija Cu,
Zn 1 Fe je takode mnogo veca na ventralnoj strani u poredenju sa dorzalnom stranom.
Najprisutniji makroelementi u je¢mu su P, K 1 Si, a medu mikroelementima su glavni
predstavnici Fe, Mn i Zn. U nutritivnom smislu fosfor je najvazniji element, a u zrnu
je€ma je prisutan u obliku fitinske kiseline.

Zrno je¢ma sadrzi sve vitamine 1 holin sa izuzetkom vitaminima A, D, K, By, 1
C. Od glavnih zitarica, jeCam sadrzi najvecu koli¢inu u masti rastvorljivog vitamina E
(tokoli, Kerchoffs i sar., 2002). JeCam sadrzi svih osam izomera, Cetiri tokoferola (a-T,
B-T, y-T i 6-T) i Cetiri tokotrienola (a-T3, B-T3, y-T3 i 6-T3) (Morrison , 1978).

2.3.2.3. Antioksidativni profil jecma

Polifenoli, kao §to su proantocijanidinski oligomeri, uklju¢ujuéi procijanidine
B3 i C3 i prodelfinidin B3 i C3 su prisutni u mekinjama je¢ma (McMurrough i sar.,
1996) 1 pokazano je da ispoljavaju sli¢ne ili ve€e antioksidativne aktivnosti nego kate-
hin (Tamagava i sar., 1999). Je€am sadrzi Sirok spektar fenolnih antioksidanata, uklju-
cujuci derivate benzoeve 1 cimetne kiseline, flavonole, flavone, flavanone, ¢alkone,
proantocijanidine, kvinone i amino fenolna jedinjenja prisutna u slobodnim i vezanim
formama (Hernanz i sar., 2001).

Sadrzaji vezane ferulne kiseline (50 mg/kg) i p-kumarinske kiseline (3 mg/kg)
u je¢mu su mnogo nizi nego kod ostalih zitarica (Clifford, 1999). Tokom fermentacije
je¢menih mekinja, moZze nastati novi ljubicasti pigment koji se zove hordeumin, koji je

vrsta antocijanin-taninskog pigmenta.
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Aktivnost vezanja slobodnih radikala od strane ovog fenolnog jedinjenja se
poveéava sa duzinom fermentacije (Tamagava i sar., 2000). Pretpostavlja se da je ak-

tivnost vezanja slobodnih radikala hordeuma rezultat aktivnosti proantocijanidina.

2.3.3. OVAS

Ovas je zitarica poreklom iz Mediterana (Iberijsko poluostrvo, severozapadna
Afrika) i Bliskog istoka (Iran, Irak i Turska). Medutim, ovas se i dalje smatra kao
jedna od najstarijih kultura koju gaji covecanstvo. Zrna ovsa koja datiraju iz 10500
godine pre nove ere su pronadena u pecini Franchti u Grékoj (Hansen i Renfrew, 1978;
Youngs i sar., 1982, Murphy i Hoffman, 1992)).

Ovas je donesen U SAD i juznu Kanadu izmedu 1500 - 1800, kao sto¢na hrana
od strane imigranata i istrazivaca iz Velike Britanije i Spanije, a isto tako i u Australiju
I Novi Zeland, gde je postao vazan zimski usev. Danas je proizvodnja ovsa Sesta po
statistici svetske proizvodnje, nakon kukuruza, psenice, jeCma, sirka i prosa. Ovas
predstavlja ~ 1% od ukupne proizvodnje Zitarica. Sirom sveta, proizvodnja ovsa je u
stalnom opadanju, jer je potraznja ovsa za ishranu konja naglo smanjena, a i farme su
postale mehanizovane.

Ipak, u poslednjih pet godina proizvodnja ovsa se stabilizovala na nesto vise
od 24 miliona tona. Kanada, Rusija, SAD, 27 drzava Evrope (EU) i Australija pred-
stavljaju ~ 77% svetske ponude zrna ovsa, semena i ovsa industrijske klase. Prinos u
vecini regiona kre¢e se od 1,4 do 3,7 tona/ha™, a proseCan globalni prinos je 2,24
tona’/ha™ . Najveci prinos se javlja u Irskoj sa 7,1 suvih tona/ha™ 1 viSe od tri puta je

veéi od prose¢nog globalnog prinosa.
2.3.3.1. Opis i struktura zrna ovsa
Struktura zrna ovsa je prikazana na slici 15. Krupa (plod) nalazi se na suprot-

noj strani od embriona. Krupa je ¢vrsto pokrivena trupom ili ljuskom koja se razvila iz

leme i palee.
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Ljuska predstavlja oko 30 - 40% od ukupne mase zrna i uglavnom se sastoji
od celuloze i hemiceluloze (Welch, 1995) sa jednim manjim delom lignina ili pove-
zanih fenolnih jedinjenja. Unutar zasStitne ljuske, krupa ima slican izgled kao druge
uobicajene zitarice (Slika 15), kao $§to su pSenica i jeCam iako je plod (krupa) jeCma
duzi i tanji nego kod pSenice ili jema. Ona je, medutim, pokrivena brojnim trihomama

(ili kosastim izbo¢inama) lociranim uglavnom na distalnom kraju jezgra.

Trihome (dladice)

Telo

Endosperm
Aleuronske éelije
Mekinje

Skutelum

Plumula

Korengi¢

Slika 15. Struktura i anatomija zrna ovsa.
Izvor: Arendt i Zannini (2013)

Krupa (plod) se sastoji od tri glavna dela: mekinja, endosperma i klica. Klica
¢ini 3% od tezine ploda, mekinje su 38 - 40% i skrobni endosperm je 58 - 60%
(Lasztity, 1998). Razlike su kako zbog razlicitih vrsta kao 1 zbog Zivotne sredine u
kojoj rastu. Polaze¢i od spoljne strane ploda, mekinjasti slojevi ploda, a posebno
aleuronski sloj, naro€ito su bogati vitaminima, mineralima, fitatom i antioksidantima
(Marlett, 1993; Kent i Evers, 1994). Mekinjasti sloj se sastoji od perikarpa, omotaca
semena, aleuronskog sloja i vec¢i deo ispod aleurona, skrobnog endosperma kojeg ima

viSe nego u pseni¢nim mekinjama.
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Hemijski, ovas mekinje sadrze 67,9% ugljenih hidrata, 15 - 22% dijetetskih

vlakana i proteina, 10,4% B-glukana, 8,6% masti, 1,3 mg/100 g niacina, 171 mg/100g
magnezijuma, 6,4 mg/100 g gvozda, 0,17 mg/100 g bakra, 441 mg/100 g kalijuma i
manje od 0,5 mg/100 g a-tokoferola (Marlett, 1993). Endosperm je primarno mesto za
skladiStenje proteina, skroba, lipida i B-glukana i1 ograden je samo jednim tipom celija.
B-glukani se uglavnom nalaze u zidu ¢elija endosperma. Oni su nerazgranati polisaha-
ridi B-D-glukopiranozil jedinica sa 70% 1 - 4 povezanih i do 30% 1-3 povezanh (Butt i
sar., 2008). Vecina proteina, lipida i f-glukana se nalaze u perifernim regionima skrob-
nog endosperma, dok u unutrasnjim regionima zrna, skrob dominira (Miller i Fulcher,
2011).

Sa hemijske tacke gledista, klica ovsa sadrzi visoke nivoe proteina i lipida, ali
veoma malo skroba. Proteinska tela klice (skutelarna parenhima) sadrZe fitinske glo-
boide koji sekvestriraju vec¢i deo fosfora u plodu, kao i gvozde, magnezijum, mangan,
kalijjum 1 kalcijum doduSe u manjim koli¢inama (Buttrose, 1978). Botanicki gledano,
embrion predstavlja oko 3% od ukupne mase zrna. Formirana je od embrionalne ose i

skuteluma i predstavlja pouzdanu strukturu sposobnu metabolicke aktivnosti.

2.3.3.2. Nutritivna vrednost ovsa

Ovas (Avena sativa) je odli¢an izvor energije iz njegovih ugljenih hidrata i
bogat je izbalansiranim proteinima sa korisnim sastavom esencijalnih amino-kiselina,
povoljnom profilu masnih kiselina, sa visokom koli¢inom nezasi¢enih masnih kiselina
i velikom koli¢ininom u vodi rastvorljivih B-glukana i antioksidanata (Hahn i sar.,
1990; Butt Sadik i sar., 2008). On je takode dobar izvor nekoliko mikronutrijenata,
uklju€ujuéi minerale, kao Sto su bakar, cink, kalcijum, gvozde, magnezijum 1 mangan,
tokoferola, tiamina (B1), riboflavina (B2) i piridoksina (B6) (Souci i sar., 2008 ; Belitz
i sar., 2009).

Ovas takode sadrzi nekoliko fitojedinjenja, ukljucujuéi fenolne kiseline, flavo-
noide, sterole 1 fitinsku kiselinu. Ona daju dobre koli¢ine rastvorljivih 1 nerastvorljivih

vlakana. Rastvorljiva vlakna ovsa su u posebnom obliku poznatom kao p-glukan. Istra-
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Zivanja pokazuju da kada se ovaj oblik vlakana konzumira kao deo zdrave niskomasne
ishrane, ona mogu da smanje rizik od koronarne bolesti srca smanjivanjem nivoa
holesterola u krvi. Bilal 1 sar., (2014), su pronasli da postoji metabolicki uticaj dijete sa
mnogo vlakana ovsa (dobijenih od ovsenih mekinja) na nivoe glukoze u krvi i ukupni
holesterol kod grupa muZzjaka pacova sa aloksan indukovanim dijabetesom 1 induko-
vanom hiperholesterolemijom. Nerastvorna vlakna ovsa stvaraju veliku masu u cre-
vima i tako mogu razblaziti delovanje karcinogena, ¢ime se smanjuje rizik od raka
debelog creva.

Takode je objavljeno da konzumacija ovsa povecava sposobnost Sirenja arte-
rija. Pored toga, ovas ima jedinstvene polifenole sa antioksidativnom aktivnosti koji se
nazivaju avenantramidi, koji se nalaze samo u zrnu ovsa. Ovsena zrna karakteriSe
posebno dobar hemijski sastav, a kombinacija nutrijenata prisutnih u ovoj sirovini ga
¢ini korisnim sastavnim delom ljudske ishrane (Hahn i sar., 1990; Bartnikowska i sar.,
2000; Butt Sadik i sar., 2008).

Najveci deo ovsenih proteina je izgraden od globulina (oko 80% ukupnih pro-
teina), a ostatak (odnosno oko 20%) od prolamina i glutenina (Pedo i sar., 1999; Bart-
nikowska i sar., 2000; Salehifar i Shahedi, 2007; Sontag-Strohm i sar., 2008).Visok
procenat globulina je tipi¢an samo za ovsene proteine (Tabela 12) jer u ostalim zita-
ricama, ova frakcija predstavlja samo oko 10-15% svih proteina (Bartnikowska i sar.,
2000, Salehifar 1 Shahedi, 2007; Kohajdova i Karovi¢ova, 2008).

Tradicionalno, Zitarice (pSenica, jeCam i ovas) predstavljaju vodece poljopriv-
redne proizvode u velikom broju zemalja Sirom sveta. Za vec¢inu stanovniStva one su i
dalje glavna hrana. Preko 50% energetske vrednosti jednog prose¢nog dnevnog obroka
u ishrani svetskog stanovni$tva je obezbedena od strane ove grupe proizvoda. Osim
visokog udela koji imaju u ishrani stanovniStva, Zitarice predstavljaju osnovu za inten-

zivniji razvoj stoke, a takode su znac¢ajna industrijska sirovina (Porovic i sar., 2006).
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2.3.3.3. Antioksidativni profil ovsa

lako je B-glukan najpoznatije zdravstveno benefitno jedinjenje u zobi, druga
jedinjenja kao §to su nutritivno atraktivne masne kiseline i steroli u lipidima, kao i
druga manja bioaktivna jedinjenja mogu povecati zdravi imidZ ovsa. Fenolna jedinje-
nja i tokoli se uglavnom smatraju odgovornim za antioksidativne aktivnosti ovsa
(Hammond, 1983; Forssell i sar., 1990). Steroli iz ovsa takode imaju antioksidativne
osobine (White i Armstrong, 1986; Kahlon, 1989). Forssell i sar. (1992) navode da je
lecitin iz ovsa bolji antioksidans od lecitina iz soje ili uljane repice. Emmons i sar.
(1999) su utvrdili da je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u ovsu znacajno u kore-
laciji sa antioksidativnom aktivnosti. Ovas sadrzi uglavnom tokole rastvorljive u lipi-
dima (vitamin E) i vodorastvorane vitamine B grupe. Glavni tokoli u ovsu su a-toko-
feroli i a-tokotrienoli (Hammond, 1983).

Ovas 1 ovseni proizvodi sadrze visoke koli¢ine tiamina 1 pantotenske kiseline
(Lockhart 1 Hurt, 1986) i posebno su bogati biotinom u poredenju sa drugim Zitaricama
(Lasztiti, 1998). Fenolna jedinjenja deluju kao deo odbrambenog mehanizma biljaka,
Stite¢i biljku od patogena, Stetocina i drugih uslova stresa (suSe, ultraljubiaste svet-
lost, itd). Oni poseduju antimikrobna, antioksidativna i antikarcinogena svojstva (Pratt,
1992). Ovas sadrzi hinone benzoeve kiseline, derivate cimetne kiseline, flavone, fla-
vonole, flavanone, antocijanidine, aminofenole i prekursore ovih jedinjenja (Collins i
Webster, 1986). Ovseno brasno sadrzi 87 mg/kg fenolnih kiselina, a glavna kom-
ponenta je ferulna kiselina (Sosulski i sar., 1982).

Avenantramidi su posebni fenoli u ovsu, koji se smatraju centralnim jedinje-
njima mehanizma odbrane (Collins, 1989; Dimberg i sar., 1993). Avenantramidi su
pokazali da imaju jaku antioksidativnu aktivnost (Peterson i sar., 2001) i avenan-
tramidi se javljaju kao konstitutivne komponente zrna ovsa (Mattila i sar., 2005). U
listovima ovsa avenantramidi nisu otkriveni, sve dok listovi nisu inokulisali sa pato-
genom zvanim rda ovsene krunice, Puccinia coronata f. Sp. avenae (Miiagava i sar.,
1995) ili drugim gljivicnim elicitorom kao S$to je viktorin. Klijanje znacajno povecava

koli¢inu avenantramida (Kaukovirta-Norja i sar., 2001).
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2.4. KLIJANCI OVSA, JECMA I PSENICE KAO KOMPONENTE
FUNKCIONALNE HRANE

U poslednjim decenijama proSlog veka paznja strucnjaka, koji se bave zdra-
vom ishranom, se sve vise okretala prema odredivanju bioloske vrednosti nutritivnih
klijanaca (Penas i sar., 2008). Brojne studije su pokazale da se nutritivni i hemijski
profil menja posle klijanja zrna Zitarica, kao Sto su pSenica, jeCam 1 ovas (Price, 1988).
Proces klijanja podrazumeva niz aktivnih i sloZenih biohemijskih i fizioloskih reakcija,
Sto dovodi do opseznih promena u sastavu i/ ili morfologiji (Lin 1 sar., 2006; Chiou 1
sar., 1997). Klijanci se formiraju iz semena u toku klijanja. Klijanci su izvanredni
izvor proteina, vitamina i minerala i sadrze i hranjive materije bitne za odrzavanje
zdravlja, kao $to su glukozinolati, fenoli, jedinjenja koja sadrze selen 1 flavonoidi.

