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1. UVOD

Sve vide ljudi danas prepoznaje vaznost povezanosti prehrane i zdravlja, zbog &ega raste
zanimanje za funkcionalnu hranu. Funkcionalna hrana obogacena je nutrijentima i bioaktivnim
spojevima i, osim $to zadovoljava osnovne nutritivne potrebe, pruza dodatne benefite za
zdravlje, poput jaCanja imuniteta, smanjenja rizika od bolesti i poboljSanja opéeg stanja
organizma (Granato i sur., 2020). S takvim zanimanjem potro$aca, rastu i zahtjevi za
istrazivanjima nacina na koje se moze posti¢i ve¢a funkcionalnost hrane. Povrée je oduvijek
poznato po svom nutritivnom sastavu i bioaktivnom potencijalu, ono predstavlja sinonim za
zdravu prehranu, no ono sto je novitet na trziStu danas su njihove klice — mlade biljke u po€etnoj
fazi razvoja (lkram i sur., 2021). Tijekom Klijanja u sjemenu se odvijaju razne biokemijske
reakcije koje poboljSavaju njegov nutritivni profil, bioaktivna svojstva i senzorske karakteristike.
Razgradnjom makronutrijenata povecava se udio jednostavnih Secéera, slobodnih
aminokiselina, nezasi¢enih masnih kiselina i drugih organskih tvari, dok se sadrzaj
antinutrijenata, poput fitata, smanjuje ¢ime se pospjeSuje apsorpcija minerala. Osim toga,
klijanje potiCe biosintezu polifenolnih spojeva, poput hidroksicimetnih kiselina i flavonoida, ali i
glukozinolata i vitamina povec¢avajuéi njihovu bioraspolozZivost i antioksidacijsku aktivnost (Aziz
i sur., 2022; Benincasa i sur., 2019). Klice su pogodne za uzgoj kod kuce, a zbog jednostavnosti

i isplativosti tog procesa, imaju i potencijal za industrijsku proizvodnju (Galieni i sur., 2020).

Ovaj rad istrazuje bioaktivni i antioksidacijski potencijal pet razli€itih vrsta klica — alfalfa,
Cesnjaka, rotkvice, mungo graha i cikle, s naglaskom na utjecaj metoda suSenja na njihova
funkcionalna svojstva. Primijenjene metode susenja su liofilizacija i konvencionalno suSenje, a
posebna paznja posvecena je promjenama u sadrzaju kljuénih bioaktivnih spojeva koji utjecu
na antioksidacijski kapacitet samih klica. Svim uzorcima klica odredivan je sadrzaj suhe tvari i
analiziran ukupni sadrzaj fenola, hidroksicimetnih kiselina i flavonola, flavonoida i polimernih
proantocijanidina te antioksidacijski kapacitet primjenom FRAP i ABTS metoda. Cilj ovog
istrazivanja bio je prouciti i usporediti sastav pojedinih vrsta klica te razumijeti kako ovi postupci
obrade utjeCu na oCuvanje ili povecanje njihovog bioaktivnog sastava, ¢ime bi se omogucila
Sira primjena klica u proizvodnji funkcionalne hrane. Dobiveni rezultati mogli bi posluziti kao
osnova za daljnja istrazivanja u pogledu unaprjedenja tehnologija proizvodnje i uvrstavanja

klica u svakodnevnu prehranu.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. KLICE KAO FUNKCIONALNA HRANA

Danasnje drustvo sve viSe je svjesno povezanosti svojih zivotnih navika i prehrane sa
zdravljem pa je, sa strane potroSaCa, potraznja za hranom sve viSe orijentirana prema
funkcionalnoj hrani, a sa strane proizvodaca, prema unaprjedenju metoda za poboljSanje
funkcionalnosti hrane. Funkcionalna hrana je ona koja, osim nutritivnih potreba koje
zadovoljava, nudi i mnoge benefite za zdravlje (Granato i sur., 2020). StoviSe, izbijanje
pandemije korona virusa potaknulo je jos vide ljudi na poboljSanje svoga imuniteta Sto se velikim
dijelom postiZe kvalitetnom prehranom (Djeki¢ i sur., 2023; Profeta i sur., 2021). Tako u novije
vrijeme rastuéu popularnost imaju istrazivanja klica i njihova terapeutska svojstva (Aloo i sur.,
2021). Radi se o povr¢u ubranom u svojoj pocetnoj fazi sazrijevanja biljke — germinacije ili
klijanja (Benincasa i sur., 2019). Dakle, pojam ,klice* oznaCava ,proizvod dobiven klijanjem
sjemena i njegova razvoja u vodi ili drugom mediju, ubran prije razvitka pravih listova i
namijenjen konzumaciji kao cijelog, ukljucujuci i sieme® (ESSA, 2016). Mogu se proizvesti brzo
i jednostavno uz niske troSkove zbog jednostavnosti uvjeta uzgoja i potrebne opreme, a sam
proces traje svega nekoliko dana ili tiedana. To nudi moguénost za razvoj i povecanje
industrijske proizvodnje u tom smjeru uz istovremeno poticanje potrosaca da biraju nutritivho
bogatu hranu. Osim toga, vrlo su povoljne za uzgoj i kod kuée (Galieni i sur., 2020). U usporedbi
s dijelovima odraslih biljaka koje konzumiramo, klice su bogatije sastojcima koji imaju dokazane
benefite na zdravlje. Oni se povezuju s prisustvom fitokemikalija iz skupine glukozinolata,
polifenola, vitamina i minerala (Aziz i sur., 2022). Naime, klijanjem sjeme raste u mladu biljku i
kroz taj proces opskrbljuje se vodom i energijom, a popratno se time mijenjaju i nutritivha te
biokemijska svojstva sjemena. Klijanje poveéava nutritivnu vrijednost proizvoda tako Sto potice
razgradnju makronutrijenata ¢ime se povecava koli¢ina slobodnih aminokiselina, jednostavnih
SecCera, nezasi¢enih masnih kiselina, bioaktivninh spojeva, organskih kiselina i drugih
komponenata. To povecava uginkovitost enzima koji razgraduju proteine, ugljikohidrate, masti
i ostale makronutrijente pa se klijanje moze smatrati i vrstom tzv. predigestije jer pomaze u
razgradnji visokomolekularnih slozenih materijala u njihove gradevne blokove. Osim toga, ovaj
proces osobito poveCava sadrzaj i bioraspolozivost odredenih vitamina i minerala te potiCe
sintezu blagotvornih sastojaka dok simultano reducira antinutritivne faktore koji inhibiraju
apsorpciju nutrijenata (npr. fitinska kiselina, lektin, inhibitori proteaze) (Marton i sur., 2010).
Proklijale sjemenke su takoder bogate i dijetalnim vlaknima koja, ne samo da doprinose zdravoj
probavi, vec i pomaZzu u odrzavanju uravnotezene razine Secera u krvi ¢ime se, recimo, moze
regulirati tjelesna tezina i zdravlje metabolizma (Bazaria i Neeraj, 2023). Proces klijanja tako
postaje sve popularniji proizvodni proces na trziStu i predstavlja ponovno budenje trendova

zdrave prehrane zbog pozitivhog u€inka na sastav hranjivih tvari, ali i okusa (lkram i sur., 2021).
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Klice su zapravo Sirok pojam, odnosno c¢ine ih razliiti tipovi proizvoda dobiveni od
sjemena, ovisno o dijelu biljke koja se bere i konzumira te kada se bere, zadrzava li se sjeme
ili uklanja te o supstratu za uzgoj i uvjetima tijekom klijanja. Prema tome, postoje razne varijante
klica, primjerice izdanci (engl. shoots), mikrozelenje (engl. microgreens) ili mikropovrée, kres
salata (engl. cress), proklijala pSenica (engl. wheatgrass) i slicno (Benincasa i sur., 2019).
Izdanci su iznikli iz sjemena u vodi iz kojega je nastao mali zeleni izdanak s prvim, mladim
listicima ili kotiledonima, a proizvod ne sadrzava sjemenu opnu ni korjen€i¢ (ESSA, 2016).
Mikrozelenje, odnosno mikropovrée su najCesci tip klica i na njih se pojam ,klice® na trzistu
najceS¢e odnosi, samo je razlika u tome Sto se klice beru nakon nekoliko dana, a mikropovrce
nakon dva tjedna i vise. To su mlade bilijke, odnosno sadnice povrca, za€inskog bilja ili Zitarica
u fazi potpuno prosirenih kotiledona ili izniklih prvih pravih listova (Mir i sur., 2017). Kres salata
su izdanci uzgojeni u tlu ili hidroponskom supstratu, a konzumira se mlada rozeta lis¢a ili cijeli
nadzemni dio biljke u fazi kotiledona (Anonymous 1). Proklijala pSenica su svjeZe proklijali prvi
listovi bilike Triticum aestivum, toCnije obi¢ne p3enice koja se bere 6-10 dana nakon Klijanja
(Pant i sur., 2013). Na trzistu su vrlo popularni proizvodi bradno od proklijale pSenice, koje ima
nizu razinu glutena i bolju probavljivost (Anonymous 2) te prahovi ili sokovi za detoks, energiju

i protuupalni u€inak (Butler, 2021).

2.2. PRIMJENA KLICA U LJUDSKOJ PREHRANI

Koristenje klica u kulinarstvu je kod nekih kultura ve¢ od davnina dio tradicije, pogotovo na
istoku Zemlje gdje su njihov nutritivni profil i u€inci na zdravlje ve¢ poznati pa se i smatraju
vrijednom komponentom prehrane. Od 80-ih godina pro$loga stoljeca, klice postaju sve
popularnije i zapadnije zbog interesa potroSata prema dijetetici i egzotiCnim zdravim
namirnicama, posebice onima koje su minimalno procesirane i bez aditiva. Tako da se
prehrambena industrija u danasnje vrijeme sve viSe fokusira na razvoj zdravijih proizvoda koji
su prilagodeniji promjenjivim zahtjevima potro$aca (Benincasa i sur., 2019). Sam proces klijanja
isplativ je proces s obzirom na to da ne zauzima puno mjesta prilikom uzgoja u stakleniku, ne
zahtijeva sofisticiranu opremu, ciklus klijanja traje svega nekoliko tjedana (maksimalno tri) i
pruza poprilicno velike prinose (Kyriacou i sur., 2016). Prilikom tog procesa dolazi do kaskade
biokemijskih reakcija kojima se znacajno poboljSava njihov nutritivni profil kao i senzorske
karakteristike, odnosno imaju vecu nutritivhu vrijednost, nizi sadrzaj antinutrijenata, bogate su
bioaktivnim spojevima te imaju sladi okus Sto ih €ini dobrim izborom za dodatak raznim jelima
(Aloo i sur., 2021). Na europskom i dalekoistoénom trZistu razvila se raznolika ponuda Klica, a
najpopularnije su klice alfalfa, azuki i mungo graha, soje, heljde, brokule, rotkvice, goruSice i
crvenog kupusa (Marton i sur., 2010). Mogu se Koristiti za obogacivanje okusa, izgleda i

nutritivne vrijednosti raznih jela, kao sendvi€a, salata i raznih priloga, ili se mogu koristiti u formi



proizvoda spremnih za jelo (engl. ready-to-eat) ili se pak mogu dalje obraditi, primjerice susiti
ili peci (Benincasa i sur., 2019). Nakon klijanja i suSenja, cijelo zrno se moze samljeti u brasno
ili preraditi u griz, pahuljice i sli¢no (Aziz i sur., 2022). Proizvodnja brasna od klica zitarica se
moze pridruziti danasnjem trendu proizvodnje brasna od drugih izvora osim zrna pSenice za
daljnju proizvodnju pSenic¢nog kruha, tjestenine, rezanaca ili beskvasnog kruha (Shingare i
Thorat, 2013). Ipak, koristenje klica zitarica za proizvodnju takvih proizvoda predstavlja izazov
jer je proizvesti brasno koje daje savrSena svojstva tijesta tijekom pecenja zahtjevno. Ukoliko
uvjeti klijanja nisu kontrolirani, oni mogu uzrokovati visoku akumulaciju enzimatske aktivnosti
Sto moze uvelike utjecati na fizikalna svojstva tijesta i u konacnici gotov proizvod (Marti i sur.,
2018). Osim u kruhu i tjestenini, klice Zitarica se danas koriste i u tortiljama, granoli, keksima,
krekerima, muffinima te raznim snackovima i energetskim plo¢icama (Aziz i sur., 2022). U
tortijama, brasno od proklijale cjelovite pSenice moze pomoéi u omekSavanju tijesta,
produljenju roka trajanja i poboljSanju senzorskih karakteristika (Yudiono i Kurniawati, 2018).
Proklijala pSenica ima potencijal za poveéanje dopadljivosti takvih tortilja i kruha kod potro$aca
Sto bi moglo dovesti do poveéanja konzumacije cjelovitih Zitarica, a time i ogromnog napretka
za ljudsko zdravlje (Das i Sharangi, 2022). U prirodno bezglutenske namirnice, kao proso,
heljda, amarant, kvinoja i mnoge druge Zitarice, spadaju i njihove klice koje se mogu Koristiti
kao dio bezglutenskih dijeta. Sami spektar dostupnih klica je vrlo Sirok pa je time i
Zznanstvenicima te istrazivacima dato puno kreativne slobode prilikom osmisljavanja inovacija
prehrambenih proizvoda. Prilikom toga je svakako vazno identificirati funkcionalne razlike
izmedu klica i njihovih neproklijalih ekvivalenata za optimalnu formulaciju, preradu i

karakteristike krajnjeg proizvoda (Aziz i sur., 2022).