(Sangronis i Machado, 2007).

2.4.1. PSENICNI KLIJANCI

Klijanci su poznati veoma dugo, uglavnom u istocnim zemljama, a poslednjih
nekoliko godina su postali veoma popularni i1 Siroko prihvaceni kao funkcionalna
hrana zbog svojih nutritivnih 1 zdravstvenih osobina. Hidroliti¢ki enzimi aktivirani to-
kom procesa klijanja pSenice dovode do degradacije skroba i drugih polisaharida, kao i
proteina, $to dovodi do povecanja redukovanih seéera, rastvorljivih dijetalnih vlakana,
peptida i aminokiselina, kao i oslobadanja nerastvornih fenolnih jedinjenja, koji su ko-
valentno vezani za polisaharide ¢elijskog zida (Hung i sar., 2012).

Biohemijski procesi, koji se javljaju tokom klijanja, mogu da generiSu bioloski
aktivne komponente, kao $to su riboflavin, tiamin, biotin, pantotensku Kiselinu, niacin,
vitamin C, tokoferol i fenolna jedinjenja i mogu povecati njihovu biodostupnost
(Moongngarm i Saetung, 2010). Klijanje pSenice je predlozeno kao jeftin i efikasan
metod za unapredenje antioksidativnog kapaciteta brasna povecanjem koli¢ine anti-
oksidanata male molekulske mase (Alvarez-Jubete i sar., 2010). Poboljsanjem efi-

kasnosti hidrolitickih enzima, klijanje podrzava biohemijske mehanizme kod ljudi, |
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stoga se moze smatrati nekom vrstom predvarenja koje pomaze da se razbiju visoko-
molekulska kompleksna jedinjenja u njihove gradivne komponente za koje se smatra
da imaju mnoge fizioloSke aktivnosti koje uti¢u na bolesti opasne po zivot (Komatsu-
zaki i sar., 2007).

Za razliku od povecanja nivoa bioaktivnih jedinjenja tokom klijanja, druge
osobine klijane pSenice vazne za peCenje hleba se drasticno smanjuju, Cineé¢i tako
njihovo koris¢enje ograni¢enim.

Osim toga, zbog povecanog sadrzaja slobodnih aminokiselina i redukuju¢ih
Secera, klijana pSenica moZe potencijalno promovisati Maillardovu reakciju (Abder-
rahim i sar., 2012). Zili¢ i sar. (2014) su utvrdili da klijanje bragna od integralnog Zita
povecéava njegovu nutritivnu vrednost. Tokom klijanja intenzivna je biosinteza
tokoferola, niacina i riboflavina u embrionalnoj osi. Povecanje koncentracije fenolnih
jedinjenja uslovljeno biosintezom ili oslobadanjem tih jedinjenja putem indukovane
enzimske hidrolize tokom klijanja, doprinosi povecanju antioksidativnog kapaciteta

cele pSenice / brasna.

2.4.2. JECMENI KLIJANCI

JeCam je jedan od najvaznijih svetskih useva. To je zato $to njegova zrna nisu
samo odlican izvor energije, nego se takode i1 Siroko koristi u procesuiranim namir-
nicama zbog svog jedinstvenog ukusa i fizioloske koristi. Je¢meni klijanci privukli su
veliku paznju poslednjih nekoliko godina kao funkcionalna hrana u mnogim zem-
l[jama, a posebno u Japanu i Koreji. Objavljeno je da listovi je¢ma poseduju korisna
svojstva, kao Sto antioksidativna, hipolipidemi¢na, antidepresivna, kao i1 antidija-
beti¢ne efekte (Kamiiama i Shibamoto, 2012; Yu i sar., 2002). Ovako raznolik spektar
zdravstvene Koristi je verovatno zbog prisustva Sirokog spektra sekundarnih metabolita
koji se nalaze u jeCmu.

Na primer, Ferreres i sar., (2009) su objavili da je€am sadrzi 28 fenoliranih
glikona koji su rastvorljivi u vodi, a ¢ija je najprisutnija komponenta izoorientin-7-O-
glikozid (lutonarin). Nedavno je utvrdeno da su saponarin 1 lutonarin odgovorni za

jako antioksidantno delovanje mladih zelenih listova je¢ma (Kamiiama i Shibamoto,
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2012; Benedet i sar., 2007). Ekstrakti je¢menih klijanaca (BS) sadrze polikosanole sa
znacajnim nivoima polifenola. Polikosanoli se uglavnom nalaze u vosku biljne kuti-
kule 1 prirodna su meSavina dugolancanih alkohola koji imaju izmedu 24 i 32 atoma
ugljenika i mogu smanjiti koncentraciju holesterola u plazmi putem AMPK zavisne
fosforilacione inhibicije HMGCR (Sing i sar., 2006).

Seo i sar. (2013), su objavili da koncentracija polikosanola (PCs) raste u fazi
rasta jeCmenih izdanaka do 10 dana posle klijanja, a zatim se smanjuje. PCS su me-
Savina zasi¢enih linearnih, dugolancanih (Cy - Cg4) primarnih alkohola iz voskova
biljaka, a snizavaju holesterol, spre¢avaju oksidaciju lipoproteina male gustine (LDL) i
agregaciju trombocita (Singh i sar., 2006;. Viola i sar., 2008; Sakouhi i sar., 2010).
Veruje se takode da su ova jedinjenja efikasna u prevenciji ateroskleroze i trombo-
embolijskih poremecaja. Lee 1 sar. (2015), su pokazali da klijanci jeCma (BS) reguliSu
AMP-aktivirane protein kinaze (AMPK), sterolni regulatorni element vezujucih pro-
teina-2 (SREBP2) i acetil-CoA acetiltransferazu-2 (ACAT?2) sa viSestrukim bioloSkim
mehanizmima, $to rezultira smanjenim nivoima plazma LDL holesterola 1 koncentra-
ciji glukoze, vodeéi poboljsanju stanja steatoze jetre. Klijanci je¢ma indukuju aku-

mulaciju hepati¢nih lipida aktiviranjem autofagijskog puta (Slika 16).

(: ) > (: ) HMGGR
mSREB izraz \
Klijanci

@ Biosinteza
je¢ma holesterola \
holesterol
/ @plazme
@ P-AMPK —>® HMGGR
aktivnost
Intracelularna
@ Acatz — (L) akumulacija
holesterola

ATG akumulacija
@ LAMP —» @ Autofagije ®I|p|dau1etr|
LC3

FBPase —p Glukoza
@ be @ Glukoneogeneza —— @ plazma

Slikal6. Uticaj klijanca jecma na metabolizam holesterola i glukoze
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Ilona 1 sar. (2011), su utvrdili da je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja 1 vita-
mina E razliCitih sorti jema povecan posle njegovog natapanja 1 klijanja u poredenju sa

celim zrnima.

2.4.3. OVSENI KLIJANCI

Poslednjih nekoliko godina, ovas je privukao istrazivacku i komercijalnu paz-
nju uglavnom zbog visokog sadrzaja B-glukana i fenolnih jedinjenja sa visokim anti-
oksidativnim aktivnostima (Gray i sar., 2000; Liu i sar., 2004; Malkki i sar., 2004;
Peterson i sar., 2001 ).

Proces klijanja je, takode, jedna od metoda koja je koriS§¢ena za poboljSanje
funkcionalnosti proteina iz semena ovsa (Kaukovirta - Norja i sar., 2004).

Tokom klijanja, proteini semena ovsa se razgraduju i tako se povecava sadrzaj
rastvorljivih proteina (Wu, 1983) i time su poboljSana svojstva proteina ovsa bez po-

trebe za njihovom hemijskom modifikacijom.
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3.0. MATERIJAL | METODE

Eksperimentalni deo ove doktorske disertacije je uraden u laboratorijama:
Odeljenja za Organsku hemiju Tehnoloskog Fakulteta Novi Sad, Univeziteta u Novom

Sadu i Poljoprivrednog Fakulteta Novi Sad, Univeziteta u Novom Sadu.

3.1. HEMIKALIJE

Standardi 1 reagensi koji su koriS¢eni za kvantifikaciju 1 kvalifikaciju ukupnog
sadrzaja fenolnih jedinjenja (TPC) i ukupnog sadrzaja flavonoida (TFC) su bili: galna,
protokatehinska, vanilinska i siringinska kiselina. Katehinska, epikatehinska. kafena,
hlorogenska, p-kumarna, ferulna, p-hidroksibenzoeva i sinapinska kiselina, kao i kver-
cetin, rutin, luteolin, miricetin, apigenin, isoramnetin, kempferol, Folin-Ciocalteu rea-
gens i troloks reagens. nabavljeni su od Sigme (Sigma - Aldrich Co., St Louis, SAD).
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske ki-
seline) (ABTS") radikali su koris¢eni za analizu antioksidativnog kapaciteta zamrznu-
tih klijanaca (FDS). Pepsin i pankreatin su kori$¢eni za simulaciju Zeluda¢nih i crevnih
fluida (SGF,SIF) probave fenolnih jedinjenja. a-glukozidaza, 4-nitrofenil a-D-gluko-
piranozid i natrijum diklofenak koris¢eni su za procenuantihiperglinemijske i anti-
inflamatorne aktivnosti. Svi drugi upotrebljeni reagensi i hemikalije u eksperimental-

nom radu bili su analiti¢ke &istoée, proizvedeni u Lach-Ner (Brno, Ceska Republika).
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3.2. BILINI MATERIJAL 1 USLOVI KLIJANJA

Sest sorti Zitarica ispitivanih u ovoj disertaciji: pSenica Spelt, Simonida,
(WSSPE, WSSIM) jecam, hibrid “NS565” (Hordeum vulgare L. ssp distichum.)
(BSNS) i ne-hibridna sorta ”Golozrni” (Hordeum vulgare var nudum.) (BSG), i ovas
Golozrni, Jadar (OSG, OSJ) su prikazani u slici (Slika 17). Sve sorte je donirao Institut
za ratarstvo i povrtarstvo (NS seme), Novi Sad, Srbija. Klijanje je izvrSeno prema
metodi koju je opisao Vale i sar. (2014) sa malim izmenama. Cista semena su pre-
CiS¢ena sa rastvorom vodonik-peroksida (H,0,) (5%, v/v) tokom5 minuta i zatim na-
topljena u vodi tokom 6h u mraku, isusena i isprana destilovanom vodom. 40g natop-
lljenog semena su raSirene na filter papir u kruzne keramicke tacne za klijanje i
ostavljene preko no¢i, 15h u mraku, na sobnoj temperaturi.

Ciklus Klijanja se sastojao od svetlog rezima (10.000 luksa) tokom 18h i
tamnog rezima od 6h. Ukupni tretman je trajao sedam dana, gde su se za Sest dana su
ritmicki naizmeni¢no izmenjivali svetli 1 tamni rezim. Prva tri dana kruzne keramicke
tacne su prekrivene perforiranim parafilmom i prskane vodom nekoliko puta u toku
dana. Posle tri dana, parafilm je uklonjen i koriS¢en je ovlaziva¢ vazduha. Visak
teCnosti je dekantovan jednom dnevno. Klijanci su sakupljeni posle sedam dana kli-
janja, a zatim zamrznute na -80 °C i osusene liofilizacijom u liofilizatoru Alpha 2-4
LSC Martin Christe, Osterode, Germani. Osuseni klijanci su samleveni u komerci-
jalnom mlinu (Moulinex, Francuska), a zatim propusteni kroz sito od 0,5 mm. Dobi-
jeni prah klijanaca (SP) (Slika 18) je upakovan u vakuumske plasti¢ne kese i uskla-
disten na -20°C.
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s :
= W

ovas Golozrni ovas Jadar

Slika 17. Sorte ispitivanih Zitarica
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Prah klijanaca pSenice Simonida Prah klijanaca pSenice Spelta

Prah klijanaca jeéma Golozrni

Prah klijanaca ovsa Jadar

Prah klijanaca ovsa Golozrni

Slikal18. Sest sorti ispitivanih klijanaca
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3.3. EKSTRAKCIJA LIOFILIZIRANIH KLIJANACA

Koli¢ina od 10 g homogenizovanih praskastih uzoraka liofilizovanih klijanaca
(LK) ekstrahovana je sa 100 ml metanola (70%, v/v). Zatim je ekstrakcija nastavljena
u ultrazvu¢nom kupatilu na sobnoj temperaturi tokom 20 min, a potom je smesa me-
Sana koriS¢enjem laboratorijskog Sejkera na 200 rpm (Unimax 1010, Heidolph In-
struments GmbH, Kelheim, Nemacka) zasti¢ena od svetla tokom 2h, na sobnoj tem-
peraturi. Dobijeni ekstrakti su filtrirani upotrebom filter papira (Whatman paper No.1).
Dobijeni ekstrakti sakupljeni su u volumetrijskom balonu koji je pokriven alumini-

jumskom folijom u cilju zastite od svetlosti i cuvani na 4°C.

3.4. ANALITICKE PROCEDURE

Sve spektrofotometrijska merenja su izvedena koris¢enjem UV 1800 spek-
trofotometra (Shimadzu, Kioto, Japan), osim kod testa a-glukozidaze. Merenja kod
ovog testa su izvrSena koriste¢i Multiskan GO c¢ita¢ mikroplo¢a (Thermo Fisher
Scientific Inc, Valtham, MA, SAD).

Za HPLC analizu je koris¢en Prominence hromatografski sistem Shimadzu,
koji se sastojao od LC-20AT binarne pumpe, CTO-20A termostata i SIL-20A auto-
semplera povezanog sa SPD-20AV UV / VIS detektorom (Shimadzu, Kioto, Japan).

3.4.1. ODREPIVANJE FITOHEMIJSKOG SADRZAJA U KLIJANCIMA
3.4.1.1. Ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja (TPC)
Ukupni sadrzaj fenolnih jedinjenja (TPC) odreden je koriS¢enjem Folin-
Ciocalteu reagensa prema modifikovanoj metodi (Singleton, i sar., 1999). Reakciona
smeSa pripremljena je meSanjem 0,1 ml preciS¢enog ekstrakta, 7,9 ml destilovane

vode, 0,5 ml Folin-Ciocalteu reagensa i 1,5 ml 20% rastvora Na,CO3. Uporedo je

pripremljena i kontrola: 8 ml destilovane vode, 0,5 ml Folin-Ciocalteu reagensa i
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1,5ml 20% rastvora Na,COj3. Alikvot 0,1 ml ekstrakta u metanolu (koncentracije 0,1

g/ml) 1 g / ml je dodat u 7,9 ml destilovane vode i 0,5 ml Foline-Ciocalteu reagensa.
Nakon 2 h izmerene su apsorbance na Amax = 750 nm sa UV-1800 spektrofotometrom
(Shimadzu, Kioto, Japan). IzvrSeno su kvantitativna merenja, zasnovana na stan-
dardnom kalibracionom krivom sa koncentracijama galne kiseline u opsegu od (0,1 do
1,0 mg/ml). TPC je izrazen kao ekvivalent galne kiseline (GAE) u mg/100 g suve

mase klijanaca. Podaci su prikazani kao srednja vrednost = SD za tri ponavljanja.

3.4.1.2. Ukupan sadrzaj flavonoida (TFC)

Ukupno sadrzaj flavonoida (TFC) je odredivan koriS¢enjem kolorimetrijsku
testa (Zhishen i sar. 1999). Alikvot (1 ml) ekstrakta (koncentracija 0,19 / ml) je dodat u
odmerni sud od 10 ml koja je sadrzala 4ml destilovane H,O. Na samom pocetku
reakcije je dodato 0,3ml 5% NaNO, i 0,3 ml 10% AICI; 5 minuta kasnije. Nakon 6
minuta, dodano je 2 ml 1M NaOH rastvora i odmerni sud od 10ml dopunjen je
destilovanom H,O. Rastvor je dobro pomesan, a apsorpcija je merena na 510nm sa
UV-1800 spektrofotometrom (Shimadzu, Kioto, Japan) sa kontrolom koja je pri-
premljena na isti nacin, samo zamenom ekstrakta sa destilovanom vodom. IzvrSena su
kvantitativna merenja, zasnovana na standardnoj kalibracionoj krivi sa koncen-
tracijama rutina u opsegu od (0,025 do 0,5 mg/ml). TFC je izraze kao ekvivalent rutina
(Re) u mg/100 g suve mase klijanaca. Podaci su prikazani kao srednja vrednost +£ SD

za tri ponavljanja.

3.4.1.3. Odredivanje sadrzaja polifenolnih jedinjenja HPLC metodom
Kvantifikacija polifenolnih jedinjenja u ekstraktu liofilizovanih klijanaca

izvrSena je tecnom hromatografijom visoke rezolucije (High Perfomance Liquid Chro-

matography, HPLC) na uredaju Shimadzu Prominence (Shimadzu, Kioto, Japan), koji
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sadrzi LC-20AT binarnu pumpu, CTO-20A termostat i SIL-20A automatski dozator

povezan sa SPD-20AV UV/Vis detektorom.

Hromatogrami su snimljeni pri razli¢itim talasnim duZinama: 280 nm za
derivate p-hidroksibenzoeve kiseline (galna, protokatehinska, vanilinska i siringinska
Kiselina) i za elaginsku kiselinu, 320 nm za derivate hidroksicimetne kiseline (kafena,
hlorogenska, kumarinska, ferulna, sinapinska i ruzmarinska kiselina) i za gentisinsku
kiselinu, 360 nm za flavonoide (kvercetin, rutin, luteolin, miricetin, kempferol, ka-
tehin, epiktehin i epikatehingalat) i 520 nm za antocijane.

Razdvajanje je izvrSeno na Luna C-18 RP koloni, 5 pm, 250 x 4,6 mm
(Phenomenex, Torens, Kalifornija, SAD), koja je zastiCena pretkolonom C18, 4 x 30
mm (Phenomenex, Torens, Kalifornija, SAD). Kao mobilna faza koriS¢en je sistem
rastvaraca: A (acetonitril) 1 B (1% mravlja kiselina) pri protoku od 1 ml/min 1 pri-
menom sledeceg linearnog gradijenta: 0 - 10 min od 10 do 25% A; 10 - 20 min
linearan porast do 60% A, od 20 do 30 min linearan porast do 70% A. Kolona je
uravnotezena na pocetne uslove, 10% A, 10 min uz dodatnih 5 min za stabilizaciju.
Standardi polifenolnih jedinjenja su rastvarani u 50% metanolu, a uzorci ekstrahovani
vodom. Svi uzorci i rastvaraci su filtrirani pre analize kroz membranske filtre veliine
pora 0,45 um (Millipore, Bedford, Masacusets, SAD). Identifikacija 1 kvantifikacija

dobijenih pikova izvrSena je sa LC Solution Software (Shimadzu, Kioto, Japan).

3.4.1.4. Sadrzaj ukupnog hlorofila (TChl), hlorofila a (Chl a) i hlorofila b (Chl b)

Sadrzaji ukupnog hlorofila (TChl), hlorofila a (Chl a) i hlorofila b (Chl b) su
odredeni spektrofotometrijskom metodom (Lichtenthaleru 1987). Absorbancija ace-
tonskih ekstrakata klijanaca je merena na 645 i 663 nm sa UV-1800 spektrofoto-
metrom (Shimadzu, Kioto, Japan), a sadrzaj hlorofila je izra¢unat prema slede¢im

formulama;
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TChl =20.20 x A645 + 8.02 x A663
Chla=11.24 x A663 - 2.04 x A645
Chlb=20.13 x A645 - 4,19 x A663

gde su A645 i A663 absorpcije acetonskih ekstrakata klijanaca na 645 i 663 nm.

Rezultati su izrazeni kao mg hlorofila po 100 g suve mase klijanaca.

3.4.1.5. Ukupan sadrzaj karotenoida (TCX)

Ukupni sadrzaj karotenoida u acetonskom ekstraktu klijanaca, koji je pored
hlorofila sadrzo i karotene i ksantofile (TCX), su mereni na 470 nm (karoteninoidni
region) i odredivani prema metodi po Lichtenthaleru (1987). Ukupni karotenoidi su

Izracunati prema slede¢oj formuli:

TCX =[(1000 x Abs470 nm -1.90 x Chl a - 63.14 x Chl b) / 214]

Rezultati su izrazeni kao mg karotenoida po 100 g suve mase klijanaca.

3.5. ODREPIVANJE BIOLOSKE AKTIVNOSTI KLIJANACA

3.5.1. ANTIOKSIDATIVNI KAPACITET DPPH TEST (ACpppn)

Slobodni DPPH radikali se najceS¢e upotrebljavaju u antioksidativnim testo-
vima za odredivanje sposobnosti prirodnih sekundarnih metabolita prisutnih u ekstrak-
tima da predaju labilan vodonikov atom slobodnim radikalima. Ovaj mehanizam pred-
stavlja najée$¢i i najjednostavniji mehanizam antioksidativne zastite DPPH® +AH —
DPPH-H + A®). DPPH radikal je stabilan slobodni radikal.

Zbog nesparenog elektrona DPPH* apsorbuje svetlost u vidljivom delu spek-

tra, na talasnoj duzini od 517 nm (jarko ljubiCasta boja). Kada se ovaj elektron spari u
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prisustvu antioksidanata, apsorbanca na ovoj talasnoj duZzini opada, odnosno boja se
menja od ljubicaste do zute. Ova promena se moze pratiti i ESR spektrometrijski,
direktnim pracenjem promene koncentracije DPPH". Transformacija boje iz ljubicaste
u Zutu, i sniZenje ESR signala je stehiometrijski proporcionalna broju elektrona koji su
predati.

Kapacitet ,,skevindZzer* aktivnosti slobodnih radikala — RSC (Radical Sca-
vening Capacity) odreduje se spektrofotometrijski na osnovu redukcije ljubicasto
obojenog DPPH radikala u Zuto obojenu formu DPPH-H. Intenzitet boje srazmeran je
broju ,,uhvacenih* radikala.

Uzorci su pripremljeni na isti nacin kao, i za odredivanje TPC. Reakciona
smeSa je pripremljena u mikrotitar ploci sa 96 otvora.

Rastvori i reagensi:

1. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal (DPPH") - 0,0035 g radikala rastvoreno

je u 10 ml metanola.

2. Etanolni rastvor troloksa (10 mM) - 25 mg rastvoreno je u 10 ml etanola.

Spektrofotometrijsko odredivanje: U otvore mikrotitar plo¢e dodato je 250 pl
rastvora DPPH® i 10 ul uzorka. Mikrotitar plo¢e su drzane u mraku na sobnoj
temperaturi u toku 50 min nakon Cega su apsorbance ocitane na 515 nm sa UV-1800
spektrofotometrom (Shimadzu, Kioto, Japan), koriste¢i metanol kao slepu probu. Za
izradu kalibracione krive je koriS¢en troloks, a rezultati su izrazeni kao ekvivalenti

troloksa (TE) u 100 g uzorka tj. suvog ekstrakta klijanaca (mg TE/100 g).

3.5.2. ANTIOKSIDATIVNI KAPACITET - ABTS TEST (ACagTs)

Ova metoda se zasniva na antioksidativnoj sposobnosti uzorka da veze
ABTS™ u hidrofilnom medijumu. Sposobnost ekstrakata klijanaca da vezuju ABTS"®,
tj ACagts, je odredivana metodom prema Tumbas Saponjac i sar. (2014) merenjem
varijacije apsorpcije na 414 nm nakon 35 min. Antioksidativni kapacitet (ACagTs)

uzorka je izraCunat pomocu sledece jednacine:
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ACpgts (%) = [(Ac - As) / Ac] x 100

gde su Ac i As absorpcije kontrole i uzorka. Rezultati su izracunati kao inhibitorne
koncentracije ekstrakta (mg/ml) neophodne za smanjenje poéetne ABTS™® absorban-
cije do 50% (1Cs,"®™). Rezultati su izraZeni kao mg ili mmol troloks ekvivalenta (TE)

po 100 g suve mase Kklijanaca.

3.5.3. ODREDPIVANJE REDUKCIONE SPOSOBNOSTI (RP)

Antioksidativna sposobnost odredenih jedinjenja povezana sa njihovom
redukcionom sposobnos¢u (Meir i sar., 1995). Redukciona sposobnost je odredena
metodom po Oyaizu (1986), prilagodenoj za mikrotitar plocu sa 96 otvora. Za izradu
kalibracione krive je koriS€en troloks kao standardni antioksidant, a rezultati su
izrazeni kao mg ekvivalenta troloksa u 100 g uzorka, tj. suve mase klijanaca (mg
TE/100 g).

Rastvori i reagensi:

1. 1% kalijum-fericijanid
2. 10% trihlorsircetna kiselina - 10 g CCI;COOH rastvoreno je u 100 ml
destilovane vode;
3. 0,1% ferihlorid - 0,01 g FeCljrastvoreno je u 10 ml destilovane vode;
4.  natrijum-fosfatni pufer pH 6,6, natrijum-fosfatni pufer pH 6,6 je
dobijen meSanjem 62,5 ml rastvora A i 37,5 ml rastvora B:
* rastvor A: 200 mmol/l NaH,PO,
(7,89 NaH,PO4x2H,0 rastvoreno je u 250 ml destilovane vode) i
* rastvor B: 200 mmol/l Na,HPO,
(17,99 Na,HPO4x12H,0 rastvoreno je u 250 ml destilovane vode)

Spektrofotometrijsko odredivanje: PomeSano je 1ml testiranog ekstrakta

(FDS), razli¢itih koncentracija 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 10, 20, 30 i 40 mg/ml sa 1 ml fos-
fatnog pufera (pH 6,6) i 1 ml 1% kalijum fericijanid K5 [Fe (CN) ¢]. adekvatno raz-
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blazenog (finalna apsorbanca po metodi treba da bude u opsegu od 0,2 do 0,8) ili 25 pl
ekstragensa (slepa proba), 25 pl natrijum-fosfatnog pufera pH 6,6 1 25 pl 1% kalijum-
fericijanida. Rastvori su temperirani u vodenom kupatilu 20 min na 50°C. Prohladeni
su, a zatim je u rastvore dodato 1ml 10% trihlorsir¢etne kiseline. Potom su rastvori
centrifugirani na 3000 o/min u toku 10 min. Nakon centrifugiranja, u 2 ml pazljivo
odvojenog supernatanta (rastvor iznad taloga) dodato je 2 ml destilovane vode i 0,4ml
0,1% ferihlorida. Apsorbance su izmerene na talasnoj duzini od 700 nm sa UV-1800
spektrofotometrom (Shimadzu, Kioto, Japan). Rezultati i Rpys vrednost su izrazeni

kao mg ili mmol troloks ekvivalenta (TE) po 100 g BS.

3.5.4. POTENCIJAL INHIBICIJE ENZIMA a-GLUKOZIDAZE (AHGA)

Potencijal inhibicije a-glukozidaze je odreden koris¢enjem metode po Tumbas
Saponjac i sar. (2014).

Rastvori i reagensi:

1.  Pufer: 10 mM kalijum-fosfat, pH 7;

2. Supstrat: 4-nitrofenil a-D-glukopiranozid (2 mM) - 3,01 mg supstrata

rastvoreno je u 5 ml pufera;

3. Uzorak rastvoren u puferu;

4.  Enzim: a-glukozidaza - 1,35 mg enzima rastvoreno je u 1 ml pufera,

odmeren je alikvot od 40 ul u posudu od 10 ml i dopunjeno do crte.

Spektrofotometrijsko odredivanje:

Za ovaj test je 100 mg uzorka preliveno sa 1 ml pufera, smesa je promesana na
vorteksu u toku jednog minuta, zatim centrifugirana u trajanju od 2 min, a zatim je
odvojen supernatant. Reakcione smese su pripremljene u otvorima mikrotitar plo¢a na
slede¢i nacin: 100 pl supstrata je pomeSano sa 20 pl uzorka i 100 pl rastvora enzima.
Apsorbanca 4-nitrofenola oslobodenog iz 4-nitrofenil-a-D-glukopiranozida izmerena
je na 405 nm, pre i nakon inkubacije od 10 min na 37°C i uporedena sa kontrolnom ap-
sorbancom, za izraCunavanje potencijala inhibicije. Potencijal inhibicije (%) je izra-

cunat na osnovu jednacine:
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% 1nhibicije = (AAyontrole = AAuzorka) / AAkontrole 100

gde su AAyontrole 1 AAyzorka Tazlike apsorbanci reakcione smese kontrole 1 sa uzorkom

pre dejstva enzima i nakon 10 minuta inkubacije sa enzimom.

Slepa proba kontrole se sastojala od 100 pl supstrata i 120 pl pufera, kontrola
od 100 pl supstrata, 20 ul pufera 1 100 ul enzima, slepa proba za uzorak od 100 pl
supstrata, 20 pl uzorka 1 100 pl pufera. Slepa proba kontrole 1 uzorka se nije pripre-
mala u triplikatu (samo jedan otvor). Apsorbance kontrole i uzorka su merene u tripli-

katu (tri otvora), a od njih su oduzete vrednosti za odgovarajuce slepe probe.

3.5.5. ODREDPIVANJE ANTIINFLAMATORNE AKTIVNOSTI (AlA) TESTOM
DENATURACIJE PROTEINA

Postoje odredeni problemi u koriS¢enju Zivotinja u eksperimentalnim farmako-
loSkim istrazivanjima, kao $to su eticka pitanja i nedostatak obrazloZenja za njihovo
koris¢enje kada su dostupne druge pogodne metode.

U ovoj studiji je izabran test proteinske denaturacije za in vitro procenu
antiinflamatornih karakteristika klijanaca. Denaturacija proteina tkiva je jedan od
dobro dokumentovanih uzroka inflamatornih bolesti i artritisa. Proizvodnja auto anti-
gena u pojedinim artriticnim bolestima moze biti usled denaturacije proteina in vivo.
Jedinjenja koja mogu spreciti denaturaciju proteina stoga mogu biti korisna za razvoj
antiinflamatornih lekova (Dei i sar., 2011 i Chandra i sar., 2012). Metod: Reakciona
smesa (5ml) se sastojala od 0,2 ml albumina jaja (od svezeg jajeta kokoske), 2,8 ml
fosfatnog pufera (PBS, pH 6,4) i 2 ml razlicitih koncentracija test ekstrakta klijanaca
tako da konacne koncentracije postaju 2,5, 5, 10, 20, 40 1 80 mg/ml. Sli¢ni volumen (2
ml) destilovane H,O sluzio je kao kontrola.