2.3. PROMJENE U KEMIJSKOM SASTAVU TIJEKOM KLIJANJA

Prilikom klijanja, u sjemenu se dogadaju procesi koji zapocinju upijanjem vode mladog i
suhog sjemena u stanju mirovanja, a zavrSavaju izduzivanjem embrionalne osi, obi¢no radikule
(korjencica) koja se proteze kako bi prodrla u strukture koje ju okruzuju. Naknadna mobilizacija
glavnih skladiSnih rezervi povezana je s rastom sadnice (Bewley, 1997). U pozadini tog procesa
leze fizicke i biokemijske reakcije, kao Sto su slabljenje omotaCa sjemena, aktivacija
metaboliCke aktivnosti, aktivacija transkripcije gena, te biogeneza organela (Logan i sur., 2001).
Taj proces obuhvaca tri faze. Tijekom Faze | (faza imbibicije), sjeme upija vodu, njegove stanice
ju apsorbiraju. Ona traje dok sve matrice i sadrzaj stanica nisu potpuno hidratizirani. Potom
nastupa Faza Il (faza metaboliCke aktivacije) u kojoj dolazi do ograni¢enog unosa vode, ali uz
snaznu metaboli¢ku reaktivaciju koja ¢e biti potrebna za pokretanje korjenci¢a u sliedec¢im
fazama. Na kraju Faze Il pocinje izbijati korjenci¢. U posljednjoj fazi, tj. Fazi lll (faza rasta

sadnice) zbiva se znacajna mobilizacija svih rezervnih tvari uz poveé¢an unos vode $to za



posljedicu ima izduzivanje stanica, tj. rast sadnice. Time dolazi do zavrSetka klijanja (Pathak i
Singh, 2022). Nakon upijanja vode, sjemenke u stanju mirovanja brzo obnavljaju svoju
metaboli¢ku aktivnost, $to implicira vazne biokemijske, nutritivne i senzorske promjene u
jestivim proizvodima kojima se utjeCe na svojstva proizvoda — oblik, bioaktivhost, konzistenciju,
okus i probavljivost (Katina i sur., 2007). Klijanje poti¢e enzime da razgrade ugljikohidrate, lipide
i proteine u oshovne sastojke (lkram i sur., 2021). Naime, nastali primarni i sekundarni
metaboliti imaju razlicite bioloSke ulinke na zdravlje kada se konzumiraju u usporedbi sa
sjemenkama koje nisu proklijale. Opseg promjena glavnih metabolita te enzimatska aktivhost
ovise o vrsti, fazi rasta sadnice, uvjetima Kklijanja i laboratorijskim tehnikama analize tih

promjena (Benincasa i sur., 2019).

2.3.1. Ugljikohidrati

Postoje dvije vrste ugljikohidrata u klicama: strukturni i nestrukturni. Mobilizacija
nestrukturnih ugljikohidrata klju¢an je proces u razvoju klica jer osigurava potrebnu energiju i
hranjive tvari prilikom rasta biljke. Skrob, kao glavni sloZeni ugljikohidrat prisutan u vecini
povrca, pohranjuje se u obliku amiloze i amilopektina. Njihovu hidrolizu kataliziraju amilaze,
Cime ih razgraduju na jednostavnije SecCere. Za primjer su uzete klice Zitarica. U proklijalim
Zitaricama amilaze su pokazale svoju aktivnost pa se Skrob razgraduje na reducirajuce Secere
glukozu i maltozu te u manjoj mjeri na nereducirajuci Se¢er — saharozu (Aoki i sur., 2006). To
rezultira veCom probavljivoS¢u &to je od vaznosti za prehrambenu vrijednost i primjenu
proklijalih Zitarica. Medutim, profil Se¢era u proklijalim Zitaricama varira ovisno o vrsti. Primjerice
neka istraZivanja pokazala su da riZa, sirak i proso akumuliraju viS8e maltoze, nego glukoze, dok
heljda akumulira viSe glukoze, nego maltoze (Benincasa i sur., 2019). Osim razlika medu
vrstama, razli€iti su i ucinci ovisno o fazi klijanja. Tako kod pSenice dominira saharoza tijekom
poCetne faze klijanja, a glukoza i maltoza tijekom kasnijih faza klijanja (Aoki i sur., 2006).
Takoder, tkivo proklijalih zitarica utjeCe na razinu ugljikohidrata, pri €emu pSenica i riza imaju
vii sadrzaj glukoze u endospermu, dok je saharoza prisutnija u skutelumu (Stitniku) (Scofield i
sur., 2007).

Strukturni ugljikohidrati, odnosno dijetalna vlakna, predstavljaju jednu od kljuénih
komponenata cjelovitih zitarica. Mogu biti topljivi u vodi, kao Sto su to celuloza, hemiceluloza i
lignani ili netopljivi kao B-glukani i arabinoksilani (Hibner i Arendt, 2013). JeCam i zob su osobito
bogati B-glukanima, kao i sirak i proso, dok su kod drugih vrsta oni prisutni samo u malim
udjelima (Lemmens i sur., 2018). Utjecaj klijanja na razinu dijetalnih vlakana u proklijalim
Zitaricama nije konzistentan i ovisi o tipu vlakna, vremenu klijanja i genotipu Zitarice (Nelson i
sur., 2013). Na primjer, proklijala pSenica pokazuje znacajno povecéanje ukupnih dijetalnih

vlakana nakon 196 sati inkubacije, no nakon prvih 48 sati pokazuje smanjenje (Koehler i sur.,



2007). JeCam ne pokazuje znaajne promjene u razini dijetalnih vlakana nakon 72 sata
inkubacije (Teixeira i sur., 2016), dok se u rizi ona povecava zbog formiranja novih stanica
tijekom procesa sladovanja (Lee i sur., 2007). Ovo povecanje primije¢eno je i kod topljivih i
netopljivih segmenata vlakana, iako omjer topljivih i netopljivih vlakana varira ovisno o genotipu
klica i uvjetima prerade (Ohtsubo i sur., 2005). Ipak, u proklijalom je€mu i zobi, hidroliticka
aktivnost endogenih B-glukana reducira razinu samih 3-glukana ¢ime se s vremenom smanijuje
ukupna razina topljivih vliakana (Hubner i Arendt, 2013). Taj obrazac u suprotnosti je sa
pSenicom, gdje je sadrzaj topljivih vlakana u poletku stabilan, a onda dolazi do povecanja
(Koehler i sur., 2007).

2.3.2. Proteini

Klijanje znacajno utjeCe na promjene u sastavu proteina, $to mozZe rezultirati razli€itim
ishodima u pogledu nutritivne vrijednosti i probavljivosti. Tijekom klijanja zrna, skladi$ni proteini
se pomocu proteolitiCkin enzima razgraduju na peptide i aminokiseline nakon 2-3 dana od
pocetka upijanja vode (faze imbibicije). Time se poveéava bioloSka raspolozivost hranjivih tvari
(Taylor i sur., 1985). Na primjer, u cjelovitim Zitaricama, sirovi proteini ¢ine 8 do 16 % suhe tvari
(Donkor i sur., 2012). Endopeptidaze, koje se formiraju tijekom klijanja i skrivaju unutar
aleuronskog sloja i skuteluma, imaju kljuénu ulogu u rastu klica jer razgraduju pohranjene
proteine potrebne za proizvodnju funkcionalnih proteina, primjerice B-amilaze (Faltermaier i
sur., 2015). Proteoliza je posebno izrazena nakon duljih perioda klijanja i na ekstremnim
temperaturama, ali opéenito ne uzrokuje znacajne promjene u ukupnom sadrzaju proteina, iako
dolazi do razgradnje proteina (Caceres i sur., 2014).

Klijanje takoder utjeCe na topljivost i probavljivost proteina. Glavni skladiSni proteini se
uglavnom mogu klasificirati prema svojstvima topljivosti na albumine (topljivi u vodi), globuline
(topljivi u soli), gluteline (topljivi u luzinama) i prolamine (topljivi u alkoholu) (Taylor i sur., 1985).
Opce je poznato da se sadrzaj prolamina smanjuje produljenjem trajanja klijanja, $to je trend
primijecen u istraZzivanjima na tritikali, je€mu, razi, zobi i pSenici (Lorenz i D’Appolonia, 1980).
S druge strane, nekoliko istraZivanja je zabiljeZilo povecanje razine sirovih proteina u je€mu
(Youssefisur., 2013), vostanoj pSenici (Hung i sur., 2012) i smedoj rizi (Moongngarm i Saetung,
2010). Ovo povecanje je rezultat razgradnje pohranjenih proteina i aminokiselina zbog
apsorpcije vode, koje se zatim pretvaraju u prijenosne amide i dopremaju do razvijajucih
dijelova klica (Tian i sur., 2010). Medutim, sadrzaj proteina ovisi o ravnotezi izmedu razgradnje
proteina i biosinteze proteina tijekom klijanja (Rusydi i sur., 2011). Zabiljezeno je povecanje
ukupnog sadrzaja aminokiselina, a uz to i znacCajne promjene u sastavu slobodnih
aminokiselina do kojih dolazi tijekom klijanja, pri ¢emu proklijale zZitarice sadrze vece koliCine

esencijalnih aminokiselina, koje su vazne za sintezu proteina u ljudskom tijelu. Na sastav



aminokiselina najvise utjeCu vrsta Zzitarice i trajanje klijanja (Benincasa i sur., 2019). Kod
vostane psenice, esencijalne aminokiseline kao $to su izoleucin, leucin, fenilalanin i valin
dosegnule su svoje najvise razine nakon 36 sati klijanja, dok su treonin i metionin dosegle
vrhunac nakon 24, odnosno 48 sati (Hung i sur., 2012). Za slad od rize i heljde, veée koli¢ine
aminokiselina proizvedene su nakon 5, odnosno 4 dana klijanja, a obje vrste su pokazale niske

razine asparagina, metionina i histidina (Agu i sur., 2012).

2.3.3. Masti

Metabolizam masti tijekom klijanja ukljuéuje sloZzene procese koji dovode do pretvorbe
lipida u energiju i druge hranjive tvari potrebne za rast bilike. Cak i u Zitaricama, gdje je $krob
glavni spremnik ugljika u endospermu, lipidi su prisutni u poprili¢no velikim koli¢inama u zivim
tkivima cjelovitih zrna (tj. embrija, skuteluma i aleurona). Prisutni su u obliku triacilglicerola
(TAG), a mobiliziraju se iz uljnih tijela putem koordinirane metaboli¢ke aktivnosti koja zapocinje
klijanjem, a zavrSava konaénom pretvorbom ulja u Seéere. Naime, enzimi lipaze razgraduju
esterificirane masne kiseline, odnosno TAG na slobodne masne kiseline (SMK) koje se pritom
oslobadaju i mogu se razgraditi reakcijama 3-oksidacije i glioksilatnog ciklusa, a potom pretvoriti
u Secere koji su izvor energije za rast same sadnice (Graham, 2008).

Primjerice, u zobi se cijepanje TAG u embriju odvija prije nego cijepanje TAG u skutelumu,
dok se mobilizacija TAG u endospermu odvija kasnije. To je logi¢an slijed s obzirom na to da
je zob specifi€na Zitarica u odnosu na ostale jer sadrzi visoki udjel ulja u odnosu na udjel Skroba
i udjel proteina (Leonova i sur., 2010). Kod vostane p3enice, klijanje tijekom 48 sati nije
znacajno utjecalo na sastav slobodnih i vezanih lipida, niti na sadrzaj esencijalnih masnih
kiselina poput linolne i linolenske kiseline (Hung i sur., 2012). Medutim, klijanje ima znac€ajan
utjecaj na sastav masnih kiselina u starijim sadnicama, gdje se primjeéuje povecanje linolenske
kiseline (18:3, odnosno omega-3 masne kiseline) uz smanjenje koli€ine cis-18:1 (npr. oleinska)
i cis,cis-18:2 masnih kiselina (npr. linolna) (Ozturk i sur., 2012).