Zatim su smese inkubirane na 37 + 2°C u Buchi inkubatoru (Grejno kupatilo

B-491, Svajcarska) 15min, a zatim je smeSa zagrevana na 70°C tokom Smin. Posle
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hladenja, njihova apsorpcija je merena na 660nm koriste¢i UV-1800 spektrofotometar
(Shimadzu, Kioto, Japan).

Natrijum diklofenak u koncentracijama od (0,25, 1,25, 2,50, 5,00, 7,50, 10,00,
15,00 i 20,00 mg/ml) je koris¢en kao referentni lek i tretiran sli¢no u cilju odredivanja
apsorbancije (Dei i sar, 2011, Chandra i sar., 2012a). Procenat inhibicije denaturacije

proteina je izracunat pomocu slede¢e formule:

AIA % = [(AC — AS) / AC] x 100

gde su AC i AS apsorbance uzorka i kontrole. Rezultati su izracunati kao inhibitorne
koncentracije ekstrakta (mg/ml) neophodnog za inhibiciju 50% denaturacije proteina
(1Cso™").

3.6. IN VITRO SIMULACIJA DIGESTIJE U ZELUDACNOJ I
INTESTINALNOJ TECNOSTI

In vitro digestija i oslobadanje polifenola odredeno je simulacijom uslova
digestije u Zzeludaénoj i intestinalnoj te¢nosti. Zeludaéna (SGF) i intestinalna (SIF)
tecnost su pripremljene po metodi Saikia i sar. (2015).

Priprema zeludacne tecnosti: 0,02 g NaCl pomesSano je sa 0,032 g pepsina i
0,07 ml HCI. Smesi je dodata voda do 1000 ml 1 pH je podeSen na 1,2.

Za ispitivanje je odmereno 1,4 ml SGF u epruvetu od 10 ml, dodato 100 mg
uzorka i inkubirano na 37°C u toku 2 h uz muckanje (80 o/min). Nakon inkubacije,
rastvor je profiltriran i neutralisan dodatkom 0,2 M NaOH.

Priprema intestinalne te¢nosti: 0,068 g monobaznog kalijum fosfata rastvoreno
je u 25 ml vode, dodato je 0,77 ml 0,2 M NaOH, 0,1 g pankreatina i dopunjeno je
vodom do 1000 ml. pH je podesen na 6,8.

Za ispitivanje je odmereno 2,4 ml SIF u epruvetu od 10 ml, dodato 100 mg
uzorka i inkubirano na 36,6°C u toku 2 h bez muékanja. Nakon inkubacije, rastvor je

profiltriran 1 enzimska aktivnost je inhibirana podeSavanjem pH na 1,2 dodatkom
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100ul 3 M hlorovodoni¢ne kiseline na 2 ml filtrata. Nakon 15 min rastvor je neutra-
lisan (pH=7) dodatkom 900 pul 0,2 M natrijum-hidroksida.

U oba uzorka odreden je sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja metodom
Folin-Ciocalteu (Singleton i sar., 1999).

3.7. STATISTICKA ANALIZA

Svi podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija od naj-
manje tri nezavisna eksperimenta. Podaci su analizirani analizom varijanse (ANOVA
postupak), zatim Tukey-Kramer testom visestrukog poredenja za procenu znacajne
razlike izmedu parova srednjih vrednosti. Nivo zna¢ajnosti je 95% u svim slucajevima
(p < 0,05). Stepen linearne veze izmedu dve varijable je merena koriS¢enjem Pear-
sonovog koeficijenta korelacije (r). 1Csq vrednosti su izracunate koris¢enjem best-fit
modela regresije. Svi podaci su analizirani kori§¢enjem softvera Microsoft Office

Excel 2007.
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4.0. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. FITOHEMIJSKA ANALIZA

4.1.1. UKUPNI SADRZAJ FENOLNIH JEDINJENJA (TPC)

Fenolna jedinjenja kao sekundarni metaboliti biljaka i generiSu se tokom
metabolickog puta Sikiminske kiseline. Fenilalanin amonialiaza je klju¢ni enzim koji
katalizuje biosintezu fenolnih jedinjenja iz aromaticne aminokiseline fenilalanina.
Fenoli se obicno mogu naci konjugovani sa Se¢erima i organskim kiselinama. Fenolna
jedinjenja se smatraju kao glavna grupa jedinjenja koja doprinosi antioksidativnom
kapacitetu Zitarica (Zhao 1 sar., 2008). Osim toga, u poslednjih nekoliko godina,
fenolna jedinjenja se intenzivno istrazuju zbog njihovih potencijalnih pozitivnih
efekata na zdravlje (De Pascual-Tereza i1 sar., 2010). JeCam sadrzi Sirok spektar
antioksidativnih fenolnih jedinjenja i amino fenolnih jedinjenja prisutnih u slobodnim i
vezanih oblicima (Hernanz i sar., 2001).

Liyana-Pathirana i Shahidi, (2006) su objavili da je celo zrno Zzitarica, na
primer psSenice, dobar izvor fenolnih kiselina koje se nalaze pretezno u spoljasnjem
sloju u vezanoj formi. U poslednjih nekoliko godina, ovas je, uglavnom zbog visokog
sadrzaja B-glukana i fenolnih jedinjenja sa visokim antioksidativnim aktivnostima,
privukao istrazivacku i komercijalnu paznju (Liu i sar., 2004;. Malkki i sar., 2004;.
Tian 1 sar.,, 2010). Ovas takode sadrzi jo§ nekoliko fitohemikalija, ukljucujuéi
flavonoide, sterole i fitinsku kiselinu (Hammond, 1983;. Forssell i sar., 1990; Vhite i
Armstrong, 1986; Kahlon, 1989).

Brojne studije su pokazale da se nutritivni i hemijski profil psenice, je¢ma i
ovsa menja nakon klijanja zitarica (Price, 1988; Ilona i sar., 2011;. liming i sar., 2015).

Proces klijanja podrazumeva niz aktivnih i slozenih biohemijskih i fizioloskih reakcija,
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$to dovodi do velikih promenama u kompoziciji i/ili morfologiji biljke (Lin i sar.,
2006;. Chiou i sar., 1997).

Rezultati TPC ispitivanih klijanaca su prikazani u Tabeli 13. Kao $to se moze
videti u Tabeli 13. najvise TPC je prisutno u BSNS (p < 0,05) zatim u OSG, WSSIM i
BSG. Ne postoji znacajna razlika izmedu ukupnog sadrzaja fenolnih jedinjenja u
uzorcima OSG i WSSIM. Najnizi TPC je registrovan u OSJ i WSSPE odnosno i ne
postoji znacajna razlika u njihovom sadrzaju izmedu tih klijanaca. TPC u uzorku
BSNS bio je 1,97, tj. 1,91 puta veci nego u uzorcima OSJ i WSSPE. Alvarez-Jubete i
sar. (2010) su utvrdili da je TPC kod klijanaca heljde (670 mg GAE/100 g s. m.) sli¢an
onome u BSNS, a u uzorcima klijanca psenice (110 mg GAE/100 g s.m.) su manje od
vrednosti za WSSIM i WSSPE.

Tabela 13. Ukupni sadrzaj fenolnih jedinjenja (TPC) i ukupni sadrzaj flavonoida
(TFC) u uzorcima klijance(FDS).

FDS TPC TFC
BSG 479,02 + 11,70 285,05 + 10,55
BSNS 713,25 + 26,86 288,29 + 23,27
WSSPE 373,37 £ 19,62 216,52 + 3,25
WSSIM 607,21 +£ 55,32 195,46 + 5,21
0SG 632,93 + 20,63 240,61 + 3,50
0SJ 367,25 +2,57 115,39 + 3,44

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SD (n = 3), gde je TPC u mg
GAE/100g s.m. i TFC u mg RE/100 g s.m.

Ilona i sar. (2011) su objavili da je TPC u je¢menom sladu (320 mg GAE/100
g s. m.) i da je visi nego u nepreradenom je¢mu (196 mg GAE/100 g s. m.) sorte

,,Klas”, a oba ova sadrzaja su niza u poredenju sa podacima ispitivanih klijanaca u
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ovoj doktorskoj disertaciji. Pajak i sar. (2014) su odredili TPC u klijancima zlatnog
pasulja, suncokreta, brokolija i rotkvice nakon pet dana klijanja. Poredenjem TPC svih
ispitivanih klijanaca Zzitarica (Tabela 13) moze se zakljuditi bio je on ve¢i u odnosu na
sadrzaj u zlathom pasulju (360 mg GAE/100g s. m.), osim kod OSJ ¢iji je TPC slican
sadrzaju u zlathom pasulju. Sadrzaj TPC u uzorku BSNS je bio sli¢an sadrzaju u
klijancima brokolija (750 mg GAE/100 g s. m.), ali utvrdeno je da svi klijanci ispitani
u okviru ove doktorske disertacije imaju nize vrednosti od vrednosti TPC u uzorku
klijanaca brokolija. Tian i sar. (2010) navode da je ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja
porastao kod 6-dnevnih klijanca ovsa u poredenju sa njihovim sadrzajem u Semen-
kama ovsa. Vrednost TPC dostigla je vrednost 95 mg GAE/100 g s.m., ali i ova
vrednost niza je u poredenju sa ispitivanim klijanacima zitarica. Sadrzaj TPC u svim

ispitivanim literaturnim uzorcima moze zavisiti od roda, vrsta, sorte/genotipa, vremena

zetve 1 uslova klijanja.

4.1.2. UKUPAN SADRZAJ FLAVONOIDA (TFC)

Flavonoidi su prisutni u skoro svim biljkama i zahvaljujuéi svojoj hemijskoj
strukturi poseduju antikancerogena, antiinflamatorna i antialergijska svojstva. Zitarice
sadrze male koli¢ine flavonoida, osim Sto jeCam sadrzi merljive koli¢ine katehina i
nekih di- i tri-procijanidina (McMurrough i Baert, 1994). Alvarez-Jubete i sar. (2010)
su primetili da se sadrzaj flavon- i flavonol glikozida u heljdi povecava tokom klijanja.

Rezultati TFC ispitivanih klijanaca zitarica prikazan je u tabeli 13. Rezultati
pokazuju da su uzorci BSNS i BSG imali veée vrednosti, a nije bilo znacajne razlike u
TFC izmedu tih klijanaca (p < 0,05), a zatim slede uzorci OSG, WSSPE, i WSSIM. Ne
postoji znacCajna razlika u sadrzaju TFC izmedu OSG 1 WSSPE, kao ni izmedu
WSSPE i WSSIM (p < 0,05). Najnizi TFC je registrovan u OSJ (p < 0.05). Analizira-
ju¢i ove dobijene rezultate (slika 19), uoceno je da je TFC ucestvuje nepravilno u
procentu TPC 1 ima sledec¢i redosled: BSG je imao veci procenat 1 ucestvovao je sa
oko 59% u TPC> WSSPE 58%> BSNS 40%> OSG 38% > WSSIM 32%, dok je u

uzorku OSJ ucestvovao sa oko 31%.
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Slika 19. Distribucija i procenat TFC u poredenju sa TPC

De Nicola 1 sar. (2013) su odredivali TFC u sedam dana starim klijancima
kupusa (Brassica oleracea L. spp). Ovi autori su utvrdili da se TFC krece u rasponu od
560 do 970 mg katehin ekvivalenata/100 g klijanaca. Takode, sadrzaj TFC zavisi od

roda, vrste, sorte/genotipa, vremena zetve 1 uslovima klijanja.
4.1.3. HPLC ANALIZA FENOLNIH JEDINJENJA

Fenolne kiseline se javljaju u biljkama kao slobodne fenolne kiseline, estri,
glikozidi, i / ili vezani kompleksi (Ross i sar., 2009). Ispitivani uzorci FDS su podvrg-
nuti HPLC analizi da bi se odredio profil najprisutnijih bioloski aktivnih jedinjenja
fenolnih jedinjenja. Prema rezultatima prikazanim u tabeli 14 mozZe se videti da je epi-
katehin dominantno fenolne jedinjenje u oba klijanca je€ma (BS). Pored epikatehina,
oba BS sadrze znacajne koli¢ine katehina, protokatehinske i galne kiseline. Za razliku
BSNS, BSG sadrzi p-hidroksibenzoeve kiseline i vece koli¢ine ferulne kiseline. U
skladu sa spektrofotometrijskim rezultatima prikazanim u tabeli 13, HPLC analiza je
potvrdila da BSNS sadrzi znacajno veéi (p < 0,05) iznos ukupnih fenolnih jedinjenja
od BSG. Isto tako, ovi rezultati su potvrdili da flavonoidi imaju znacajan udeo u
ukupnim fenolima koji su na raspolaganju u uzorcima BSNS i BSG (slika 19). U oba

klijanca pSenice (WS) dominantna jedinjenja su vanilinska, protokatehinska, sirin-
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ginska, galna i sinapinska kiselina. Za razliku od BS, uzorak WS ne sadrzi epikatehin.
Vazno je napomenuti da WS sadrZze veoma male koli¢ine flavonoida, u poredenju sa
klijancima jeéma i ovsa. Ovi rezultati su u skladu sa vrednostima za TFC koji su
prikazani u tabeli 13, osim uzorka OSJ koja je imao manji iznos za TFC. Klijanci ovsa
(OS) istrazivani u ovoj studiji su imali razliite profile fenolnih kiselina. Miricetin je
imao najvecu vrednost u oba uzorka OS, dok je kemferol bio oko 13 puta znacajno
veéi (p < 0,05) za OSG u poredenju sa OSJ. Uzorak OSG takode sadrzi znacajnu
koli¢inu p-hidroksibenzoeve kiseline i rutina, dok je uzorak OSJ imao 1,5 puta vecu
vrednost (p < 0,05) za rutin i oko 20 puta vecu za sinapinsku kiselinu u poredenju sa
OSG. HPLC analiza je potvrdila da OSG sadrzi znacajno veci (p < 0,05) ukupan iznos
fenolnih jedinjenja od OSJ (Tabela 13).

Zaklju¢no, BSNS ima najvecu vrednost (p < 0,05) za fenolne kiseline i fla-
vonoide, zatim slede uzorci BSG, OSG, WSSPE, OSJ i WSSIM. Carvalho i sar.
(2015) su objavli da su nasli znacajne koli¢ine katehina u razli¢itim sortama je¢ma. Yu
1 sar. (2001) su istrazivali fenolne kiseline u ekstraktima sa toplom vodom, kiselinom,
amilazom i celuloznih hidrolizata razli¢itih sorti je¢ma i nasli su da su hlorogenska,
protokatehinska i p-hidroksibenzoeve kiselina dominantne. Pajak i sar. (2014) su obja-
vili da sedam dana stari klijanci zlatnog pasulja, rotkvice, brokolija i suncokreta sadrze
slede¢e slobodne fenolne kiseline i flavonoide odredene HPLC: galnu, protokatehi-
nsku, kafenu, p-kumarinsku, ferulnu, hlorogensku i sinapinsku kiselinu. Dok su flavo-
noidi: kvercetin, kampferol, luteolin 1 apigenin. Rezultati dobijeni od pomenutih autora
pokazuju da je najveéa vrednost ukupnih slobodnih fenolnih kiselina registrovana kli-
jancima brokolija (39,94 mg/100g s.m.), dok je najniza vrednost pronadena u Kkli-
jancima zlatnog pasulja (9,95 mg/100g s.m.).

Na osnovu navedenih rezultata, moze se zakljuciti da su vrednosti za klijance
u bile znacajno vece od onih objavljenih od pomenutih autora. Razlike izmedu sadr-
zaja fenolnih jedinjenja objavljenih u razli¢itim studijama moze biti rezultat vise
faktora, kao $to su metodologija (postupka ekstrakcije, razli¢itih osetljivost na degra-
daciju, vrste hromatografije i kvantifikacije), biljnih vrsta, uslova rasta i1 skladistenja

(Naczk i Shahidi, 2004; Perez-Balibrea i sar., 2011; Ross i sar., 2009).
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Tabela 14. Sadrzaj fenolnih kiselina i flavonoida ispitivanih Zitnih klijanca (mg/100g

PC

Katehin
Galna kiselina
Protokatehinska kiselina
p-Hidroksibenzoeva
Kiselina
Vanilna kiselina
Kafena kiselina
p-Kumarinska kiselina
Ferulna kiselina
Siringinska kiselina
Sinapinska kiselina
Rutin
Miricetin
Kvercetin
Kempferol
Luteolin
Apigenin
Izoramnetin
Hlorogenska kiselina
Epikatehin

pX

SM) odreden HPLC metodom

BSNS

163,93

145,65

152,86
nd

19,94

14,57

19,50
2,59
0,67
3,29

20,32

555,59
1098,91

BSG

97,63
71,99
52,53
15,83

11,04

96,30

2,95
9,98
9,75
1,10

nd

227,32
596,42

WSSIM

25,91
29,63
7,60

70,20
2,07
6,48
2,49

26,49

20,02
5,19
1,13
0,77

WSSPE

26,04
29,77
8,04

54,20
2,34
4,97
2,21

44,50

22,75
7,05
7,05
2,95

0SG

20,72
27,25
44,38

1,48
2,17
37,23
146,62
12,52
117,50
1,72
33,79
29,00

474,38

0SJ

18,77
24,06
20,90

4.1.4. SADRZAJ UKUPNOG HLOROFILA (TCHL), HLOROFILA A (CHL A) |

HLOROFILA B (CHL B)

Rezultati sadrzaja hlorofila u FDS (tabela 15) su pokazali da je najveca
vrednost za TChl registrovana u uzorku BSNS (p < 0.05), a zatim slede WSSPE,

WSSIM, BSG i OSJ. Postoje statisticki znacajne razlike u sadrzaju ukupnog hlorofila

izmedu svih ispitivanih klijanaca (Slika 20). Najniza vrednost TChl sadrzaj je utvrdena

u uzorku OSG (p < 0,05), a ne postoji znacajna statistiCka razlika izmedu sadrzaja u

uzorcima OSG i BSG (slika 20). Uzorak BSNS poseduje 3,69 puta vise vrednosti

TChl, u poredenju sa uzorkom OSG koji je imao najnizu vrednost.
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Tabela 15. Sadrzaj ukupnog hlorofila (TChl), hlorofila a (Chl a), hlorofila b (Chl b) i
ukupan sadrzaj karotenoida (TCKS) za uzorke klijanca (FDS)

FDS TChl Chla Chlb TCX
BSG 70,1640,43  4727+0,23  14,96+0,18  15,13+0,11
BSNS 196,2342,13  130,55+1,62  43,53+033  37,58+0,36
WSSPE 131,32+41,82  88,17+1,45  283140,17  22,84+1,05
WSSIM 111,69+1,42  75,5240,97  23,55+0,30  22,01+0,06
0SG 53,17#1,25  35,45+0,41  11,72+0,70  13,94+0,10
0SJ 71,47£0,78  48,16+0,46  1524+0,39  16,29+0,38

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD (n = 3). Jedinice su mg/100 g s.m.

De Nicola i sar. (2013) su odredili TChl u sedam dana starim uzorcima
klijanca biljaka iz roda Brassica oleracea L. spp. Odredene TChl vrednosti su bile u
rasponu od 20 do 70 mg/100 g s.m. Ispitivani uzorak BSNS poseduje 2,80-puta do
9,81 puta veée vrednosti za TChl od onih odredenih u radu De Nicola i sar. (2013),
dok su vrednosti uzorke ispitivane u ovom radu BSG, OSG i OSJ, pronadeno da su u
rasponu vrednosti publikovanih od strane istih autora. Generalno, klijanci Zitarica su
bogati hlorofilom, ali su i njihovi sadrzaji uporedivi sa sadrzajem ukupnog hlorofila u

uzorcima klijanca iz roda Brassica.

77



Doktorska disertacija Naji Aborus

200 -

180 -

160 -
'€ 140 -
%)
> 120 -
o
o
= 100 -
< a
© 80 -
> b
E 60 -

40 -

20 -

0 > :
BSG 0SG BSNS ~ WSSPE  WSSIM
Uzorci

Slika 20. TChl sadrzaj u (mg/100g s.m.) u uzorcima klijanaca.

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD (n = 3). Ista slova u barovima
predstavijaju statisticki neznacajnu razliku (p < 0,05).

Vrednosti za sadrzaj hlorofila a (Chl a) prikazane su u tabeli 15. Koli¢ina Chl
a u BSNS je najveca (p < 0.05), a zatim slede uzorci WSSPE, WSSIM, BSG i OSJ.
Postoje statisticki znacajne razlike u sadrzaju Chl a izmedu svih ispitivanih uzoraka
klijanaca. Najnizi sadrzaj Chl a je prisutan u OSG (p < 0,05), a ne postoji statisticki
znacajna razlika u sadrzaju izmedu uzoraka OSG i BSG. Kao §to se vidi na slici 21,
primetno je da Chl a u svim ispitivanim FDS ucestvovao sa oko 66 1 67% sadrzaja
TChl. Vrednosti za hlorofil b (Chl b) su takode prikazane u tabeli 15. Rezultati za
hlorofil b (Chl b) su pokazali znacajnu statisticku razliku, a uzorak BSNS ima najvecu
vrednost za Chl b (p < 0,05), koja je uporediva sa vrednostima dobijenim sa drugim
istrazivanim klijancima. A zatim slede uzorci WSSPE, WSSIM, BSG i OSJ. Postoji
znacajna statistiCka razlika izmedu uzoraka klijanaca. Najnizi sadrzaj Chl b je prisutan
u OSG (p < 0.05), dok ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu uzoraka OSG i
BSG. Koli¢ina Chl b predstavlja oko 20 - 21% od utvrdene TChl u svih ispitivanim
vrstama suvih klijanaca (slika 22). Sadrzaj Chl a u svim ispitivanom uzorcima je oko 3

puta vecu od vrednosti Chl b. Sto se ti¢e hlorofila, vredno je napomenuti da ovaj biljni
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izoprenoidni lipid moze biti i prooksidans, u prisustvu svetlosti i antioksidans u mraku.

Endo i sar. (1985) navode da je Chl a pokazao najveé¢i antioksidativni kapacitet u

poredenju sa Chl b i njegovim izvedenim jedinjenjima. Odnos sadrzaja Chl a i Chl b

(Chl a/b odnos) je pokazatelj funkcionalnosti pigmenata i svetlosne adaptacije

fotosintetskog aparata (Lichtenthaler, 1987).

m
[ERN
[o]
o

(TChli Chla(mg/ 100g s.

ETotal Chl mChla

66%

67%
67%

67% 67%
66%
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Slika 21. Procenat udela Chl a u TChl kod uzorka klijanica

ETotal Chl =Chlb
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Slika 22. Procenat udela Chl b u TChl kod uzorka klijanaca
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4.1.5. UKUPAN SADRZAJ KAROTENOIDA (TCX)

Ukupni karotenoidi ukljucuju karotene i ksantofile (TCX). A to su zuti, naran-
dzasti 1 crveni pigmenti rastvorljivi u lipidima koji se Cesto javljaju u biljkama, vocu i
povréu. Nekoliko njih su antioksidativni nutrijenti koji deluju uglavnom kao sekun-
darni antioksidanti u hrani i deluju inhibitorno na singlet kiseonika. Oni takode mogu
spreciti oksidaciju vezanjem slobodnih radikala u odsustvu singlet kiseonika. TCX za
BSNS i BSG su prikazani u tabeli 15. BSNS je imao najveéu vrednost (p < 0,05) zatim
slede WSSPE, WSSIM, OSJ i BSG. Ne postoji znacajna razlika izmedu uzoraka
WSSPE i WSSIM, kao ni izmedu OSJ i BSG. Uzorak OSG je imao najnizu vrednost
TCX i nije uocena znacajna razlika izmedu uzoraka OSG i BSG (p < 0,05). Uzorak
BSNS je imao 2,48, 2,69, 1,65, 1,71 i 2,30 puta veci sadrzaj TCX nego $to je to kod
uzoraka BSG, OSG, WSSPE, WSSIM i OSJ U principu, klijanci je¢ma sadrze zna-
¢ajne koli¢ine karotenoida u poredenju sa Brassica povréem. Podsedek (2007) je
objavio da je koli¢ina karotena u prokelju ju rasponu od 0,26 mg/100 g, u belom ku-
pusu 6,1 mg/100 g, dok je iznos ksantofila bio umereno visok 0,78 — 3,50 mg/100 g u
klijancima brokolija i prokelju. Istrazivanje u ovoj disertaciji pokazuju da su klijanci
jeCma, pSenice i ovsa pokazali vece vrednosti TCX od brokolija i klijanaca kupusa.
Vazno je napomenuti da je doprinos TCX sadrzaja 1 TChl sadrzaja bio kompatibilan u

svim sortama klijanaca kao Sto je prikazano na slici 23.

E Total Chl mTotal c+x

TChli TCX (mg/ 1

BSG 0OSG BSNS WSSPE  WSSIM 0SJ
Uzorci

Slika 23. Doprinos TCX sadrzaja u skladu sa TChl sadrzajem od ukupnih prirodnih

pigmenata za sorte uzoraka klijanaca (FDS)
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4.2. BIOAKTIVNOST KLIJANACA

4.2.1. ANTIOKSIDATIVNI KAPACITET

4.2.1.1. DPPH test

U cilju testiranja bioloSke aktivnosti susenih klijanaca (FDS) u ovoj studiji je
koris¢enjem DPPH testa ispitivan njihov antioksidativni kapacitet. In vitro test baziran
na DPPH radikalima (DPPH®) koriS¢en je za odredivanje antioksidativnog kapaciteta
(AC) ekstrakata klijanaca. Ovaj test se veoma Cesto koristi za odredivanje kapaciteta
hvatanja slobodnih radikala kod razli¢itih biljaka. Kada antioksidant hvata slobodne
radikale donacijom vodonika, boja i njen intenzitet u rastvoru DPPH® se menja, u
zavisnosti od antioksidativnog kapaciteta ekstrakata. Primeceno je da % inhibicije u
DPPH testovima ekstrakata klijanaca direktno zavisi od koncentracije FDS uzoraka, i
povecava se Sa povecanjem njihove koncentracije, Sto pre svega zavisi od koli¢ine
polifenola. ACpppy za uzorke FDS je ispitivan i rezultati su prikazani na slici 24.
BSNS je pokazao znacajno veéi (p < 0,05) ACpppn% 90,19% pri koncentraciji 3,33
mg/ml ,u odnosu na druge sorte u svim koncentracijama. Antioksidativna aktivnost na
DPPH radikale se smanjio po slede¢em redosledu: BSNS> BSG> OSG> WSSIM, dok
su uzorci OSJ i WSSPE pokazali najmanji (p<0,05) ACpppn% (29,77 1 29,59% pri 3,33
mg/ml). Mehanizam antioksidanata zasniva se da oni doniraju atom vodonika DPPH
radikalima stvarajuci stabilne molekulske strukture DPPH-H (Baumann i sar., 1979).
ICs je definisan kao neophodna koncentracija pri kojoj su radikali generisanih reak-
cionih sistema inhibirani 50% i ovaj parameter sluzi kao indikator aktivnosti hvatanja

radikala.
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Slika 24. Uticaj FDS na transformaciju DPPH radikala

Vrednost 1Csq izrazava koli¢inu FDS ekstrakta potrebnu za smanjenje apsor-
bancije DPPH od 50% (Antolovich i sar., 2002). Vrednost se moze graficki odrediti, a
onda koriS¢enjem jednacine regresije se izracunava ICso. Veca ICsy vrednost odgovara
nizoj antioksidativnoj aktivnosti hvatanja DPPH radikala. Vrednosti 1Csy za uzorke

FDS u svim DPPH testovima su izra¢unate i navedene u tabeli 16.

Tabela 16. 1Csq vrednosti FDS u DPPH testu i drugi AC parametri

|C.. DPPH 1/1C.DPPH TEAC
FDS homi) AP (5:“ m (IC5"¥*°/  mmol TE/100 gs.m.  mg TE/100 g s.m.
g) | Csouzorak)*l 05
BSNS  0,54+0,04% 1,88+0,16° 525,08 + 44,16° 2,40 + 0,20° 600.77 + 50,53
BSG 0,73+0,02° 1,36+0,03°  381,65+8,22" 1,70 + 0,04° 426,14 +9,17°
0SG 2,12+£0,24°  0,48+0,05° 133,38+ 14,53° 0,57 + 0,06° 141,49 + 15,41°
0SJ 8,86 +0,07° 0,11 + 0,00° 31,61 + 0,25¢ 0,13 + 0,00° 33,58 +0,27¢
WSSPE  567+0,75% 0,18 +0,02¢ 50,00 + 6,84¢ 0,24 + 0,03° 59,67 + 8,16
WSSIM  4,69+0,53% 0,22 +0,03° 60,24 + 7,12° 0,27 + 0,03¢ 66,62 + 7,88¢

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SD (n = 3). Ista slova u
kolonama predstavljaju statisti¢ki nebitne razlike (p < 0,05).
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ICs, vrednosti odredene DPPH metodom, kretale su se u rasponu od 0,54 +
0,04 do 8,86 + 0,07 mg/ml. Najniza 1Cso °™"" vrednost zabelezena je u BSNS, a naj-

visa u OSJ (p < 0,05). FDS koji imaju manju 1Cso P

, imaju vecu antioksidativnu
aktivnost. Kao $to je prikazano u tabeli 16, postoji velika statisticki znac¢ajna razlika u
ovoj vrednosti, izmedu FDS klijanaca (p < 0,05), dok ne postoji znacajna razlika
izmedu OSJ, WSSEP i WSSIM. Shen i sar. (2016) objavili su da je 1C5° " vrednost
crnog brdskog je¢ma (0,19 mg/ml) manja od vrednosti za uzorke FDS. Porast ICs,°™" "
vrednosti se objaSnjava prisustvom vece koli¢ine TPC u crnom brdskom je¢mu
(171,77 mg GAE/100 g) nego u FDS. Moguc¢i razlog za ovo, pored razli¢itog porekla
uzoraka, bi mogle biti i razlicite metode ekstrakcije crnog brdskog jecma (alkalna
hidroliza) koje su primenjene u ovim ispitivanjima.