Proces klijanja takoder utjeCe na ukupni lipidni sastav zbog katabolizma lipida tijekom rasta
sadnice koji sluze kao izvor ugljika i energije tijekom biokemijskih procesa. Tako, recimo, kod
prosa klijanog na sobnoj temperaturi tijekom tri dana, je€ma klijanog na temperaturi 22 °C
tijekom pet dana i zobi klijane na 16 °C kroz Sest dana, dolazi do smanjenja ukupnog sadrzaja
lipida za 8 do 15 %. Povecanjem temperature klijanja, dolazi do vece razgradnje lipida, pri Cemu
je zabiljezen pad ukupnih lipida od 18-28 % kod prosa klijanog na 32 °C tijekom dva dana,
pSenice na 30 °C tijekom dva dana i rize na 25-30 °C tijekom 1-5 dana. Razgradnja TAG na
SMK i glicerol, katalizirana lipazama, omoguc¢uje da se glicerol i SMK pretvore primarno u

Secere, koji se koriste za prehranu korjenci¢a i skuteluma (Kubicka i sur., 2000).



2.3.4. Fitati i minerali

Fitat, odnosno fitinska kiselina prirodni je sastojak koji se moze pronaci u sjemenkama
biljaka, poput zitarica, mahunarki i grahorica te predstavlja glavni oblik skladistenja fosfora u
zrelim biljkama. Medutim, nedovoljna razina endogene crijevne fitaze kod ljudi ograni¢ava
iskoristavanje fosfora, a zbog svog velikog afiniteta prema kationima s kojima tvori kelatne
komplekse, smanjuje bioraspolozivost minerala, kao $to su Zn?*, Fe 2*3*, Ca?*, Mg?*, Mn?* i
Cu?*. Zbog toga se fitat smatra antinutritivnim faktorom (Kumar i sur., 2010). Fitaze, kao
podskupina histidinskih kiselih fosfataza sudjeluju u hidrolizi kelatnih kompleksa fitata u mio-
inozitol, orto-fosfat i anorganski fosfat, a njihova aktivhost se povecava tijekom klijanja. Kao
posljedica toga, sadrzaj fitata se tijekom klijanja smanijuje, no razli¢itim intenzitetom, ovisno o
vrsti bilike (Hubner i Arendt, 2013). Recimo, u istrazivanju na Zitaricama, kod jeéma je
primije¢ena vrlo niska aktivnost fitaze na poc€etku klijanja, ali se ona nakon nekoliko dana
povecala ¢ak osmerostruko (Boukid i sur., 2017). Vrijednosti koncentracije fitaze u Zitaricama
variraju od najvisih vrijednosti u razi te najnizih u zobi (Hibner i Arendt, 2013). Klijanje smede
rize tijekom 12 do 72 sata dovelo je do smanjenja sadrzaja fitata za 60 % (Liang i sur., 2007),
dok je kod Cetverodnevnih klica sirka zabiljeZzena razgradnja fitata do 87 % (Maghoub i Elhag,
1998).

Kako su navedena istrazivanja pokazala da se sadrzaj fitata tijekom klijanja smanijuje,
sukladno tome se bioraspolozivost fosfora i minerala poveéava (Benincasa i sur., 2019). Naime,
minerali su u ljudskom tijelu potrebni za obavljanje procesa koji ga odrzavaju zdravim, kao $to
je kalcij potreban za funkciju srca, misi¢a, izgradnju kostiju i krvnih stanica, a Zeljezo potrebno
za sintezu proteina hemoglobina u krvi. Bakar, molibden, selen i cink klju¢ni su sastojci mnogih
znacajnih enzima u metabolizmu. Magnezij je bitan za obradu adenozin trifosfata (ATP) i
zdravlje kostiju. Natrij i kalij su elektroliti potrebni za regulaciju ATP-a, a fosfor, koji se nalazi u
kostima i stanicama, predstavlja klju¢an element za metabolizam energije i DNA kao fosfat u
nukleotidima (Godswill i sur., 2020). Klijanje je dovelo do poveéanja koncentracije magnezija u
zobi (Hubner i sur., 2010), jeému i pSenici, dok se koncentracija kalcija u jeCmu i pSenici
smanijila (Plaza i sur., 2003). U kukuruzu se sadrzaj glavnih makroelemenata (Na, K, Mg, Ca i
P) nakon dva dana Klijanja smanijio, ali se do Sestog dana poveéao. Sadrzaj mikroelemenata

(Fe, Zn, Mn, Cu i Co) takoder je rastao tijekom klijanja (Sokrab i sur., 2012).

2.3.5. Polifenolni spojevi

Fenolne tvari, sekundarni metaboliti koje biljke proizvode tijekom klijanja, sadrze barem
jedan aromatski prsten s jednom ili viSe hidroksilnih supstituenata, a na temelju kemijske
strukture se mogu podijeliti na flavonoide, tanine, fenolne kiseline, kinone, kumarine i lignane

(Agati i sur., 2012). Tako su i fenolni spojevi Siroko prisutni u hrani biljnog podrijetla, a



najrasirenija podskupina su flavonoidi (Roche i sur., 2017). Klice su bogate polifenolnim
spojevima koji djeluju kao reducensi, a nastaju kao odgovor na bioticki ili abiotiCki stres. Njihova
multifunkcionalnost proizlazi iz njihove prisutnosti u razli¢itim tkivima i organima biljaka pri
razli¢itim koncentracijama. U posljednje vrijeme, fenolni spojevi se opsezno istrazuju zbog
antioksidacijskih, antialergijskih, antikancerogenih, protuupalnih, antivirusnih,
antihepatotoksi¢nih i antiproliferativnih svojstava (Liu i sur., 2019). Tocnije, oni Stite stanicu od
oksidativnih oSstecenja, a njihova antioksidacijska ucinkovitost ovisi o stabilnosti spoja u
razli€itim uvjetima te o koli€ini i raspodjeli hidroksilnih skupina unutar molekula (Roche i sur.,
2017). Fenolne strukture u biljci uglavhom postoje u otopljenom ili vezanom obliku pri ¢emu
vezane strukture sudjeluju u stvaranju stani¢ne stijenke jer nastaju transportom otopljenih
fenolnih struktura u stani¢nu stijenku, gdje zatim tvore esterske i glikozidne veze s organskim
molekulama stani¢ne stijenke, uklju€ujuci hidrolizabilne tanine, lignine, celulozu i proteine (Agati
i sur., 2012). Primarni fenoli, poput vanilinske, ferulinske, sinapinske, p-kumarinske, p-
hidroksibenzojeve kiseline i avenantramida uobi€ajeni su u Zitaricama, posebice u zobi. Tijekom
klijanja se fenolne kiseline biosintetiziraju, a novonastali enzimi celulaze i endoksilanaze
razgraduju stani¢ne stijenke ¢ime se, iz vezanih, oslobadaju slobodne fenolne kiseline koje su
superiorniji antioksidansi od vezanih. Tako se, povec¢avanjem koli¢ine slobodnih fenola,
povecava antioksidacijski potencijal samih klica (Lemmens i sur., 2019).

Neka istrazivanja otkrila su da se sadrzaj fenola u zitaricama povec¢ava nakon klijanja. Kod
razli€itin proklijalih sjemenki postoji znacajna razlika u ukupnom sadrzaju fenola (engl. Total
Phenolic Content, TPC) u odnosu na neproklijale zitarice. Medutim, istrazivanja na klicama soje
i le¢e, mungo graha i crnog graha pokazala su pad koncentracije ukupnih topljivih polifenola,
no te namirnice su u manjini. Topljivi fenoli viSe su prou¢avani nego vezani, ali neke proklijale i
sirove sjemenke proizvode visoke razine vezanih fenola. Nasuprot tome, kod nekih proklijalih
zitarica, kao Sto su smeda riza i smeda pSenica, koli¢ina vezanih fenola se kontinuirano
smanjuje tijekom Kklijanja. Kod nekih pak istraZivanja koli¢ina vezanih fenola u proklijalim
Zitaricama najprije pada, a zatim raste tijekom klijanja. Pretpostavlja se da koli¢ina vezanih
fenola ovisi 0 brzini razgradnje i ponovnog vezanja u biljci. Zbog razgradnje konjugata fenola i
drugih organskih molekula, vezani fenoli se mogu osloboditi iz tog kompleksa uglavnom tijekom
pocCetne faze klijanja (Ikram i sur., 2021).

NajceS¢i spojevi koji spadaju u skupinu flavonoida i prisutni su u klicama su kvercetin,
kempferol, luteolin, katehin, apigenin, Cije kemijske strukture su prikazane na slici 1, i njihovi O-
glikozidi te brojni razliciti flavonoidni aglikoni, kao i njihovi O-glikozidi. Svaki od njih dio je jedne
od mnogih podskupina flavonoida — flavona (npr. apigenin, luteolin), flavonola (npr.kvercetin,
kempferol), flavanona (npr. naringenin, hesperidin), flavanola (npr. katehin, epikatehin),

izoflavona (npr. genistein, daidzein) i antocijana (npr. cijanidin, pelargonidin) (Panche i sur.,



2016). Kljuéni flavonoidi se u razli€itim vrstama klica dakako razlikuju. Primjerice u klicama
mungo graha, tamnog graha, rotkvice, suncokreta, brokule i heljde pronaden je kempferol, a
takoder, u njima su pronadeni i njegovi razni derivati — kempferol 3-O-rutinozid, kempferol 3-
glukozid, itd. (Paucar-Menacho i sur., 2018). Rutin, poznat i kao kvercetin-3-O-rutinozid, je
pronaden u klicama mungo graha, crvenog graha i heljde, a kvercetin i ostali derivati
(izokvercetin, kvercetin 3-O-glukozid, itd.) u klicama tamnog graha, mungo graha, brokule,
rotkvice, heljde i suncokreta (Ikram i sur., 2021). Luteolin je pronaden u klicama rotkvice, heljde,
mungo graha, suncokreta, brokule i sezama (Ha i sur., 2017). U klicama mungo graha, brokule
i suncokreta, pronaden je apigenin (Pajak i sur., 2014). U klicama heljde, azuki grahu,
penjackom grahu, zelenom mungo grahu, sjemenu sezama i rizinom grahu pronaden je katehin
(Ha i sur., 2017), dok je u azuki grahu, penjatkom grahu, sjemenu sezama, rizinom grahu i
Sarenom crnom grahu pronaden epikatehin (Gan i sur., 2016). Flavonoidi u klicama su
uglavnom prisutni u netopljivom obliku, stoga su vezani unutar raznih struktura unutar stanice
ili integrirani u strukture koje €ine stani¢nu stijenku, odnosno vezani za druge spojeve unutar
Zitarica (lkram i sur., 2021).

luteolin apigenin

Slika 1. Kemijske strukture naj¢escih flavonoida prisutnih u klicama (Pacularu-Burada
i sur., 2024)

2.3.6. Antioksidansi
Klice su stekle popularnost u prehrani jer su izvrstan izvor nekih mikronutrijenata,
makronutrijenata i sekundarnih metabolita, odnosno bioloski aktivnih spojeva €ija je aktivnost u

uskoj vezi s njihovom antioksidacijskom sposobnoséu. Ta sposobnost u klicama pomaze u
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smanjenju oksidacijskog stresa uzrokovanog previsokim razinama reaktivnih kisikovih vrsta u
stanicama, tzv. slobodnim radikalima. Antioksidansi, koji su prisutni u klicama, djeluju kao
molekularni alati koji pomazu uravnoteziti ovaj proces tako $to neutraliziraju slobodne radikale
¢ime se smanjuje njihov negativan utjecaj na stanice i odrzava redoks ravnoteza (Abellan i sur.,
2019). Takvo djelovanje, u konacnici doprinosi smanjenju ucestalosti npr. raka i raznih
degenerativnih bolesti (Magbool i sur., 2023). Redoks potencijal tvari utjeCe na njezinu
antioksidacijsku aktivnost, a istrazivanjem antioksidacijskog kapaciteta u mnogim klicama,
otkriveno je da proces klijanja na njega utjeCe. Postoje mnoge metode istraZivanja, no sve se
svode na to da klijanje moze znacajno poboljSati antioksidacijski kapacitet u klijanim
sjemenkama u odnosu na neproklijale sjemenke. To se pripisuje poveéanju razine mnogih
komponenata s antioksidacijskom sposobnoS¢éu (Gan i sur., 2017a). Antioksidanse
predstavljaju, dakle, sve molekule s tom sposobno$¢u, a to su razni veé spomenuti polifenolni
spojevi, te glukozinolati i vitamini.