Smanjenje antioksidativne sposobnosti (ARP) je suprotno od ICsy vrednosti,
Sto je ve¢i ARP to je efikasniji antioksidant. Najvise vrednosti ARP su odredene za
uzorke BSNS i BSG (1,88, 1,36 ml/mg), zatim slede OSG, WSSIM i WSSPE. Uzorak
OSJ je imao najnizu vrednost ARP (0,11 ml/mg). Antioksidativni kapacitet uzorka je
1zrazen kao troloks ekvivalentne antioksidativne vrednosti kapaciteta (TEAC) koriste¢i
formulu TEAC = (ICsoTroloks/ICsquzorka) x 10° (Hagen i sar., 2007). BSNS je
pokazao znacajno vece (p < 0,05) TEACpppy Vrednosti u odnosu na druge uzorke FDS.
Uzorak OSJ je imao najnize vrednosti (p < 0,05) TEACpppy. U ovim testovima TE
vrednosti za BSNS su bile 1,37, 3,94, 16,61, 10,50, i 8,72 puta vete u odnosu na
BSG> OSG> OSG> WSSPE i WSSIM. Alvarez-Jubete i sar. (2010) su istrazivali
antioksidativni kapacitet amaranta, kinoe, klijanaca heljde i klijanaca pSenice. Oni su
objavili da Klijanci heljde i klijanci pSenice poseduju 666 i 73,7 mg TE/100 g s.m.
Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju da su nivoi TE vrednosti BSNS bili sli¢ni
kao kod TE vrednosti klijanaca heljde, a utvrdeno je da su TE vrednosti BSG, kao i
ostale TE vrednosti FDS nizi od TE vrednosti klijanaca heljde. Za WSSIM i WSSPE
je u ovm radu utvrdeno da imaju vrednosti slicne vrednostima utvrdenim za pSenicu
(Alvarez-Jubete i sar., 2010).

Uzorci BSNS, BSG i OSG su pokazali ve¢i AC u poredenju sa uzorcima
Klijanca pSenice koji su ispitivali Alvarez-Jubete i sar. (2010). Pajak i sar. (2014)

ispitujuci uzorke klijance zlatnog pasulja, rotkvice, brokolia i suncokreta su utvrdili,
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primenom DPPH testa, da su se AC vrednosti kretale u rasponu od 141 za zlatni pasulj
do 607 mg TE/100 g s.m. za klijance rotkvice. Pajak i sar. (2014) su takode utvrdili da
uzorci Klice suncokreta imaju najvisi ACpppy (1147 mg TE/100 g s.m.), dok je kod
klijanaca brokolija registrovan najnizi ACpppy (365 mg TE/100g s.m.). Prema tim
rezultatima, ACpppy kod uzoraka BSNS i BSG su ve¢i od ACpppy Vrednosti zlatnog
pasulja i brokolija, a nizi od ACpppy Suncokreta, a ACpppy Uzorka BSNS je bio sli¢an
ACpppy klijanca rotkvice. ACpppy Uzorka OSG je u ovm radu imao istu vrednost kao

ACpppy Vrednost zlatnog pasulja (141 mg T /100 g s.m.).

4.2.1.2. ABTS test

ABTS Kkatjon radikal (ABTS®") se, pored DPPH radikala, ¢esto koristi za
odredivanje sposobnosti prirodnih jedinjenja da predaju vodonikov atom slobodnim
radikalima, koji je najces¢i i najjednostavniji mehanizam antioksidativne zastite. Zbog
toga je antioksidativna aktivnost ekstrakata FDS praéena i ABTS™ metodom. Spo-
sobnost uzoraka FDS da hvataju ABTS"®, tj. vrednosti ACagrs, SU utvrdene primenom
modifikovane metode (Tumbas Saponjac i sar., 2014). Procenti inhibicije u ABTS
testu za uzorke FDS su zavisni od koncentracije i povecavaju se tokom povecanja
koncentracije FDS. Rezultati ABTS testa su pokazali da je uzorak BSNS imao najvecéu
,,skevindzer* aktivnost na slobodne radikale od 77%, pri koncentraciji od 1,25 mg/ml.
Zatim slede uzorci OSG, WSSIM, BSG, OSJ i WSSPE sa odredenim vrednostima od
70%, 60%, 58%, 52%, i 50% redom za navedenu koncentraciju (slika 25). Uzorci
BSNS i OSG su pokazali najve¢u ABTS inhibiciju.
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Slika 25. Uticaj FDS na transformaciju ABTS radikala

Ne postoji statisticki znac¢ajna razlika izmedu uzoraka BSG i WSSIM, kao i
izmedu OSJ i WSSPE. WSSPE je imao najnize vrednosti u % ACagts (p < 0,05; tabela
17). Sto se ti¢e vrednosti ICsp, Niza vrednost ukazuje veéu aktivnost u hvatanju slo-
bodnih radikala uzorka. Redosled vrednosti 1Cs, za uzorke FDS bio je: BSNS <OSG
<WSSIM <BSG < WSSPE (Tabela 17). Sto je veéa vrednost za ARP to je antioksidant
efikasniji. Najvise vrednosti ARP su utvrdene kod BSNS i OSG (1,27, 1,15 ml/mg),
zatim slede WSSIM, BSG, OSJ i WSSPE. WSSPE je imao najnizu vrednost ARP
(0,82 ml/mg). Svi rezultati su u saglasnosti sa % ACagts. Antioksidativni kapacitet
uzoraka je izrazen i kao troloks ekvivalent antioksidativnih vrednosti kapaciteta
(TEAC) koristeé¢i formulu TEAC = (ICsotroloks/ICsouzorak) x 10°, (Hagen i sar.,
2007).

Kao $to je prikazano u tabeli 17 uzorak BSNS je pokazao znacajno vece vred-
nosti (p < 0,05) za TEACgts U 0dnosu na druge FDS uzorke. Vrednosti TEACagTs Za
WSSPE i OSJ su bile najnize (p < 0,05). U ovim testovima TE vrednosti za BSNS su
bile 1,19, 1,32, 1,35, 1,48, 1 1,59 puta vece u odnosu na OSG> WSSPE> BSG>
WSSPE i OSJ. TE vrednosti u ovom radu (tabela 17) su se kretale od 173,80 kod OSJ
do 276,19 (mgTE/100 g s.m.) kod BSNS. Pajak i sar. (2014) su utvrdili AC za klijance
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zlatnog pasulja, rotkvice, brokolija i suncokreta primenom ABTS testa. Vrednosti su
bile u rasponu od 1133 TE/100 g s.m. u klijancima zlatnog pasulja do 2467 mg TE/100
g s.m. u klijancima rotkvice. Pajaki sar. (2014) su utvrdili da su klijanci rotkvice po-
kazali najvisSu ACapts (2476 mg TE/100g SM). Prema tim rezultatima, svi FDS u

ovom radu su pokazali nize ACagts 0d gore navedenih podataka.

Tabela 17. Vrednosti ICs za uzorke FDS u ABTS testu i drugi AC parametri

ICy, P87 1/1C5 5™ TETE

FDS (mg/mi) ARP (ml/mg) |c5£!’%?3k) ’{105 mmol TE/100 g s.m. mg TE/100 g s.m.
BSNS  0,79+0,02°  127+0,03* 241,83 +5.24° 1,11+ 0,02 276,69 + 5,99°
BSG  1,04+0,03° 096+0,03" 183,28+5.24° 0,82 +0,02° 204,64 + 5,85°
0SG 0,87 +0,01° 1,15+£0,02° 218,94 £2,94° 0,93 +£0,01° 232,24 +£3,12°
0SJ 1,16+0,06°  0,86+0,04° 163,63 +8,22° 0,69 + 0,03 173,80 + 8,73°
WSSPE  121+0,03" 0,82+0,02° 156,60 +3,29° 0,75+ 0,02° 186,90 + 3,93¢
WSSIM ~ 1,00+0,01°  1,00+0,01° 189,81 +1,33" 0,84 +0,01° 209,92 +1,47°

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD (n = 3). Ista slova u kolo-

nama predstavljaju statisticki neznacajne razlike (p < 0,05).

4.2.1.3. Test redukcione sposobnosti (Rp)

Redukciona sposobnost povezana je sa antioksidativnom aktivno$¢u i moze da
sluzi kao znacajan indikator antioksidativne aktivnosti (Oktai sar., 2003). Jedinjenja sa
redukcionom sposobno$¢u su elektron donori i mogu redukovati oksidovane inter-
medijere tokom lipidnih peroksidacionih procesa, tako da oni mogu delovati i kao
primarni i kao sekundarni antioksidanti (Chandai sar., 2009). U ovom testu, zuta boja
rastvora se menja u razliCite nijanse zelene i plave u zavisnosti od redukcione
sposobnosti svakog jedinjenja. Prisustvo redukujucih agenasa, odnosno antioksidanata,

iz uzoraka klijanaca, izaziva redukciju Fe** do Fe** jona.
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Slika 26. Redukciona sposobnost uzoraka klijanaca

Rp svih ekstrakata FDS se povecala sa povecanjem koncentracije. Slika 26
prikazuje rast apsorbancije svih FDS uzoraka sa povecanjem koncentracija FDS
ekstrakata. Pri koncentraciji FDS uzoraka od 10 mg/ml, na primer, dobijene vrednosti
za Rp su pokazali da BSNS ima najveci potencijal hvatanja slobodnih radikala na
osnovu apsorbancije (0,65) pri koncentraciji 10 mg/ml. Zatim slede uzorci OSG,
WSSIM, 0SJ, BSG i WSSPE sa vrednostima 0,48, 0,36, 0,30, 0,28, i 0,14 koje su
dobijene pri navedenoj koncentraciji (slika 26). BSNS i OSG su pokazali najve¢e Rp
vrednosti. Svi FDS uzorci osim OSJ i WSSPE su ispoljili ve¢u redukcionu sposobnost.
Rezultati su prikazani u tabeli 18, kao i vrednosti ICys. Sto je niza ICq5 vrednost to je
veca sposobnost uzorka da hvata slobodne radikale. Redosled je slede¢i: BSNS <OSG
<WSSIM <BSG <0OSJ i WSSPE (tabela 20). Veca razlika (p < 0,05) je uocena izmedu
uzorka BSNS koji je imao najnizi 1Cqy5(9,35) 1 uzoraka OSJ, i WSSPE koji su imali o
najvece I1Cq5 (24,58, 25,83). Generalno, postoji statisticki znacajna razlika izmedu svih
uzoraka FDS, osim kod OSJ i WSSPE, gde znac¢ajna razlika nije primecena u (p <
0,05).
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Tabela 18. 1Cy 5 vrednosti u FDS uzorcima i ostali Rp parametri

RP R TErp
Sz ARP 1/1C, 5P B
FDS (ICos “rp/ mmol TE/100 g s.m. mg TE/100 g s.m.
(mg/ml) (ml/mg) 1Cy Lok 08

BSNS 9,35 + 0,06° 0,11 +0,00° 764,86 + 4,97° 3,50 + 0,02° 875,12 + 5,68°
BSG 19,72 +1,08°  0,05+0,00° 363,29 = 19,34° 1,62 + 0,09 415,67 +22,13"
0SG 12,24 +0,48° 0,08+ 0,00° 584,53 +22,80° 2,48 +0,10° 668,80 + 26,08°
0SJ 24,58 £0,04° 0,04 + 0,00 290,91 + 0,46 1,23 + 0,00 332,85 + 0,52¢
WSSPE  25,83+0,17° 0,04 + 0,00° 276,78 + 1,79¢ 1,32 +0,01° 316,68 + 2,04¢
WSSIM 17,58 +0,49° 0,06 + 0,00° 406,87 + 11,25° 1,80 + 0,05° 465,53 + 12,87¢

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SD (n

3). Ista slova u

kolonama predstavljaju statisticki neznacajne razlike (p < 0,05).

Rezultati za FDS uzorke su izrazeni kao troloks ekvivalent antioksidativnog
kapaciteta (TEg,) koriste¢i formulu TEg, = (ICys troloks/ICy 5 uzorak) x10° (Hagen i
sar., 2007). Kao Sto je prikazano u tabeli 20, BSNS je pokazao znacajno vecu TEg,
vrednost u odnosu na druge FDS uzorke (p < 0,05). Za OSJ i WSSPE vrednosti su bile
najnize (p < 0,05). U ovim testovima TE vrednosti u BSNS su 1,30, 1,88, 2,11, 2,63, 1
2,76 puta vece u odnosu na OSG> WSSPE> BSG> OSJ> i WSSPE. Dobijeni TE
rezultati u tabeli 18 su se kretali od 1,23 za OSJ do 3,50 mgTE/100 g SM za BSNS.
Alvarez-Jubete i sar. (2010) su istrazivali antioksidativni kapacitet klijanaca amaranta,
kinoe, heljde 1 pSenice. Oni su utvrdili Rp testom da klijanci heljde i pSenice imaju
7391210 mg TE/100 g s.m. Rezultati prikazani u tabeli 18 su pokazali da su vrednosti
TE u BSNS bili ve¢i od TE klijanaca heljde 1 pSenice, dok su svi ostali FDS uzorci
imali nize vrednosti od heljde, ali vece od pSenice. Pajak 1 sar. (2014) su istrazivali Rp
u klijancima zlatnog pasulja, rotkvice, brokolija i suncokreta. Ovi autori su utvrdili da
klijanci suncokreta imaju najveéu Rp vrednost od 11,05 mmol/100 g suve materije i
1,20 u klijancima pasulja, dok je ova vrednost za klijance brokolija i rotkvice bila 8,64,
odnosno 10,49.

Fenolna jedinjenja se smatraju antioksidantima koji imaju sposobnost termina-
cije slobodnoradikalskih reakcija. Njihova aktivnost zavisi od mnogih faktora kao §to
su energija disocijacije veze O-H, moguénost delokalizacije i rezonantne stabilizacije

nesparenog elektrona slobodnog radikala fenolnog jedinjenja i sternih smetnji volumi-
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noznih grupa vezanih za aromati¢ni prsten (Jaiaprakashi sar. 2007; Abdille i sar., 2005
i Hodzi¢ i sar., 2009.). Konstante brzina reakcija fenolnih jedinjenja sa slobodnim

radikalima odreduju njihovu antioksidativnu efikasnost (Vang i Mazza, 2002, Kouri i

sar., (2007).