Glukozinolati, spojevi karakteristi€ni kupusnja¢ama, su sekundarni metaboliti odgovora na
stres u biljci, no nisu bioloski aktivne molekule, ve¢ zapravo supstrat za hidrolizu u takve
spojeve, od Cega su najznacajniji izotiocijanati. lzotiocijanati su Siroko poznati kao
kemopreventivni i detoksifikacijski agensi (Xu i sur., 2009). Klice kupusnjaca, kao §to je brokula,
bogate su glukozinolatima, od €ega je najpoznatiji glukorafanin koji se pomocu crijevne
mikroflore hidrolizira u izotiocijanat i sulforafan, a koji se aktivira u prisutnosti glutationa te
pomaze u borbi protiv bolesti (Marton i sur., 2010). Osim toga, krstaSice (npr. brokula, kelj)
sadrze glukooiberin koji takoder pomaze u smanjenju oksidativhog stresa i prevenciji raka
(Moreno i sur., 2006) te indol-3-karbinol koji moze sprijeciti proliferaciju vrsta stanica raka putem
razli¢itih signalnih puteva (Adwas i sur., 2016). U klicama crvene rotkvice, od glukozinolata su
prisutni glukorafasatin i glukorafenin. Glukorafasatin se hidrolizira u izotiocijanat sulforafen koji
smanjuje oksidacijski stres i ima antimutageni uc€inak (Baenas i sur., 2017). U radu Marton i
sur. (2010) navodi se kako mnoge klice sadrZe viSu koncentraciju glukozinolata u usporedbi s
neproklijalim sjemenkama, kao i odraslim biljkama. 1z rada se mozZe zakljuciti kako su klice zbog
toga vrijedan izvor ovih za zdravlje korisnih spojeva u prehrani.

Vitamini su organske tvari koje su prije svega kljuéne za rast same biljke jer sudjeluju u
brojnim biokemijskim procesima koji dovode do rasta i razvoja klica. Prilikom klijanja, sjeme
koristi vlastite rezerve vitamina i drugih hranjivih tvari tako da dolazi do njihove poveéane
biosinteze u sjemenu, a oni se mogu sintetizirati de novo ili transformirati u druge organske tvari
(Gan i sur., 2017a). Na taj nacin, povecava se nutritivna vrijednost samih klica zbog brojnih
zdravstvenih ucinaka vitamina u ljudskom tijelu. Kao i sadrzaj fenolnih spojeva, tijekom klijanja
se povecava i sadrzaj vitamina topljivih u vodi u razliCitim sjemenkama. To su primjerice vitamini

B1 (tiamin) i B6 (piridoksin) u klicama heljde, vitamin B9 (folat) u klicama soje ili zelenog graha,
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te vitamin C (askorbinska kiselina) u klicama heljde, slanutka, lupine, mungo graha i soje
(Miyahira i sur., 2021). Vitamin C je prisutan u gotovo svom vocéu i povréu, a istrazivanja
pokazuju da se njegov sadrzaj znacajno povecava tijekom klijanja. Sadrzaj vitamina C u
sjemenkama prije klijanja je ili vrlo nizak ili nepostojeci, a u procesu klijanja se sintetizira de
novo (Gan i sur., 2017a). Sto se ti¢e vitamina topljivih u mastima, kao to je vitamin E (tokoferol)
u klicama soje, njegov sadrzaj, to€nije sadrzaj y-tokoferola se tijekom klijanja takoder povecava,
no kod drugih klica — mungo graha i lupine se smanjuje. S obzirom na to, sadrZaj vitamina E
vjerojatno ovisi o vrsti (Gan i sur., 2017a). S druge strane, u pSenici i rizi se sadrzaj svih oblika
tokoferola (a-, B-, y- i 8-) povecava tijekom klijanja. Razlike u vitaminima i njihovim udjelima u
razliCitim klicama ovise o njihovoj vrsti te uvjetima klijanja. Primjerice kod vitamina C je vrlo
vazno paziti na parametre klijanja kako bi se o€uvao jer je foto- i termosenzibilan (Ikram i sur.,
2021).

2.4. ZNACAJ KLICA ZA LJUDSKO ZDRAVLJE

Kemijske modifikacije koje se zbivaju tijekom klijanja u biljci sliéne su ljudskom probavnom
procesu poboljSavajuci na taj nacin dostupnost makro- i mikronutrijenata. Veé je spomenuto
kako su klice sloZzena prehrambena matrica u kojoj su hranjive tvari gotovo u cijelosti dostupne
te da su bogate bioaktivnim spojevima i antioksidansima (Nelson i sur., 2013). Takav sastav
omogucuje im povoljno djelovanje u ljudskom organizmu koje u konacnici dovodi do smanjenja
uCestalosti i smrtnosti od razli€itih kroni€nih i nezaraznih bolesti, poput kardiovaskularnih,
mozdanih i gastrointestinalnih bolesti te dijabetesa tipa 2 (Magbool i sur., 2023).

Do danas je proveden velik broj predklini¢kih i eksperimentalnih studija na klijanoj smedoj
rizi. Primjerice Lemmens i sur. (2019) dosli su do zaklju¢ka kako konzumacija klica smede rize
daje veci funkcionalni u€inak jer je pokazala snazan potencijal za bolju kontrolu glikemije,
korekciju dislipidemije, smanjenje oksidacijskog stresa, smanjenje inhibitora plazminogen
aktivatora tipa 1 (PAI-1) te povecCanje koncentracije natrij-kalij ATP-aze i homocistein
tiolaktonaze. Ovi specifiCni u€inci ne mogu se pripisati odredenom bioaktivnom spoju, veé
sinergijskoj interakciji medu svim bioaktivnim spojevima medusobno ili s drugim spojevima,
primjerice prehrambenim viaknima (Benincasa i sur., 2019). Klice tatarske heljde koriStene za
novu ,funkcionalnu tjesteninu® dokazano smanjuju rizik od kardiovaskularnih bolesti i
metaboli¢kih poremecaja, poput hipertenzije kod Stakora. Naime, spontano hipertenzivni takori
hranjeni tjesteninom koja sadrzi 30 % klica tatarske heljde i 70 % durum pSenice imali su bolje
parametre krvnog tlaka, $to se pripisuje viSim razinama kvercetina i rutina (Merendino i sur.,
2014). Prehrambena vlakna prisutna u klicama imaju klju¢nu ulogu u odrzavanju zdravlja
probavnog sustava jer ona reguliraju praznjenje crijeva, moduliraju crijevnu mikrofloru i pomazu

u apsorpciji glukoze i lipida, Sto je i od vaznosti za kontrolu probavnih poremecaja, kao §to je
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sindrom iritabilnog crijeva (Nagarajan i sur., 2015). Konzumacija vlakana dovodi do stvaranja
maslacne kiseline koja smanjuje upale u crijevima modulacijom protuupalnih i proupalnih
citokina te pomaze u odrzavanju zdravlja samog probavnog sustava (Gill i sur., 2021).

Zbog prisutnosti snaznih antioksidansa, odnosno polifenolnih spojeva, klice imaju i
neuroprotektivne ucinke jer oni svojim djelovanjem poboljSavaju kognitivne funkcije. Naime, oni
inhibiraju djelovanje kolinesteraze, ¢ime se smanjuje oksidativni stres u mozgu (Basli i sur.,
2012). Primjerice, prema nekim istrazivanjima, resveratrol kao €esti polifenolni spoj u klicama,
pokazao je terapeutski potencijal u lije¢enju Parkinsonove bolesti. Ipak, potrebna su dodatna
istraZivanja kako bi se ustanovio temeljni mehanizam njegovog ucinka (Jin i sur., 2008).

Osim toga, zbog prisutnosti bioaktivnih spojeva, klice imaju i znatan ucinak na sprjeCavanje
osteéenja DNA i antigenotoksi¢nost ¢ime pokazuju ulogu u sprje€avanju zlo¢udnih bolesti (Gill
i sur., 2004). Klice povréa iz porodice kupusnjaca (Brassica) su pokazale svoj doprinos u
smanjenju ucestalosti pojave pluénog i kolorektalnog karcinoma (Gawlik-Dziki i sur., 2012), a
takoder su pokazale i hepatoprotektivna, antidijabetska, antioksidacijska (Sahai i Kumar, 2020)
te antibakterijska svojstva protiv bakterije Helicobacter pylori (Yanaka i sur., 2006). Bilo kako
bilo, dosadas$nja istrazivanja pokazuju velik potencijal klica kao funkcionalne hrane, a daljnja
istrazivanja trebala bi samo dokazati toéne mehanizme djelovanja razli¢itih komponenti

prisutnih u klicama na odrzavanije zdravlja i prevencije bolesti (Magbool i sur., 2023).

2.5. PERSPEKTIVA UPORABE KLICA U PROIZVODNJI FUNKCIONALNE HRANE

Visoka bioraspolozivost, izvrsne senzorske karakteristike i dulji rok trajanja proizvoda su
danas glavni zahtjevi potroSaca kojima prehrambena industrija pokuSava udovoljiti. Uporaba
klica u proizvodnji funkcionalne hrane predstavlja perspektivu za unaprjedenje nutritivhe
vrijednosti i senzorskih karakteristika prehrambenih proizvoda te stvaranje noviteta na trzistu
(Ikram i sur., 2021). Tijekom klijanja, zrna prolaze kroz brojne bioloSke promjene koje
povecavaju sadrzaj vitamina, minerala, antioksidansa i probiotika ¢ime se povecava njihova
bioraspolozivost te nutritivna vrijednost proizvoda. Osim toga, te promjene dovode i do
poboljSanja senzorskih karakteristika proizvoda. Zbog toga, klice se sve viSe koriste kao
funkcionalni sastojak u raznim prehrambenim proizvodima, pogotovo pekarskim, mlijeénim i
mesnim proizvodima te pi¢ima (Magbool i sur., 2023).

U pekarskoj industriji, koriStenje klica zitarica za proizvodnju kruha pokazalo je poboljSanje
teksture, boje, poroznosti i okusa. Kruh od pSenice s dodatkom klica postaje meksi i ima bolju
strukturu, a u bezglutenskim proizvodima, poput kruha od smede riZe, sirka, kvinoje i zobi, klice
doprinose poboljSanju konzistencije i stabilnosti proizvoda $to ih €ini privlacnijima za potrosace
(Ikram i sur., 2021). Primjena brasna od klica Zitarica smanjuje potrebu za aditivima, a

istovremeno povecava prihvatljivost proizvoda medu potrosacima (Marti i sur., 2017). Klice
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mahunarki takoder se mogu Koristiti kao sastojak jer doprinose smanjenju antinutritivnin
elemenata bez da ugrozavaju nutritivnu kvalitetu (Grassi i sur., 2018). Isto tako, brasno od klica
slanutka pokazalo je poboljSanje nutritivnih i reoloskih karakteristika proizvoda (Marengo i sur.,
2017).

U mlije¢nim proizvodima, klice su se pokazale korisnima jer mogu povecati sadrzaj
dijetalnih vlakana te pobolj$ati teksturu jogurta i drugih fermentiranih proizvoda (Zagorska i sur.,
2010). Osim toga, dodatak klica u jogurt doprinosi i pove¢anju funkcionalnosti proizvoda. Na
primjer, dodatak klica razi u jogurt dovelo je do povecéanja prezZivljavanja probiotika 3to
poboljSava prebioti¢ku aktivnost (Noori i sur., 2017). BraSno od proklijale pSenice koristi se, uz
mlijeko i Secer, u proizvodnji ,Dhodha“ proizvoda. Proizvod je privlaénih senzorskih
karakteristika, a takoder i dobar izvor prehrambenih vlakana koja obicno u mlije€nim
proizvodima nedostaju (Magbool i sur., 2023).

Klice se koriste i u razvoju funkcionalnih napitaka. Zitarice su odrziva alternativa
nemlijeCnim sirovinama za proizvodnju fermentiranih napitaka, a ujedno i jedan od najvaznijih
izvora bioaktivnih spojeva u ljudskoj prehrani (Schwan i Ramos, 2019). Pi¢a na bazi klica,
bogata su antioksidansima i, osim Sto poveéavaju nutritivnu vrijednost proizvoda, doprinose
stabilnosti probiotika. Tako primjerice napitak na bazi klica sirka, razi i lucerne, u kombinaciji s
probioticima Lactobacillus casei i Lactobacillus plantarum, ima dobar ucinak na odrzivost
probiotika te dobre senzorske ocjene (Mohammadi i sur., 2021), a napitci na bazi klica zobi
fermentirani raznim sojevima Lactobacillus, imaju viSu razinu antioksidansa i fenolnih spojeva
za razliku od nefermentiranih napitaka (Luana i sur., 2014).

U mesnoj industriji, klice se koriste kako bi se poboljSala hranjivost proizvoda zbog visokog
sadrzaja vitamina, minerala i antioksidansa. Potrebe za mesom sve viSe rastu zbog sve vecih
potreba za proteinima, $to otezava oslanjanje na uzgoj stoke tako da se klice koriste i kao izvor
proteina u kombinaciji s pekarskim proizvodima ili napitcima (Benincasa i sur., 2019).

Same klice i mikrobilje se najviSe koriste kao svjeze prilikom pripreme kod kuce, stoga su
potrebne odgovarajuce prakse rukovanja i skladidtenja kako bi se odrzala njihova kvaliteta i
sigurnost te odgovarajuéi rok trajanja. Uz to, istrazivanja na klicama moraju uzeti u obzir i
optimalne parametre klijanja kako bi se oc€uvala nutritivna vrijednost proizvoda. Klice su
podloZne raznim postupcima prerade, kao $to su smrzavanje, suSenje, przenje, kuhanje ili
centrifugiranje (za proizvodnju soka od klica) kojima se proizvode odredeni tipovi proizvoda u
kojima je, naravno, pozeljno da je sadrzaj fitokemikalija i ostalih sastojaka zbog kojih klice imaju

bogat nutritivni profil zadrzan (Galieni i sur., 2020).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI

Za pripremu uzoraka u eksperimentalnom dijelu ovog rada koristene su klice alfalfa,
¢esnjak, rotkvica, mungo grah i cikla proizvodaca Solina klice, OPG Brankica Solina (Zagreb,
Hrvatska, zemlja podrijetla siemena: Italija) te su prikazane na slici 2. Svjeze klice su usitnjene
Stapnim mikserom Silvercrest SSMS 600 A1 (Kompernass, Njemacka) te su potom koristene
za pripremu ekstrakata. Pored ovih uzoraka, ekstrakti su pripremljeni i iz uzoraka klica osusenih

konvencionalno (5 uzoraka), te liofilizacijom (5 uzoraka).

E

Slika 2. Svjezi uzorci klica: A alfalfa B ¢eSnjak C rotkvica D mungo grah E cikla (vlastite
fotografije)
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3.2. METODE RADA

3.2.1. SusSenije klica i priprema ekstrakata

Dio usitnjenog svjeZeg uzorka podvrgnut je postupku konvencionalnog susenja, a dio
postupku smrzavanja na -20 °C potom na -80 °C kako bi se podvrgnuo postupku liofilizacije.
Konvencionalno suSenje uzoraka provedeno je u suSioniku Sahara (Brod&Taylor, Berkshire
Innovations Inc., Williamstown, SAD) pri temperaturi 65 °C tijekom 4,5 h. Liofilizacija je
provedena u liofilizatoru Christ Alpha 1-2 LD plus (Martin Christ, Osterode, Njemacka dvaput
pod 24 h.
Od svjezih usitnjenih uzoraka, konvencionalno osuSenih uzoraka i liofiliziranih uzoraka

pripremljeni su alkoholni ekstrakti.

Aparatura i pribor:

. Analiticka vaga (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)
. Ultrazvuéna kupelj (DT 514 H SONOREX DIGITEC 13.5L, 860W, 40 kHz, Bandelin
electronic, Njemacka)
. SuSionik Sahara (Brod&Taylor, Berkshire Innovations Inc., Williamstown, SAD)
. Liofilizator Christ Alpha 1-2 LD plus (Martin Christ, Osterode, Njemacka)
. Spatula
. Erlenmeyerova tikvica sa $lifom, volumena 50 mL
. Menzura, volumena 50 mL
. Odmijerna tikvica, volumena 25 mL
. Stakleni lijevak, filter papir
. Plasti¢ne epruvete falcon, volumena 50 mL
. Vortex PV-1 (Grant Instruments Ltd., Cambs, Engleska)
. Staklene ¢ase, volumena 100 mL
Kemikalije:
. Etanol, 96 % (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)
. Etanol 70 % (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

70 %-tni etanol je pripremljen na nacin da se 730 mL 96 %-tnog etanola prenijelo u odmjernu

tikvicu od 1 L te nadopunilo destiliranom vodom do oznake.

Postupak pripreme ekstrakata:

Za pripremu ekstrakata svjezZih usitnjenih klica odvagano je na analitickoj vagi 5 g (+
0,0001) uzorka, za su$eni uzorak 1 g (+ 0,0001) uzorka, a za liofilizirani uzorak 0,5 g (+ 0,0001)

uzorka u Erlenmeyerovu tikvicu sa Slifom od 50 mL. Potom je u tikvicu nadodano 20 mL

16



ekstrakcijskog otapala (70 % otopina etanola, v/v). Tako pripremljena smjesa ekstrahirana je u
ultrazvuénoj kupelji pri temperaturi 50 °C tijekom 15 min. Po provedenoj ekstrakciji, ekstrakt je
profiltriran u odmjernu tikvicu volumena 25 mL i nadopunjen ekstrakcijskim otapalom do
oznake.

Dobiveni ekstrakti su prebaceni u falcon epruvete od 50 mL te skladisteni u hladnjaku na +4 °C

do provedbe analiza.

3.2.2. Odredivanje suhe tvari suSsenjem na 105 °C

Princip odredivanja: Ukupna suha tvar predstavlja cjelokupnu koli¢inu tvari iz sastava proizvoda
koja pod odredenim uvjetima ne isparava. Svaka sirovina sastoji se od vode i suhe tvari, u kojoj
su sadrzani svi parametri koji ¢ine prehrambenu vrijednost namirnice. Dakle, svi sastojci, osim
vode, ¢ine suhu tvar namirnice.

Metoda se primjenjuje za odredivanje ukupne suhe tvari u proizvodima od vo¢a i povréa, a odnosi
se na sve takve proizvode osim za one s velikom koli¢inom Secera ili eteri¢nih ulja. Odredivanje
ukupne suhe tvari proizvoda provodi se susenjem na 105 °C. Ovim postupkom odreduje se ostatak

nakon susenja na 105 °C do konstantne mase (Pravilnik, 1983).

Aparatura i pribor:

. Plasti¢na ladica za vaganje, Spatula

. Stakleni Stapic

. Laboratorijski suSionik

. Eksikator sa sredstvom za suSenje

. Aluminijske posude ili posude od nehrdajuceg Celika ili staklene cilindri€ne posude

s ravnim dnom promjera 60 mm, dubine 25 mm s poklopcem s kojim se posuda
hermetiCki zatvara, a koji se lako skida
. Analiticka vaga (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

Otapala i reagensi:
. Koncentrirana klorovodi¢na kiselina 37 % (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Ceéka)
. 5 %-tna klorovodi¢na kiselina
Priprema: 5 %-tna klorovodiCna kiselina pripremi se tako da se 67,567 mL 37 %-tne

klorovodicne kiseline prenese u odmjernu tikvicu od 500 mL te nadopuni destiliranom vodom

do oznake.

. Kvarcni pijesak ili pijesak koji se upotrebljava za guste proizvode i koji se treba
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tretirati s 5 %-thom klorovodiénom kiselinom, isprati od ostatka kiseline, osusiti i
prosijati kroz sito, tako da €estice budu veli€¢ine od 100 nm do 400 nm, a nakon toga

uzariti.

Priprema uzorka: Ukoliko je uzorak ka$asti ili tekuci, potrebno ga je homogenizirati mijeSanjem,

a ukoliko se radi o cijelom plodu ili dijelovima ploda, uzorak je potrebno usitniti i homogenizirati.

Postupak odredivanja: U suhu i izvaganu posudicu za susSenje s poklopcem stavi se oko 5 g

kvarcnog pijeska i stakleni Stapi¢. U izvaganu posudicu s kvarcnim pijeskom stavi se 2,5-5 g
pripremljenog uzorka koji se staklenim Stapiéem dobro izmijeSa te se sve zajedno izvaze.
Posudica s kvarcnim pijeskom i ispitivana koli€ina uzorka stavi se u laboratorijski susionik
zagrijan na temperaturu 105 = 0,5 °C i zagrijava se sa skinutim poklopcem jedan sat. Potom se
hladi u eksikatoru i vaze, a susenje se nastavlja sve dok razlika izmedu dva uzastopna suSenja
u razmaku od pola sata ne bude manje od 0,001 g. Na ispitivanom uzorku naprave se najmanje

dva odredivanja.

IzraCunavanije: prema jednadzbi [1]

SUHATVAR (%) = —2—2

e 100 [1]
gdje je:

Mo (g) — masa posudice i pomoc¢nog materijala (kvarcni pijesak, stakleni Stapi¢, poklopac)
ms (g) — masa posudice s ispitivanim uzorkom prije suSenja

m: (g) — masa posudice s ostatkom nakon suSenja.

3.2.3. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola

Princip odredivanja: Odredivanje ukupnih fenola provodi se u etanolnom ekstraktu uzorka

primjenom spektrofotometrijske metode koja se bazira na specifinoj reakciji fenolnih spojeva
s Folin-Ciocalteu reagensom. Takva reakcija daje plavo obojenje Ciji se intenzitet mjeri pri 725
nm (Yuan i sur., 2018).

Aparatura i pribor:

. UV/Vis Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim,
Njemacka)

. Staklene kivete

. Mikropipete Eppendorf, volumena 1000 i 5000 yL

. Staklene epruvete i stalak za epruvete

. Vortex PV-1 (Grant Instruments Ltd., Cambs, Engleska)

18



. Staklene ¢ase, volumena 100 mL

. Analiticka vaga (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)
. Plasti¢na ladica za vaganije, Spatula

. Odmijerne tikvice, volumena 100 i 1000 mL

. Staklena menzura, volumena 1000 mL

. Pipeta, volumena 10 mL

Otapala i reagensi:
. Folin-Ciocalteu reagens (F.C. reagens), 5x razrijeden (Fisher Scientific UK,

Loughborough, Velika Britanija)

. Etanol 70 % (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)
. Natrijev karbonat bezvodni (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Ceska)
. Otopina natrijevog karbonata, 7,5 % (w/v)

Priprema: Odvaze se 75 g bezvodnog natrijeva karbonata u staklenoj ¢asi te se pomocu
destilirane vode kvanititativho prenese u odmjernu tikvicu od 1000 mL te destiliranom vodom
nadopuni do oznake.

. Standard galne kiseline 97,5-102,5 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

. Otopina standarda galne kiseline 5 g/L
Priprema: Odvaze se 500 mg galne kiseline te se pomo¢éu 10 mL 96 %-tnog etanola
kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL i otopi u datom volumenu, a potom se do

oznake nadopuni destiliranom vodom.

Postupak odredivanja:

Odredivanje ukupnih fenola u uzorcima provodi se tako da se u epruvetu otpipetira redom 400
ML ekstrakta, 400 uL F.C. reagensa (prethodno razrijedenog s destiliranom vodom 5x) i 4 mL
7,5 %-tne otopine natrijeva karbonata. Reakcijska smjesa se izmijeSa na Vortexu te stoji 20
minuta na sobnoj temperaturi. Potom se mijeri apsorbancija pri valnoj duljini od 725 nm.

Odredivanje se provodi u paraleli, a za slijepu probu se uzima ekstrakcijsko otapalo.

lzrada bazdarnoq pravca:

Za izradu bazdarnog pravca potrebno je od dobivene otopine galne kiseline koncentracije 5 g/L
napraviti razrjedenja u odmjernim tikvicama od 25 mL tako da se redom u svaku tikvicu
otpipetira 50, 125, 250, 500, 750 i 1250 uL alikvota te se one nadopune destiliranom vodom do
oznake. Koncentracije galne kiseline u tikvicama iznose 10, 25, 50, 100, 150 i 250 mg/L. Iz
svake tikvice se u staklene epruvete otpipetira 400 yL standarda galne kiseline te redom dodaje

400 pL F.C. reagensa (5x razrijedenog) i 4 mL 7,5 %-tnog natrijevog karbonata (w/v). Slijepa
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proba priprema se na isti nacin, samo se umjesto otopine standarda dodaje destilirana voda.
Reakcijske smjese stoje 20 minuta na sobnoj temperaturi, a potom im se mjeri apsorbancija pri
725 nm. Pomo¢u standarda galne kiseline izraden je bazdarni pravac iz kojega se izracuna
koncentracija ukupnih fenola prema jednadzbi [2]:

y = 0,0078x - 0,0032 [2]
gdje je:
y- apsorbancija uzorka pri 725 nm
x- koncentracija galne kiseline (mg/L)

3.2.4. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonola

Princip_odredivanja: Odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonola se provodi u

alkoholnom ekstraktu uzorka primjenom spektrofotometrijske metode koja se temelji na

mjerenju intenziteta nastalog obojenja u reakciji pri 320 nm i 360 nm (Howard i sur., 2003).