4.2.2. ANTIINFLAMATORNA AKTIVNOST (AIA KLIJANACA FDS)

Inflamacija je pojava patofizioloskog odgovora na povrede, infekcije ili pro-
padanje tkiva okarakterisana toplotom, crvenilom, bolom, oticanjem i poremecenim
funkcionisanjem. Takode, inflamacija je normalni zastitni odgovor na povredu tkiva
izazvanu fiziCkom traumom, Stetnim hemijskim ili mikrobioloSkim agensima. To je
odgovor tela da deaktivira ili unisti napadajuce organizme, kako bi se uklonile iriti-
rajuce materije i stvorili uslovi za reparaciju tkiva. Ovo se pokrece oslobadanjem he-
mijskih medijatora iz o$te¢enog tkiva i ¢elija koje migriraju (Anonymous, 2005). Naj-
ceSce koriScéeni lekovi za tretiranje upalnih stanja su nesteroidni lekovi. Postoje odre-
deni problemi u vezi sa upotrebom Zzivotinja u eksperimentalnim farmakoloSkim
istrazivanjima, kao Sto su eticka pitanja i nedostatak obrazlozenja za njihovo korisce-
nje kada su dostupne druge pogodne metode. U ovoj doktorskoj disertaciji je izabran
test denaturacije proteina za in vitro procenu antiinflamatornih osobina hidroalkohol-
nih (metanolskih) ekstrakata. Metod antidenaturacije albumina iz jaja je izabran u cilju
procene antiinflamatorne aktivnosti (AlA) osusenih klijanaca (FDS). U ovom testu de-
naturacija je indukovana termi¢kom obradom. Natrijum diklofenak je koris¢en kao
pozitivna kontrola. Ve¢ je dokazano da konvencionalni nesteroidni antiinflamatorni
lekovi (NSAID), kao fenilbutazon i indometazin ne deluju samo inhibicijom proizvod-
nje endogenog prostaglandina blokiranjem enzima ciklooksigenaze (COX) ve¢ 1 spre-
cavanjem denaturacije proteina (Ullah i sar., 2014).

Denaturacija proteina tkiva je jedan od dobro dokumentovanih uzroka infla-
matornih bolesti i bolesti artritisa. Proizvodnja autoantigena u pojedinim bolestima
artritisa moze biti usled denaturacije proteina in vivo (Umapathi i sar., 2010).

Prema podacima prikazanim na slici 27 uzorci FDS su ispoljili koncentracijski

zavisnu inhibiciju denaturacije proteina (aloumina) u celom opsegu koncentracija
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(2,50, 5,00,10,00 i 20,00 mg/ml). Medutim, taj efekat nije primecen pri niskim kon-

centracijama (0,25, 1,25), dok je natrijum diklofenak, kao referentni lek, imao poziti-
van efekat na denaturaciju proteina u koncentraciji opsega od 0,25, 1,25, 2,50, 5,00,
10,00 i 20,00 mg/ml. Efekat natrijum diklofenaka je bio visi u poredenju sa vredno-
stima dobijenim za uzorke FDS. Pri niskim koncentracijama, koje pocinju od 2,5 do 20
mg/ml, BSNS je pokazao vecu inhibiciju denaturacije proteina (p < 0,05), dok su
WSSIM i OSG pokazali sli¢éno ponasanje, a WSSPE i OSJ pokazuju manju inhibiciju
denaturacije proteina.

AR red-

Ovo je dalje i potvrdeno, poredenjem njihovih ICsq vrednosti. 1Cs
nosti su prikazane u tabeli 19. Utvrdeno je da je uzorak BSNS znacajno efikasnije (p <
0,05) sprecava denaturaciju proteina u odnosu na druge FDS uzorake. Vrednosti
ICso™" su bile u rasponu od 1,43 + 0,07 za BSNS do 4,77 + 0,56 za OSJ koji je imao i
najvecu ICsy vrednost. Medutim, svi FDS uzorci su pokazali manju AIA od natrijum

diklofenaka (1Cso™"* = 0.79 mg/ml).

AlA

Tabela 19. antiinflamatorna aktivnost, ICs,™" za uzorke FDS

FDS ICso™" (mg/ml)
BSG 1,86 + 0,20
BSNS 1,43 +0,07
0SG 2,77 + 0,05
0SJ 4,77 + 0,56
WSSPE 3,70 £ 0,38
WSSIM 2,71 + 0,03
DS 0,79 + 0,00

Podaci prikazani predstavljaju srednja vrednost + standardna devijacija (n = 3).

Ullah i sar. (2014), primenom iste eksperimentalne metode, su zakljucili da je
etanolski ekstrakt korena kurkume posedovao znacajnu AIA, dok je za acetilsalicilnu

kiselinu vrednost AIA bila i veca.
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Svi FDS uzorci su pokazali mnogo niZze vrednosti za AIA od onih nadenih u
literaturi. Podaci za AIA zitarica ili klijanaca zitarica, odredena na osnovu testa
denaturacije proteina, nisu nadeni u literaturi. Chandra i sar. (2012a) su zakljucili da
cvet Mikania scandens ima znacajan antiinflamatorni efekat, odreden denaturacijom
proteina, in vitro; on ima 1Csy 0,007 mg/ml. Chandra i sar. (2012b) su takode objavili
da suSeno zrelo seme kafe (Coffea arabica Linn.) ima vrednost 1Csy 0,004 mg/ml, a
natrijum diklofenak (DS) 0,63 mg/ml; sli¢na vrednost za ICsy DS 0,79 mg/ml dobijena
je i tokom eksperimentalnog rada u okviru ove doktorske disertacije. Na osnovu rezul-
tata, raCunatim kao 1Csy vrednost, FDS uzorci pokazuju manju AlA od semena kafe i
cveta Mikania scandens koji se koriste za neke medicinske svrhe u Indiji.

Sto se ti¢e inverzne vrednosti za I1Csq (1/1Cs), prikazane na slici 27, moze se
zakljuciti da je BSNS imao najvecu vrednost za AIA, zatim sledi BSG, dok nije pro-
nadena znacajna razlika izmedu ovih vrednosti kod uzoraka WSSIM, OSG i WSSPE.
A, ne postoji statisti¢ki znacajne razlike ovih vrednosti za WSSPE i OSJ (p < 0,05).

14 -
HSD =0,11 e
1,2 -
1,0

0.8 - b

AlA 1/1Cg, (ml/mg)

Uzorci

Slika 27. antiinflamatorna aktivnost (1/ 1Csq ) za FDS i DS

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD (n = 3). Ista slova u baro-

vima predstavljaju statisticki neznacajnu razlika (p < 0,05).
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Objavljeno je da listovi jeéma poseduju korisna svojstva, kao §to su antihiper-
lipidemi¢no, antidepresivno i antidijabetsko delovanje (Kamiyama i Shibamoto, 2012).
Ovaj raznovrstan asortiman zdravstvenih koristi je verovatno uzrokovan Sirokim
spektrom sekundarnih metabolita koji se nalaze unutar klijanaca Zitarica. Moze se
pretpostaviti da je in vitro bioaktivnost ispitivanih uzoraka FDS uslovljena prisustvom
velikog broja bioaktivnih jedinjenja, predstavljenih u tabelama 13 i 14, kao i siner-

gistickom efektu izmedu tih prisutnih jedinjenja.

4.2.3. ANTIHIPERGLIKEMIJSKA AKTIVNOST (AHGA)

Kontrola hiperglikemije je od sustinskog znacaja u strategiji leCenja dijabe-
tesa. Inhibitori enzima a-glukozidaze i a-amilaze igraju ulogu u upravljanju post-
prandijalne hiperglikemije kod dijabeticara (Tundis i sar., 2010). Inhibicija a-gluko-
zidaze se smatra efikasnom strategiju za kontrolu dijabetesa smanjenjem absorpcije
glukoze (Hara i Honda, 1990). Antioksidativni sistem odbrane, koji normalno mo-
dulira nivo oksidativnog stresa, se menja u prisustvu dijabetesa i ukljucen je u pato-
genezu dijabetesa i njegovih komplikacija (Puls i sar., 1977). Inhibitori glukozidaze su
takode interesantni zbog Svog obecavajuceg terapeutskog dejstva protiv bolesti, kao
Sto su HIV infekcija, metastatski karcinom 1 bolesti lizozomnog skladistenja (Jabeen i
sar., 2013). Ekstrakti bogati polifenolima su poznati da imaju inhibitorski potencijal za
a-glukozidazu (o-GIP). a-GIP je koristan test za procenu potencijalnog antihiper-
glikemijskog efekta klijanaca (Donkor i sar., 2012).

Istrazivanja su pokazala da unos biljnog materijala bogatog polifenolima moze
izazvati antihiperglikemijske efekte kod Zivotinja i kod ljudi, eventualno putem inhi-
bicije a-glukozidaze i/ili a-amilaze (Hogan i sar., 2010).

Potencijal FDS uzoraka testiranih na inhibicijua -glukozidaze predstavljen je
na slici 28. a -GIP je testirana u koncentracionom opsegu 0,90 — 18,18 mg/ml. U svim
FDS uzorcima kao sto je prikazano na slici 28, primetan je opsti trend da inhibicija a-

glukozidaze raste sa povecanjem koncentracije FDS.
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Slika 28. Uticaj uzoraka FDS na inhibiciju o - glukozidaze (%)

OSG je pokazao znacajno ve¢i AHgA (p < 0,05) u odnosu na druge FDS
uzorke, zatim slede BSNS, OSJ i BSG. Sa druge strane WSSIM i WSSPE su pokazali

niske inhibitorne efekte. Na osnovu 1Cs, "%

vrednosti (Tabela 20), moze se videti da

su vrednosti 1Cs"™ u rasponu od 0,90 + 0,24 za OSG, koja je imala i najnizu

1Cs""9* vrednost, a za WSSIM od 17,28 + 0,82, koji je imao i najveéi 1Cs,""9*,
Tabela 20. antihiperglikemijska aktivnost (AHgA) izracunata kao 1Csg™"9

vrednosti za FDS.

FDS IC50*9* (mg/ml)
BSG 4,40 + 0,55
BSNS 1,97 0,13
0SG 0,90 + 0,24
0SJ 2,47 + 0,39
WSSPE 14,61 + 1,35
WSSIM 17,28 + 0,82

Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost + standardna devijacija (n = 3).
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Donkor 1 sar. (2012) navode da je veca inhibicija a-glukozidaze utvrdena u
proklijanom sirku (20% AHgA) 1 proklijanoj razi (12% AHgA). Proklijjani jeCam je
pokazao vecu inhibitornu aktivnost a-glukozidaze, u odnosu na ovas i pirina¢, dok je

sli¢an sa psenicom i heljdom.
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Slika 29. antihiperglikemijska aktivnost uzoraka FDS (1 / ICsy”"%)

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD (n = 3). Ista slova u baro-
vima predstavljaju statisti¢ki neznacajnu razlika (p < 0,05).

Tumbas Saponjac i sar. (2014) su istrazivali uticaj fitohemikalija iz tropa Ku-
pine i maline na inhibicioni potencijal a-glukozidaze. Ovi autori su utvrdili da su
vrednosti za 1C5,""9* 0,078, odnosno 0,097 u kupini (sorte “Thornfree”, “Cacanska
bestrna *), odnosno 1,825, odnosno 0,198 u malini (sorte “Willamette”,”'Meeker”).

AHgA

Prema tim rezultatima moze se videti da je OSG imao ICs manji od maline sorte

AHOA Syi ostali uzorci FDS su

"Willamette”, dok je uzorak BSNS imao slican 1Csg

imali niski inhibicioni potencijal a-glukozidaze.
Tumbas Saponjac i sar. (2015) su istrazivali uticaj fitohemijskih jedinjenja dve

sorte jagoda (“Clery” i “Marmolada™) na inhibiciju a-glukozidaze. Ovi autori su nasli

da je 1C5"H"

za jagodu sorte "Marmolada” bio 0,60, dok je za sortu “Clery” bio 1,90
mg/ml. Sli¢no ovim vrednostima su bile i ICs" %" vrednosti za OSG i BSNS u nagim
istrazivanjima. Stepen inhibicije a-glukozidaze je zavisi od fitohemijskog sadrzaja
uzoraka. Istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije sugeriSe da razli¢ita polife-
nolna jedinjenja, prisutna u uzorcima FDS, mogu uticati na razli¢ite faze u digestiji

skroba na sinergisticki nacin. Efikasnost inhibicije razli¢itih pojedinacnih fenolnih

komponenti zavisi od njihovog mesta delovanja, njihovog mehanizma i njihovog afini-
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teta vezivanja, koji bi mogao biti modulisan sinergistickim ili antagonistickim delo-
vanjem (Boath i sar., 2012). Ovo je takode utvrdeno i u istrazivanjima od Mekdugal i
sar. (2008) i Giampieri i sar. (2012). Ovi autori su pokazali da su derivati kafene kise-
line i protokatehinska kiselina delotvorni inhibitori a-glukozidaze. Giampieri i sar.,
(2012) su takode objavili da je oralnom primenom protokatehinske kiseline na paco-
vima sa dijabetesom, uzrokovanim streptozotocinom tokom 45 dana tretmana, sprecilo
povecanje glukoze u plazmi i glikoziliranog hemoglobina, kao i smanjene nivoa insu-

lina i hemoglobina u plazmi.

4.3. IN VITRO GASTROINTESTINALNO VARENJE FDS UZORAKA
POD SIMULIRANIM USLOVIMA

In vivo zdravstveni efekti polifenola zavise od njihove unesene kolic¢ine i od
njihove bioloske raspolozivosti. Simulacija gastro-intestinalnom (GI) digestijom FDS
uzoraka je odredeno in vitro testom putem podvrgavanjem praskastih uzoraka zeludac-
nim i crevnim te¢nostima, odvojeno, pod simuliranim uslovima (pH, temperatura i
muckanje). Uporedivanje vrednosti TPC u digestivnim te¢nostima posle simulirane
digestije FDS uzoraka je prikazano na slici 30. Moze se uociti da je crevno varenje
izazvalo vecée oslobadanje polifenola iz uzoraka FDS od Zeludac¢nog varenja, sto uka-
zuje na dobru stabilnost uzoraka u crevnoj tecnosti. Simulacija digestije je u crevnim
tecnostima (SIF) oslobodila je 95% od ukupnih fenolnih jedinjenja prisutnih u BSNS,
a 88% u zeludac¢nim tec¢nostima (SGF). Od ukupnih fenolnih jedinjenja prisutnih u
BSG simulacija digestije je oslobodila u SIF oko 73%, a oko 61% u SGF. Od ukupnih
fenolnih jedinjenja prisutnih u OSG simulacija digestije je oslobodila u SIF oko 95%,
a 91% u SGF. Od ukupnih fenolnih jedinjenja prisutnih u OSJ simulacija digestije
oslobodila u SIF oko 92%, a 44% u SGF, dok su WSSPE i WSSIM oslobodile oko
56%, odnosno 94% u SIF, a 39% , odnosno 72% u SGF.

Profili TPC, oslobodenih posle simuliranih digestija iz FDS uzoraka, zavise od
njihove otpornosti ili osetljivosti na probavne enzime (pepsin i pankreatin), pH opsega

(u crevnim te¢nostima 6,8 1 u Zeluda¢nim te¢nostima 1,2) strukturnih karakteristika.
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Ovo tumacenje se slaze sa istrazivanjima Adom 1 Liu (2002). Sa druge strane,
Green i sar. (2007) su pokazali da su pH uslovi, a ne digestivni enzimi odgovorniji za
osetljivost i oslobadanje fenolnih jedinjenja, kao $to su katehini, epigalokatehin i
epigalokatehin-galati. Saikia i sar. (2015) su utvrdili da je oslobadanje fenolnih jedi-
njenja iz tropa star fruit (Averrhoa carambola) tokom digestije bilo veée u zeluda¢nim

fluidima nego u crevim tecnostima.
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Slika 30. In vitro gastrointestinalno oslobadanje polifenola iz FDS u simuliranim
stomacnim i crevnim tecnostima.

Rezultati su izraZzeni kao srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta.