Aparatura i pribor:

. UV/Vis Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim,

Njemacka)
. Staklene i kvarcne kivete
. Mikropipete Eppendorf od 200, 1000 i 5000 pL
. Staklene epruvete i stalak za epruvete

. Vortex PV-1 (Grant Instruments Ltd., Cambs, Engleska)

. Staklene ¢asSe, volumena 100 mL
. Analiticka vaga Kern (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)
. Plasti¢na ladica za vaganje, Spatula

. Pipete, volumena 1, 2, 5, 10i 25 mL
. Odmijerne tikvice, volumena 25, 100 i 1000 mL
. Menzura, volumena 100 i 1000 mL

Otapala i reagensi:

. Koncentrirana klorovodic¢na kiselina 37 % (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Ceéka)

. Etanol 96 % (Gram-Mol d.o.o., Zagreb, Hrvatska)

. Klorovodi¢na otopina 1 g/L HCl u 96 % etanolu (v/v)
Priprema: 0,227 mL 37 %-tne koncentrirane klorovodicne kiseline se otpipetira u odmjernu
tikvicu od 100 mL te nadopuni 96 %-tnim etanolom do oznake.

. Klorovodi¢na otopina 2 g/L HCI u destiliranoj vodi (v/v)
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Priprema: 0,454 mL 37 %-tne koncentrirane klorovodic¢ne kiseline se otpipetira u odmjernu
tikvicu od 100 mL te se nadopuni destiliranom vodom do oznake.

. Standard kvercetin hidrat 95 % (Acros Organics, Kina)

. Otopina standarda kvercetina koncentracije 600 mg/L

. Metanol za HPLC < 99,9 % (Honeywell, Riedel-de-Haén TM, Francuska)
Priprema: Otopina standarda kvercetina koncentracije 600 mg/L pripremi se tako da se odvaze
60 mg standarda kvercetina te se otopi u 30 mL 100 %-tnog metanola i kvantitativho prenese

u odmjernu tikvicu od 100 mL, a potom nadopuni metanolom do oznake.

. Klorogenska kiselina, min. 95 %-tna (Alfa aesar, ThermoFisher, Kandel,
Njemacka)
. Otopina standarda klorogenske kiseline koncentracije 600 mg/L

Priprema: Otopina standarda klorogenske kiseline u koncentraciji 600 mg/L pripremi se tako da
se odvaze 60 mg klorogenske kiseline te se otopi u 30 mL 100 %-tnog metanola i kvantitativho

prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL, a potom nadopuni metanolom do oznake.

Postupak odredivanja:

Analiza se provodi tako da se u staklenu epruvetu redom otpipetira 250 uL ekstrakta, 250 uL 1
g/L HCI u 96 %-tnom etanolu i 4,55 mL 2 g/L HCI te se sadrzaj epruvete izmijeSa na Vortexu.
Za odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina koriste se kvarcne kivete te se apsorbancija
mjeri na 320 nm, a za odredivanje ukupnih flavanola koriste se staklene kivete te se
apsorbancija mjeri na 360 nm. Na isti nain se pripremi i slijepa proba, samo se umjesto

ekstrakta koristi otapalo u kojem je uzorak ekstrahiran. Odredivanje se provodi u paraleli.

lzrada bazdarnog pravca:

Odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina provodi se pomocu jednadzbe bazdarnog pravca
za klorogensku kiselinu [3], dok se odredivanje ukupnih flavonola provodi pomoéu jednadzbe

bazdarnog pravca za kvercetin [4].

Klorogenska kiselina

Iz otopine standarda 600 mg/L pripreme se razrjedenja tako da se iz alikvotne otopine u
odmijerne tikvice od 25 mL otpipetira redom 0,416; 1,042; 2,083; 3,125; 4,166; 6,25; 8,333; 12,5
i 20,833 mL te se nadopuni 100 %-tnim metanolom do oznake. Koncentracije u tim otopinama
pritom iznose: 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 300 i 500 mg/L. Slijepa proba pripremi se na isti
nacin, samo se umjesto standarda dodaje 100 %-tni metanol.

U staklenu epruvetu se redom otpipetira 250 uL otopine standarda, 250 yL 1 g/L HCI u 96 %-

tnom etanolu i 4,55 mL 2 g/L HCI. Apsorbancija se potom mjeri na 320 nm u kvarcnim kivetama.
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Koncentracija ukupnih hidroksicimetnih kiselina izraunava se iz jednadzbe bazdarnog pravca
[3I:
y = 0,0025x - 0,0038 [3]
gdje je:
Y — apsorbancija pri 320 nm,

X — koncentracija klorogenske kiseline (mg/L).

Kvercetin
Iz alikvotne otopine standarda kvercetina 600 mg/L pripreme se slijedec¢a razrjedenja: 10, 25,
50, 75, 100, 150, 200, 300, 400 i 500 mg/L tako da se iz alikvotne otopine otpipetira redom:
0,416; 1,042; 2,083; 3,125; 4,166; 6,25; 8,333; 12,5; 16,666 i 20,833 mL u odmjerne tikvice od
25 mL te nadopuni 100 %-tnim metanolom do oznake. Slijepa proba pripremi se na isti nacin,
samo se umjesto standarda uzima 100 %-tni metanol.
U staklenu epruvtu se redom otpipetira 250 uL otopine standarda, 250 puL 1 g/L HCI u 96 %-
tnom etanolu i 4,55 mL 2 g/L HCI. Apsorbancija se potom mjeri na 360 nm u staklenim kivetama.
Koncentracija ukupnih flavonola izraCunava se iz jednadzbe bazdarnog pravca [4]:
y = 0,0026x + 0,0083 [4]

gdje je:

Y — apsorbancija pri 360 nm,

X — koncentracija kverecetina (mg/L).

3.2.5. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih flavonoida

Princip odredivanja: Odredivanje ukupnih flavonoida provodi se u etanolnom ekstraktu uzorka

pomocu spektrofotometrijske metode koja se temelji na specifi¢nosti flavonoida da reagiraju s
aluminijevim kloridom i kalijevim acetatom te mjerenjem intenziteta nastalog obojenja pri 415
nm (Chang i sur., 2002).

Aparatura i pribor:

. UV/Vis Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim,
Njemacka)

. Staklene kivete

. Mikropipete Eppendorf od 100, 1000 i 5000 pL

. Staklene epruvete i stalak za epruvete

. Vortex PV-1 (Grant Instruments Ltd., Cambs, Engleska)

. Staklene ¢ase, volumena 100 mL

. Analiticka vaga (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)
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. Plasti¢ne ladice za vaganije, Spatula

. Pipete, volumena 1, 2, 5, 10i 25 mL
. Odmijerne tikvice, volumena 25, 100 i 1000 mL
. Menzura, volumena 100 i 1000 mL

Otapala i reagensi:

. Etanol 96 % (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)
. Aluminijev klorid, 98,5 %, anhidrid (Acros Organics, Geel, Belgija)
. Aluminijev klorid, 10 % (w/v)

Priprema: 10 g aluminijevog klorida se otopi u 10 mL destilirane vode i kvantitativnho prenese u

odmjernu tikvicu volumena 100 mL te nadopuni destiliranom vodom do oznake.

. Kalijev acetat, 99 %, anhidrid (Acros Organics, Geel, Belgija)
. Kalijev acetat, 1 M
Priprema: OdvaZze se 9,845 g kalijevog acetata te otopi u 10 mL destilirane vode i kvantitativho

prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL, a potom nadopuni destiliranom vodom do

oznake.
. Metanol za HPLC < 99,9 % (Honeywell, Riedel-de-Haén TM, Francuska)
. Standard kvercetin, 95 %, hidrat (Acros Organics, Kina)
. Otopina standarda kvercetina, 200 mg/L

Priprema: 20 mg standarda kvercetina odvaze se u plasti¢noj ladici za vaganje i otopi se u 10
mL 100 %-tnog metanola te se kvantitativho prenese u odmjernu tikvicu od 200 mL. Potom se
do oznake nadopuni metanolom. Iz alikvotne otopine se prirede redom slijedec¢a razrjedenja:
10, 25, 50, 75, 100 150 mg/L.

Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 0,5 mL ekstrakta, 1,5 mL 96%-tnog etanola, 0,1 mL
10 %-tnog aluminijevog klorida, 0,1 mL 1 M kalijevog acetata i 2,8 mL destilirane vode. Slijepa
proba se pripremi na isti nacin, no umjesto ekstrakta se koristi ekstrakcijsko otapalo dok se
umjesto 10 %-tnog aluminijevog klorida dodaje isti volumen destilirane vode (0,1 mL). Nakon
termostatiranja na sobnoj temperaturi tijekom 30 minuta, reakcijskoj smjesi se mijeri

apsorbancija pri valnoj duljini 415 nm. Odredivanje se provodi u paraleli.

Izrada bazdarnog pravca:
U odmijerne tikvice volumena 25 mL se otpipetira redom 1,25; 3,125; 6,25; 9,375; 12,51 18,75

mL alikvota otopine standarda kvercetina koncentracije 200 mg/L, koje se potom nadopune 100
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%-tnim metanolom do oznake. Koncentracije otopina standarda kvercetina u tako pripremljenim
razriedenjima iznose 10, 25, 50, 75, 100 i 150 mg/L.
Iz svake tikvice se otpipetira redom 0,5 mL otopine standarda, 1,5 mL 96 %-tnog etanola, 0,1
mL 10 %-tnog aluminijevog klorida, 0,1 mL 1 M kalijevog acetata i 2,8 mL destilirane vode.
Slijepa proba se pripremi na isti nacin, osim $to se umjesto standarda dodaje 100 %-tni metanol,
a umjesto 10 %-tnog aluminijevog klorida se dodaje destilirana voda. Potom se reakcija odvija
30 minuta na sobnoj temperaturi te se nakon toga mjeri apsorbancija pri valnoj duljini 415 nm.
Koncentracija ukupnih flavonoida se izraCunava iz jednadzbe bazdarnog pravca [5]:

y = 0,0064x - 0,0362 [5]
gdje je:
Y — apsorbancija pri 415 nm,
X — koncentracija kvercetina (mg/L).

3.2.6. Odredivanje polimernih proantocijanidina vanilin metodom
Princip odredivanja: Odredivanje polimernih proantocijanidina se temelji na kolornoj reakciji
spojeva iz skupine flavan-3-ola s vanilinom uslijed ¢ega nastaju obojeni spojevi koji se

kvantitativno odreduju mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 500 nm (Sun i sur., 1998).

Aparatura i pribor:

. Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim, Germany)
. Staklene kivete

. Mikropipete Eppendorf volumena 200 i 1000 pL

. Staklene epruvete i stalak za epruvete

. Vortex PV-1 (Grant Instruments Ltd., Cambs, Engleska)

. Staklene ¢aSe, volumena 100 mL

. Analiticka vaga (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Germany)
. Plasti¢ne ladice za vaganje, Spatula

. Pipete, volumena 1, 2, 5, 10i 25 mL

. Odmijerne tikvice, volumena 25, 50, 100 i 1000 mL

. Menzure, volumena 100 i 1000 mL

Otapala i reagensi:

. Metanol za HPLC < 99,9 % (Honeywell, Riedel-de-Haén TM, Francuska)
. Vanilin, 99 % (ThermoFisher, Kandel, Njemacka)
. 1 %-tna metanolna otopina vanilina

Priprema: 1 g vanilina se prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni 100 %-tnim
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metanolom do oznake.

. Koncentrirana H>SO4, 96 % (Lach-ner, s.r.0., Neratovice, Ceéka)

. 25 %-tna otopina H2SO.4
Priprema: 13,02 mL 96 %-tne H,SO, se prenese u odmjernu tikvicu od 50 mL u koju je
prethodno dodano cca 20 mL 100 %-tnog metanola. Tikvica se obavezno drzi u hladnoj vodenoj
kupelji, a konc. H.SO4 se dodaje u malim obrocima! Nakon dodatka cijelog volumena kiseline,
tikvica se nadopuni 100 %-tnim metanolom do oznake.

. Standard katehina (5 g/L)
Priprema: 500 mg standarda katehina se odvaze u ladici za vaganje i kvantitativno se pomocu
10 mL 100 %-tnog metanola prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL tako Sto se otopi u datom

volumenu. Potom se nadopuni metanolom do oznake.

Postupak odredivanja:

Odredivanje polimernih proantocijanidina odvija se tako da se u staklenu epruvetu otpipetira
2,5 mL 1 %-tnog vanilina, 2,5 mL 25 %-tne otopine H.SO. i 1 mL ekstrakta. Sve skupa se
promijeSa i homogenizira pomocu tresilice Vortex, a reakcijska smjesa potom stoji 10 minuta
pri sobnoj temperaturi. Nakon toga se mjeri apsorbancija pri valnoj duljini 500 nm. Slijepa proba
sadrzava sve osim ekstrakta, umjesto kojeg se uzima ekstrakcijsko otapalo. Odredivanje se

provodi u paraleli.

lzrada bazdarnog pravca:

Od alikvotne otopine standarda katehina koncentracije 5 g/L se otpipetira redom 50, 150, 300,

450 i 600 pL otopine u odmjerne tikvice volumena 25 mL te se nadopune 100 %-tnim

metanolom do oznake. Koncentracije razrijedenih otopina iznose 10, 30, 60, 90 i 120 mg/L.

Iz svake tikvice se u staklene epruvete otpipetira 1 mL standarda katehina, a potom 2,5 mL 1

%-tnog vanilina i 2,5 mL 25 %-tne otopine H.SO.. Reakcijske smjese stoje 10 minuta pri sobnoj

temperaturi, a potom im se mjeri apsorbancija pri valnoj duljini 500 nm. Za slijepu probu dodaje

se sve na isti nacin, ali se umjesto standarda dodaje metanol.

Koncentracija polimernih proantocijanidina se izraunava iz jednadzbe bazdarnog pravca [6]:
y = 0,0053x - 0,0124 [6]

gdje je:

y- apsorbancija uzorka pri 500 nm

X- koncentracija katehina (mg/L).

3.2.7. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

Princip odredivanja: Odredivanje antioksidacijske aktivnosti temelji se na redukciji zeljezo-
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2,4,6-tris-2-piridil-s-triazina (TPTZ-a) koji je zuto obojeni kompleks pri ¢emu nastaje fero-
tripiridiltriazin, plavo obojeni kompleks, koji ima apsorpcijski maksimum pri 593 nm (Benzie,
1996).

Aparatura i pribor:

. UV/Vis Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim,
Njemacka)

. Staklene kivete

. Vortex Grant-bio (PV-1, Cambs, Engleska)

. Elektricna vodena kupelj Grant (JBN5, Cambridge, UK)

. Staklene ¢ase, volumena 50 i 500 mL

. Menzura, volumena 50 mL

. Staklene pipete, volumena 5 mL

. Mikropipete Eppendorf od 200, 1000 i 5000 L

. Staklene epruvete i stalak za epruvete

. Analiticka vaga Kern (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

. TehniCka vaga Kern (PCB 2500-2, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

. Plasti¢na ladica za vaganje, Spatula

. Pipete, volumena 1, 2, 5, 10i 25 mL

. Odmijerne tikvice, volumena 10, 25, 100 i 1000 mL

Otapala i reagensi:
. Klorovodi¢na kiselina, 37 %-tna (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceéka)
. Klorovodi¢na kiselina, 40 mM
Priprema: 330 uL 37 %-tne klorovodi¢ne kiseline se otpipetira u odmjernu tikvicu od 100 mL te
nadopuni do oznake destiliranom vodom.
. TPTZ (2,4,6-tris-2-piridil-s-triazin) (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
. TPTZ (2,4,6-tris-2-piridil-s-triazin) reagens, 10 mM
Priprema: U plasti¢noj ladici za vaganje se odvaze 0,0312 g TPTZ-a i kvantitativho prenese u
odmijernu tikvicu od 10 mL te nadopuni s 40 mM klorovodi¢nom kiselinom do oznake.
. Zeljezo (Il1)-klorid heksahidrat (FeCls x 6H.0) (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
. Zeljezo (ll)-klorid heksahidrat (FeCls x 6H,0), 20 mM otopina
Priprema: U plasti¢noj ladici za vaganje se odvaze 0,541 g Zeljezo (lll)-klorida heksahidrata i
kvantitativho prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL te nadopuni destiliranom vodom do oznake.
. Ledena octena kiselina, = 99,8 % (Honeywell, Fluka TM, Seelze, Njemacka)

. Natrijev acetat trihidrat otporan prema kalijevu permanganatu (Kemika, Zagreb,
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Hrvatska)
. Acetatni pufer, 0,3 M, pH 3,6
Priprema: U plasticnoj ladici za vaganje se odvaze 3,1 g natrijevog acetata trihidrata i
kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 1 L pomoéu destilirane vode. Potom se u tikvicu

otpipetira 16 mL ledene octene kiseline koja se zatim nadopuni destiliranom vodom do oznake.

. FRAP reagens
Priprema: U staklenoj ¢asi volumena 400 mL pomijeSa se 250 mL acetatnog pufera (0,3 M),
2,5mL TPTZ reagensa i 2,5 mL Zeljezo (lll)-klorida u omjeru 10:1:1.

. Metanol za HPLC < 99,9 % (Honeywell, Riedel-de-Haén TM, Francuska)

. Standard Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska  kiselina)

(Biosynth s.r.o., Bratislava, Slovacka)

. Otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina), 1 mM
Priprema: Za izradu bazdarnog pravca pripremi se 1 mM otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) na nacin da se odvaga od 0,025 g Troloxa otopi u 100
%-tnom metanolu te kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni metanolom

do oznake.

Postupak odredivanja:

Prije provedbe analize potrebno je pripremiti svijezi FRAP reagens. Prije poCetka rada sve
reagense i standarde je potrebno inkubirati na 37 °C. Analiza se provodi tako da se u staklene
epruvete redom otpipetira 600 uL adekvatno razrijedenog ekstrakta i 4500 yL FRAP reagensa
te se reakcijska smjesa dobro homogenizira. Nakon termostatiranja na temperaturi 37 °C
tijekom 10 minuta, reakcijskoj smjesi se mjeri apsorbancija pri 593 nm. Slijepa proba se pripremi
na isti nac¢in, no umjesto uzorka se dodaje ekstrakcijsko otapalo. Odredivanje se provodi u

paraleli.

Izrada bazdarnog pravca:
U odmijerne tikvice volumena 25 mL redom se otpipetira 0,25; 0,625; 1,25; 2,5; 3,125; 3,75i 5

mL otopine Troloxa (1 mM) te se iste nadopune 100 %-tnim metanolom do oznake. Time se

pripreme razrjedenja otopine Troloxa u koncentracijama 10, 25, 50, 100, 125 i 150 yM.

U staklene epruvete se redom otpipetira 600 uL otopine standarda i 4500 uL FRAP reagensa,

a zatim se dobro promijeSaju i termostatiraju na temperaturi 37 °C tijekom 10 minuta. Slijepa

proba pripremi se na isti nacin, samo se umjesto standarda dodaje 100 %-tni metanol.

Antioksidacijski kapacitet uzoraka izraCunava se iz dobivene jednadzbe bazdarnog pravca [7]:
y = 0,005x — 0,0081 [7]
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gdje je:
Y — apsorbancija pri 593 nm,

X — koncentracija Troloxa (UM).

3.2.8. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom

Princip odredivanja: Metoda se temelji na reakciji redukcije stabilnog radikala kationa 2,2'-
azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTS*) pomoc¢u antioksidanasa. U njihovoj
prisutnosti stabilni ABTS* kation se reducira u ABTS*- Sto se u reakciji manifestira
obezbojenjem plavo-zelene otopine (Re i sur., 1999).

Aparatura i pribor:

. Odmijerna tikvica, volumena 5 mL

. UV/IVIS spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim,
Njemacka)

. Staklene kivete

. Analiticka vaga (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

. Staklena ladica, Spatula

. Vortex Grant-bio (PV-1, Cambs, Engleska)

. Mikropipete, volumena 100 i 1000 yL

. Staklene epruvete i stalak za epruvete

. Odmijerne tikvice, volumena 5, 10, 25 100 mL

. Pipete, volumena 1, 2, 5i 10 mL

Otapala i reagensi:

. 7 mM otopina ABTS * (m/v)

Priprema: 0,0192 g ABTS -a otopi se u odmjernoj tikvici od 5 mL i nadopuni destiliranom vodom

do oznake.

. 140 mM otopina kalijeva persulfata (m/v), K>S;Os

Priprema: 0,18920 g K»>S,0s se otopi u odmjernoj tikvici od 5 mL i nadopuni destiliranom vodom

do oznake.
. ABTS" reagens
. ABTS" 1 %-tna otopina

Priprema: Prvi dan se 88 L kalijeva persulfata otpipetira u odmjernu tikvicu s 5 mL otopine
ABTS". Tikvica se oblozi aluminijskom folijom i ¢uva u mraku 12-16 sati prije analize. Drugi dan
se od pripremljenog ABTS™ reagensa priprema 1 %-tna ABTS" otopina tako da se otpipetira

1000 pL ABTS* reagensa u odmjernu tikvicu od 100 mL te nadopuni 96 %-tnim etanolom do
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oznake. Pripremljenoj otopini se mjeri apsorbancija pri 734 nm, a kao slijepa proba uzima se
96 %-tni etanol. Apsorbancija treba iznositi 0,734 * 0,02, a ukoliko je ve¢a od 0,734, ABTS*
otopinu je potrebno razrijediti 96 %-tnim etanolom te ukoliko je manja od 0,734, potrebno je
nadodati ABTS" reagensa i mjerenja uzastopno ponavijati dok se ne dostigne zadana

apsorbancija.

Postupak odredivanja:

Analiza se provodi tako da se u staklenu epruvetu otpipetira 240 yL adekvatno razrijedenog
ekstrakta te 3 mL ABTS' reagensa. Potom se reakcijska smjesa inkubira na sobnoj temperaturi
u mraku 10 minuta. Nakon toga, mjeri se apsorbancija pri 734 nm, a kao slijepa proba koristi
se etanol. Ukoliko izmjerene apsorbance ekstrakata prelaze vrijednost 0,513 ekstraktima je

potrebno prilagoditi razrijedenje.

Izradunavanije:
Rezultati se prikazuju kao % inhibicije pomocu formule [8] ili pomocu jednadzbe bazdarnog
pravca [9].

I (%)= [(Ao- As) / Ao] x 100 [8]
gdje je:

Ao — apsorbancija ABTS" otopine

As — apsorbancija uzorka

lzrada bazdarnog pravca:

Za izradu bazdarnog pravca pripremi se 1 mM otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) na nacin da se odvaga od 0,025 g Troloxa otopi u 96
%-tnom etanolu i nadopuni etanolom do oznake u odmjernoj tikvici od 100 mL.
Od te 1 mM otopine Troloxa otpipetira se redom 0,625; 1,25; 2,5; 5i 7,5 mL u odmjerne tikvice
od 25 mL koje se potom nadopune 96 %-tnim etanolom do oznake pri ¢emu koncentracije
otopina iznose 25, 50, 100, 200 i 300 uM.
U staklene epruvete se redom otpipetira 160 pL otopine standarda i 2 mL ABTS* otopine. Potom
se reakcijske smjese inkubiraju u mraku na sobnoj temperaturi. Slijepa proba je etanol. Na kraju
im se mjeri apsorbancija pri 734 nm.
Antioksidacijski kapacitet uzoraka izraCuna se iz jednadzbe bazdarnog pravca [9]:

y =-0,0015x + 0,5143 [9]

R? = 0,9992
gdje je:

y — apsorbancija pri 734 nm
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X — koncentracija ABTS* otopine

R? — koeficijent determinacije
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom istrazivanju ispitivan je bioaktivni i antioksidacijski potencijal u 15 uzoraka klica, od
Cega se 5 uzoraka odnosi na svjeZe, 5 uzoraka na liofilizirane i 5 uzoraka na konvencionalno
suSene klice. U svim uzorcima odredivan je sadrZaj ukupne suhe tvari suSenjem, te su
spektrofotometrijski odredeni udjeli ukupnih fenola, ukupnih hidroksicimetnih kiselina i
flavonola, ukupnih flavonoida, polimernih proantocijanidina te antioksidacijska aktivnost
primjenom FRAP i ABTS metode.

4.1. REZULTATI ANALIZE SUHE TVARI

Rezultati analize sadrzaja ukupne suhe tvari u svim uzorcima klica prikazani su grafi¢ki na
slici 3. 1z rezultata je vidljivo da je sadrzaj ukupne suhe tvari u uzorcima svjezih klica imao
najvise vrijednosti u rotkvici i cikli koje iznose 11,40 i 10,96 %, dok mungo grah i alfalfa imaju
najnize vrijednosti od 5,42 i 5,88 %. U uzorcima liofiliziranih klica, rotkvica i cikla ponovno imaju
najvise vrijednosti suhe tvari, koje iznose 91,80 i 90,68 %, a najnize mungo grah i alfalfa koje
iznose 86,03 i 86,09 %. U uzorcima susenih klica, cikla i alfalfa postizu najviSe vrijednosti koje
iznose 94,14 i 94,09 %, a mungo grah najnizu koja iznosi 87,30 %. 1z ovih rezultata takoder se
moze vidjeti kako se liofiliziranjem i suSenjem, sadrzaj suhe tvari u odnosu na uzorke u svjeZzem
obliku povecava, $to odgovara procesu obrade uzoraka. Cikla i rotkvica su uzorci s
konzistentno visokim, a mungo grah s najnizim vrijednostima suhe tvari u svim oblicima
uzoraka. Alfalfa, iako ima niZe vrijednosti suhe tvari u odnosu na ostale vrste klica u sviezem i
liofiliziranom obliku, sudenjem pokazuje znatan porast od ¢ak 8 %.