4.4. KORELACIJA IZMEDU SADRZAJA FITOHEMIKALIJA |
ANTIOKISDATIVNE | BIOLOSKE AKTIVNOSTI FDS

Za analizu korelacije, koris¢ene su recipro¢ne vrednosti (l/IC50DPPH, 1/1Cs, BT

i 1/1Co5"") parametara ICso™" ", 1Cs0"®™° i ICo 5™ . Tako izraZene vrednosti bolje pred-
stavljaju parametre aktivnosti, jer prate rastuéi trend efikasnosti uzoraka u prime-
njenim testovima.

Ove vrednosti su ispitivane u korelaciji sa vrednostima TPC, TFC, TChl, Chl

a, Chl b i TCX kvantifikovanih u uzorcima FDS. U cilju procene korelacionih odnosa
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izmedu vrednosti Pirsonov koeficijent korelacije (r) je analiziran i dobijene su zna-
¢ajne korelacije (0,8 < r <1). Rezultati korelacione analize su prikazani u Tabeli 21.
Moze se uociti vrlo dobra korelacija izmedu TPC i antioksidativnog kapaciteta me-
renim ABTS testom (0,949), kao i izmedu TPC i redukcione sposobnosti (r = 0,876).
Dok je DPPH test pokazao umerenu korelaciju (r = 0,561) sa TPC.

Ovi rezultati sugeriSu da su fenolna jedinjenja svojim prisustvom uslovljavaju
in vitro antioksidativnu aktivnost. S druge strane, rezultati DPPH testa je pokazao vrlo
dobru korelaciju (r = 0,851) sa TFC. Dobra pozitivna korelacija je nadena izmedu
1/1C5,"®™ i TFC, dok je uo&ena niska korelacija izmedu 1/1Co5™ i TFC (r = 0,461).
Vale i sar. (2014) su utvrdili da su klijanci crvenog kupusa pokazali maksimalnu anti-
oksidativne aktivnosti na DPPH radikale posle 7 dana klijanja.

Dobijeni rezultati korelacione analize u skladu sa rezultatima Aires i sar.
(2011) koji su utvrdili umereno pozitivnu korelaciju izmedu TPC i antioksidativne
aktivnosti na DPPH radikale (r = 0,640) u Brassica povréu (Brassica oleracea L. i
Brassica rapa L.). Kao $to je prikazano u tabeli 21 ne postoji uocena korelacija izmedu
TChl, Chl a, Chl b, TCX i 1/1Cs,"®™ aktivnosti, ni izmedu tih prisutnih fitohemikalija
I redukcione sposobnosti, a umerene vrednosti korelacije su nadene izmedu prisustva
gore navedenih fitohemikalija i antioksidativne aktivnosti na DPPH radikale, r vred-
nosti kretale su se od 0,502 za TChl do 0,570 za TCX.

Tabela 21. Korelacioni koeficijent (r) izmedu TPC, TFC, TChl, Chl a, Chl b, TCX i
reciprocnih vrednosti 1Csy za DPPH, ATBS, RP, AlA i AHgA za FDS

1/1Cs TPC TFC TChl Chl a Chl b TCX
1/ 1Cs, PPPH 0,561 0,815 0,502 0,520 0,522 0,570
1/ 1C5 "™ 0,949 0,514 0,000 0,000 0,000 0,144
1/ 1Co 5™ 0,876 0,461 0,000 0,000 0,000 0,011
1/ICgo AA 0,712 0,842 0,551 0,545 0,567 0,622
1/IC"9% 0,440 0,151 - 0,320 -0,331 - 0,288 - 0,200
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Za analizu korelacije, kori§éene su reciproéne vrednosti (1/ICso™" i
1/1C5,*™9*) parametara ICso " i 1C5,""%*. Ove vrednosti su ispitivane u korelaciji sa
vrednostima TPC, TFC, TChl, Chl a, Chl b i TCX kvantifikovanih u FDS (tabela 21).
Najveéi koeficijent korelacije (r=0,842) ostvaren je izmedu TEC i 1/IC5o™*, a umerene
vrednosti korelacije (r= 0,702) su nadene izmedu TPC 1 ICso™" Sadrzaj hlorofila 1
karoteinoida su takode u umerenoj korelaciji sa 1Cs,™" i vrednosti su se kretale od r =
0,551 za TChl do (r=0,622) za TCX. TPC 1 TFC su pokazali Sirok spektar umerenih 1
slabih korelacija (r=0,445, 0,151) sa a-GIP. Negativne vrednosti korelacija nadene su
izmedu TChl, Chl a, Chl b, 1 TCX 1 a-GIP (tabela 21). MozZe se zakljuciti da vrednosti
antioksidativne aktivnosti, redukcione sposobnosti, kao i antiinflamatorne i antihiper-
glikemijske aktivnosti zavise ne samo od koli¢ine prisutnih fenolnih jedinjenja ve¢ i

njihovih strukturnih karakteristika (broja i polozaja hidroksilnih grupa), a takode i od

mehanizma antioksidativnog delovanja.
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5.0. ZAKLJUCAK

U radu su ispitani fitohemijski profil, antioksidativna i in vitro bioloska
aktivnost ekstrakata klijanaca Sest sorti zitarica: pSenica Spelt i Simonida, (WSSPE,
WSSIM); jecam, hibrid “NS565” (Hordeum vulgare L. ssp distichum.) (BSNS) i ne-
hibridni “Golozrni” (Hordeum vulgare var nudum.) (BSG) i ovas Golozrni 1 Jadar
(OSG, 0S)).

U cilju poredenja Sest istrazivanih vrsta klijanaca ispitivanja su obuhvatila
odredivanje TPC, TFC, TChl, Chla, Chlb i TCX vrednosti i testiranje njihove bioloske
aktivnosti (antioksidativnog kapaciteta, redukcione sposobnosti, antiinflamatorne i
antihiperglikemijske aktivnosti), kao i sposobnost oslobadanja fenolnih jedinjenja iz
uzoraka FDS tokom in vitro gastrointestinalnog varenja.

Rezultati spektrofotometrijskih ispitivanja ukazuju da je najveci sadrzaj ukup-
nih fenolnih jedinjenja (713,25 mg/100g s.m), flavonoida (288,29 mg/100g s.m), hlo-
rofila (196,23 mg/100g s.m) i karotenoida (37,58 mg/100g s.m) utvrden u uzorku
BSNS.

Rezultati HPLC analize fenolnih jedinjenja pokazali su da je epikatehin domi-
nantno fenolne jedinjenje u oba klijanca jeCma (BS). Pored epikatehina, oba BS sadrze
znacajne koli¢ine katehina, protokatehinske i galne kiseline. U oba klijanca pSenice
(WS) su detektovane vanilinska, protokatehinska, siringinska, galna i sinapinska ki-
selina dominantna jedinjenja. Miricetin je imao najvecu vrednost u oba uzorka OS.

Rezultati su pokazali da klijanci obe sorte je¢cma (BSNS i BSG) imaju veéi
antioksidativni kapacitet na DPPH radikale u poredenju sa uzorcima klijanaca pSenice
I ovsa. Antioksidativni kapacitet uzorka OSG vec¢i je od tog kapaciteta za uzorke
WSSIM, WSSPE i OSJ. ICg, vrednosti odredene DPPH metodom kretale su se u
rasponu od 0,54 + 0,04 - 8,86 + 0,07 mg/ml. Najnizi ICs> " utvrden je u uzorku
BSNS, a najvisi ICs,” " u OSJ (p < 0,05). Uzorci FDS koji su imali manju 1Cs° 1,
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imali su ve¢u antioksidativnu aktivnost. Utvrdena je vrlo dobra statisticki znacajna
razlika u ovoj vrednosti, izmedu uzoraka FDS klijanaca (p < 0,05), dok znacajna raz-
lika nije primec¢ena izmedu uzoraka OSJ, WSSEP i WSSIM. Najvise vrednosti ARP su
odredene za BSNS i BSG (1,88, 1,36 ml/mg), zatim slede OSG, WSSIM i WSSPE.
OS] je imao najnizu vrednost ARP (0,11 ml/mg).

Antioksidativni kapacitet uzorka je izrazen kao troloks ekvivalentne antioksi-
dativne vrednosti kapaciteta (TEAC). BSNS je pokazao znacajno veée (p < 0,05)
TEACpppy Vrednosti u odnosu na druge uzorke FDS. OSJ je imao najnize vrednosti (p
< 0,05) TEACpppy. U ovim testovima TE vrednosti za BSNS su bile 1,37, 3,94, 16,61,
10,50, i 8,72 puta vece u odnosu na uzorke BSG> OSG> OSG> WSSPE i WSSIM.

Primenom ABTS testa BSNS je pokazao veci antioksidativni kapacitet
(ACagTs), a zatim sledi OSG, dok nema statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka
WSSIM i BSG. WSSPE i OSJ su pokazali najmanji antioksidativni kapacitet prime-
nom ABTS test. Redosled vrednosti 1Cs 2" za uzorke FDS bio je: BSNS <OSG
<WSSIM <BSG < WSSPE. Najvise vrednosti ARP su nadene kod BSNS i OSG (1,27,
1,15 ml/mg), zatim slede WSSIM, BSG, OSJ 1 WSSPE. WSSPE je imao najnizu vred-
nost ARP (0,82 ml/mg). U ovim testovima TE vrednosti za BSNS su bile 1,19, 1,32,
1,35, 1,48, 1 1,59 puta vece u odnosu na OSG> WSSPE> BSG> WSSPE i OS]J.

Rezultati odredivanja redukcione sposobnosti, su pokazali da je uzorak BSNS
Imao najvec¢u redukcionu sposobnost, a zatim slede uzorci OSG> WSSIM> BSG, dok
su OSJ i WSSPE imali nizu redukcionu sposobnost od navedenih uzoraka. Redosled
vrednosti 1Cy 5 je bio slede¢i: BSNS <OSG <WSSIM <BSG <0OSJ i WSSPE. U ovim
testovima TE vrednosti u BSNS su 1,30, 1,88, 2,11, 2,63, 1 2,76 puta vece u odnosu na
OSG> WSSPE> BSG> 0OSJ> i WSSPE.

Metod antidenaturacije albumina iz jaja je izabran u cilju procene antiinflama-
torne aktivnosti (AIA) osuSenih klijanaca (FDS). Svi uzorci FDS su ispoljili koncen-
tracijski zavisnu inhibiciju denaturacije proteina (aloumina) u celom opsegu ispitiva-
nih koncentracija. Pri niskim koncentracijama (2,5 - 20 mg/ml), BSNS je pokazao
vecu inhibiciju denaturacije proteina (p < 0,05), dok su WSSIM i1 OSG pokazali slicno
ponasanje. Zatim sledi OSG, a WSSPE i OSJ pokazuju manju inhibiciju denaturacije
proteina. Vrednosti 1Cs,™” su bile u rasponu od 1,43 + 0,07 za BSNS do 4,77 + 0,56
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za OSJ koji je imao i najvecu ICsq vrednost. Medutim, svi FDS uzorci su pokazali
manju AIA od natrijuma diklofenaka (ICsy™"* = 0,79 mg/ml).

Antihiperglikemijska aktivnost (AHgA) ustanovljena je primenom a-gluko-
zidaza testa. Potencijal FDS uzoraka (0,90 — 18,18 mg/ml) testiranih na inhibiciju a-
glukozidaze raste sa povecanjem koncentracije FDS. OSG je pokazao znaCajno veci
AHgA (p < 0,05) u odnosu na druge FDS uzorke, zatim slede BSNS, OSJ i1 BSG. Sa
druge strane WSSIM i WSSPE su pokazali niske inhibitorne efekte. Vrednosti
ICso" "9 bile su u rasponu od 0,90 + 0,24 za OSG, koji je imao i najnizu I1Csy vrednost,
do 17,28 £ 0,82 za WSSIM, koji je imao 1 najveci ICsg.

Simulacija gastro-intestinalnom (GI) digestijom FDS je odredeno in vitro tes-
tom putem podvrgavanja praskastih uzoraka Zeluda¢nim 1 crevnim te¢nostima, odvo-
jeno, pod simuliranim uslovima (pH, temperatura i muckanje). Crevno varenje izaz-
valo je vece oslobadanje polifenola iz uzoraka FDS od Zeluda¢nog varenja, Sto ukazuje
na dobru stabilnost uzoraka u crevnoj te€nosti. Simulacija digestije u crevnim tecnosti-
ma (SIF) oslobodila je 95% od ukupnih fenolnih jedinjenja prisutnih u BSNS, a 88% u
zeluda¢nim te¢nostima (SGF). Od ukupnih fenolnih jedinjenja prisutnih u BSG simu-
lacija digestije je oslobodila u SIF oko 73%, a oko 61% u SGF. Od ukupnih fenolnih
jedinjenja prisutnih u OSG simulacija digestije oslobodila je u SIF oko 95%, a 91% u
SGF. Od ukupnih fenolnih jedinjenja prisutnih u OSJ simulacija digestije oslobodila je
u SIF oko 92%, a 44% u SGF, dok su WSSPE i WSSIM oslobodile oko 56%, odnosno
94% u SIF, a 39% , odnosno 72% u SGF.

Moze se zakljuciti da antioksidativni kapacitet i redukciona sposobnost raste
sa povecanjem koncentracije fenolnih jedinjenja u FDS, a zavisi i od strukturnih ka-
rakteristika tih fitohemikalija.

Korelacionom analizom odredena je vrlo dobra korelacija izmedu TPC i vred-
nosti 1/1Cs*®"°(r=0,949), kao i izmedu TPC i 1/1Cy5"" redukcione sposobnosti (r =
0,876). Dok je zavisnost sa 1/1Cs"®™° pokazala umerenu korelaciju (r = 0,561) sa
TPC.

Antioksidativni kapacitet na DPPH radikale je pokazao vrlo dobru korelaciju
(r = 0,815) sa TFC. Dobra pozitivna korelacija je nadena izmedu 1/ICsy*®"° i TFC, dok

je uogena niska korelacija izmedu 1/ICqs" i TFC (r = 0,461). Ne postoji uotena kore-
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lacija izmedu TChl, Chl a, Chl b, TCX i 1/IC5,®™ aktivnosti, ni izmedu tih fitohe-

mikalija i redukcione sposobnosti, a umerene vrednosti korelacije su nadene izmedu

prisustva gore navedenih fitohemikalija i antioksidativne aktivnosti na DPPH radikale
Vrednosti korelacionog koeficijenta (r) su bile od 0,502 za TChl do 0,570 za TCX.

Najveéi koeficijent korelacije (r=0,842) ostvaren je izmedu TFC i 1/ICs,"", a
umerene vrednosti korelacije (r=0,702) su nadene izmedu TPC i ICs,™. SadrZaj hlo-
rofila i karoteinoida su takode u umerenoj korelaciji sa ICso™" i vrednosti su se kretale
od r=0,551 za TChl do (r=0,622) za TCX. TPC i1 TFC su pokazali Sirok spektar
umerenih i slabih korelacija (r=0,445, 0,151) sa a-GIP. Negativne vrednosti korelacija
nadene su izmedu TChl, Chl a, Chl b, 1 TCX i a-GIP.

Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da klijanci zitarica obezbeduju
visok sadrzaj fitohemikalija koje poseduju znacajnu antioksidativnu i biolosku aktiv-

nost, te se mogu koristiti za dobijanje novih funkcionalnih prehrambenih proizvoda.
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