U istrazivanju Wojdyto i sur. (2020) mjerena je ukupna suha tvar u raznim vrstama svjezih
klica i mikrozelenja, ukljucujuéi rotkvicu, ciklu i mungo grah. U rotkvici je zabiljeZzena vrijednost
suhe tvari od 16,5 % u klicama i 5 % u mikrozelenju, a u cikli 6,9 % u klicama i 5,5 % u
mikrozelenju. Razlike u vrijednostima izmedu klica i mikrozelenja posljedica su razli€itih uvjeta
uzgoja, buduci da mikrozelenje, kao tip klica, upija viSe vode i sprieCava njezin gubitak Sto
smanjuje njegovu vrijednost suhe tvari. Vrijednost ukupne suhe tvari u uzorku mungo graha
mjerena je samo u klicama i iznosi 4,7 % $to nije znatna razlika u odnosu na rezultate ovog
istrazivanja. RazliCiti uvjeti uzgoja, poput vremena klijanja, temperature, vlage i svjetlosti, su
svakako moguc razlog zasto se vrijednosti suhe tvari rotkvice i cikle u usporedbi s vrijednostima

ovog istrazivanja razlikuju.

Na primjer, istrazivanje Mastropasqua i sur. (2020) bavilo se utjecajem svjetlosnih uvjeta na

nutritivni sastav klica rotkvice i mungo graha, ukljuCuju¢i ukupnu suhu tvar.
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U rotkvici je vrijednost u uzorku uzgajanom u tami, koja iznosi priblizno 11 %, najbliza
dobivenoj vrijednosti u ovom istrazivanju, dok su u mungo grahu vrijednosti u svim uzorcima
bile nesto vise, od priblizno 12 do 17 %.

lako trenutno nisu dostupna istrazivanja koja se bave direktnim mjerenjem ukupne suhe
tvari u konvencionalno susenim ili liofiliziranim klicama koriStenim u ovom radu, postoje neka
istrazivanja koja proucavaju ove postupke obrade s ciliem oCuvanja nutritivnih i bioaktivnih
svojstava klica, u kojima se spominje sadrzaj vode u uzorcima. Prilikom konvencionalnog
susenja klica mungo graha, jedno je istrazivanje ukazalo na smanjenje sadrzaja vlage tijekom

vremena susenja $to upucuje na povecanje udjela ukupne suhe tvari (Salehi, 2024).

4.2. REZULTATI ANALIZE SADRZAJA UKUPNIH FENOLA

Rezultati odredivanja udjela ukupnih fenola u uzorcima klica prikazani su na slici 4. Rezultati
pokazuju da je sadrzaj ukupnih fenola (TPC) u uzorcima svjezih klica najvisi u uzorku mungo
grahaiiznosi 712,51 mg/100 g suhe tvari (s.t.) uzorka , dok je u uzorku ¢esnjaka najnizi i iznosi
311,52 mg/100 g s.t. U liofiliziranim uzorcima, udio TPC je najviSi u rotkvici i iznosi 904,78
mg/100 g s.t., a najmaniji ponovno u ¢esnjaku i iznosi 346,29 mg/100 g s.t. U suSenim uzorcima,
najvisi udio TPC je u cikli (918,29 mg/100 g s.t.) i rotkvici (804,27 mg/100 g s.t.). Najmanji TPC
ponovno je odreden u klicama &eSnjaka, kojemu je vrijednost nakon susenja snizena na 291,68
mg/100 g s.t. Obradivanje klica je u ponekim uzorcima dovelo do poveéanja udjela TPC, dok je
u nekima dovelo do snizenja. Primjerice, u rotkvici i cikli, liofiliziranjem i suSenjem se udio TPC
znatno povecao u odnosu na svjeze oblike, iako je za rotkvicu povoljnije bilo liofiliziranje, a za
ciklu susenje. U alfalfa i mungo grahu doslo je do smanjenja TPC, a u ¢eSnjaku do malog
porasta tijekom liofilizacije (u odnosu na svjezi uzorak), a potom do pada tijekom susenja.
Zaklju€no, u uzorcima s povecanjem TPC nakon obrade susenjem, to povecéanje je vece, nego
Sto je pad u uzorcima u kojima se TPC smanijio.

Francis i sur. (2022) su istrazivali stabilnost TPC u svjezim klicama alfalfa i rotkvice u
ovisnosti o danima klijanja, pri ¢emu su dobili vrijednosti u rasponu od 150-550 mg/100 g s.t u
alfalfa te 300-1000 mg/100 g s.t. u rotkvici. Rezultati u ovom istrazivanju takoder se nalaze u
tim rasponima i uglavhom odgovaraju vrijednostima izmedu 3. i 5. dana klijanja. Mastropasqua
i sur. (2020) u svjezim klicama mungo graha uzgajanim pod razli¢itim uvjetima svjetlosti odredili
su vrijednosti TPC od priblizno 0,5 mg/g svjeZzeg uzorka $Sto je mala razlika u odnosu na ovo

istraZivanje. Naime, bez preraunavanja na s.t. uzorka, ta vrijednost iznosi 0,39 mg/g.
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Slika 4. Grafi¢ki prikaz rezultata ukupnih fenola (mg/100 g s.t. (suhe tvari) uzorka) u
uzorcima svjezih (A), liofiliziranih (B) i konvencionalno susenih klica (C)

U istrazivanju na mikrozelenju cikle, vrijednosti TPC u ovisnosti o danima klijanja bile su u

rasponu od priblizno 650 do 900 mg/100 g s.t. $to je neznatno viSe od vrijednosti u ovom

34



istrazivanju (Acharya i sur., 2021). Neki radovi navode da procesi liofilizacije i suSenja u klicama
mogu povecati sadrzaj TPC jer su tijekom tih procesa fenolni spojevi bolje sacuvani od
kemijskih promjena, no za svaku vrstu klica vazno je odabrati odgovaraju¢u metodu i uvjete
susenja kako bi se njihova stabilnost o¢uvala (Dziki i sur., 2020). Kao razlog zasto su u nekim
liofiliziranim uzorcima vrijednosti TPC bile viSe u odnosu na suSene uzorke, Coskun i sur. (2024)
navode viSu temperaturu zbog koje dolazi do degradacije fenolnih spojeva. Ipak, u nekim
susenim uzorcima, kao $to je to uzorak mungo graha, doslo je do povecanja TPC u odnosu na
liofilizirane uzorke, zbog toga $to je, kako sugeriraju Gan i sur. (2017b), pod djelovanjem vise
temperature doSlo do stvaranja dodatnih spojeva Sto moze biti odgovor na stres u biljnom

materijalu.

4.3. REZULTATI ANALIZE SADRZAJA UKUPNIH HIDROKSICIMETNIH KISELINA
| FLAVONOLA

Rezultati odredivanja udjela ukupnih hidroksicimetnih kiselina u uzorcima klica prikazani
su graficki na slici 5. |z rezultata se moZe o itati da je u uzorcima svjezih klica, najviSi udio
ukupnih hidroksicimetnih kiselina (engl. hydroxycinnamic acids, HCA) u rotkvici i iznosi 1014,81
mg/100 g s.t., dok je najnizi u CeSnjaku i iznosi 189,04 mg/100 g s.t. 5to je znatno nize u odnosu
na ostale uzorke ¢€iji raspon iznosi od 755 do 854 mg/100 g s.t. Liofilizacijom se udio HCA u
klicama ¢e3njaka znatno povisio i to na 859,00 mg/100 g s.t., dok su klice rotkvice zadrzale
najvisu vrijednost od 1541,54 mg/100 g s.t. S druge strane, u klicama cikle, ta je vrijednost
najniza i snizila se na 554,80 g/100 g s.t. U klicama alfalfa vidljivo je neSto manje poviSenje
udjela HCA, a u klicama mungo graha nije doSlo do znatne promjene. SuSenjem se udio HCA
u svim uzorcima snizio u odnosu na liofilizirane uzorke pri €¢emu najviSa vrijednost ostaje u
rotkvici i iznosi 1126,84 mg/100 g s.t., a najniza u cikli i iznosi 513,53 mg/100 g s.t. Zakljuéno,
moze se istaknuti da su klice rotkvice najbogatiji, a klice CeSnjaka najslabiji izvor HCA te da se
tretmanom liofilizacije najpovoljnije utjeCe na stabilnost HCA u gotovo svim uzorcima, osim u
klicama cikle koje imaju najviSe vrijednosti u svjezem obliku.

U istrazivanju na klicama rotkvice, vrijednost ukupnih HCA iznosila je priblizno 1000
mg/100 g s.t. u svjezem uzorku, 8to je u skladu s rezultatima ovog rada (Gagic¢, 2021). Dostupna
literatura koja se bavi direktnim mjerenjem ukupnih HCA u ostalim klicama obuhvacenih ovim
istraZivanjem je ograni¢ena, no postoje istrazivanja koja su se bavila analizom HCA metodom
visokoucinkovite tekucinske kromatografije (engl. high-performance liquid chromatography,
HPLC).
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Slika 5. Grafi¢ki prikaz rezultata ukupnih hidroksicimetnih kiselina (mg/100 g s.t. uzorka) u
uzorcima svjezih (A), liofiliziranih (B) i konvencionalno susenih klica (C)

Ovom metodom Stajci¢ i sur. (2024) su u uzorku cikle izmjerili vrijednost HCA od 313,9
mg/g, ali buduéi da su istrazivane u sklopu odredivanja fenolnih kiselina, te vrijednosti nije

moguce usporediti s onima u ovom istrazivanju. Takoder, metodom HPLC mogu se detektirati
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i kvantificirati specifiCni spojevi u uzorcima, stoga su u cikli identificirane sljede¢e HCA:
ferulinska, sinapinska, p-kumarinska i kafeinska kiselina. So i sur. (2023) detektirali su
klorogensku kiselinu u klicama mungo graha i kafeinsku kiselinu u klicama rotkvice.

Prema dostupnoj literaturi koja obuhvaca istrazivanja utjecaja razli¢itih metoda susenja na
stabilnost HCA, studija na biljci pomoénici je metodom HPLC pokazala povecanje udjela
pojedinih derivata HCA u obradenim u odnosu na svjeze uzorke. Pronadeno je da neki derivati
imaju vece koncentracije pri liofilizaciji, dok su drugi prisutniji nakon odredenih metoda susenja
(Managa i sur., 2020). Liofilizacija je povoljnija metoda susenja jer minimalno naru$ava fenolne
spojeve, ukljuCuju¢i HCA, dok konvencionalno suSenje, iako jeftinije, moze smanijiti njihov
sadrzZaj. Pojedine HCA, poput kumarinske kiseline, osjetljive su na toplinu i oksidaciju te stoga
podlijezu degradaciji. Medutim, druge su stabilnije i otpornije, $to im omogucuje o€uvanje i bolju

stabilnost tijekom suSenja (Schendel, 2019).

Rezultati odredivanja udjela ukupnih flavonola u uzorcima klica prikazani su graficki na slici
6. Prema rezultatima je vidljivo da su vrijednosti ukupnih flavonola najviSe u klicama rotkvice
(433,98 mg/100 g s.t.) i alfalfa (421,46 mg/100 g s.t. uzorka), a najniza vrijednost utvrdena je u
klicama ¢eSnjaka (107,44 mg/100 g s.t.). Liofilizacijom se sadrzaj flavonola znatno povisuje u
svim uzorcima, osim cikle gdje je najnizi, pri ¢emu najviSa vrijednost ostaje u rotkvici i iznosi
782,15 mg/100 g s.t. U cikli se vrijednost snizila na 283,75 mg/100 g s.t. Konvencionalno
suSenje u odnosu na liofilizaciju pokazuje snizenje vrijednosti u svim uzorcima. NajviSa
vrijednost je pritom i dalje u klicama rotkvice, koje su najbogatiji izvor flavonola, i iznosi 581,16
mg/100 g s.t., dok za klice cikle ni ovaj tretman nije povoljan jer u tom uzorku njihova vrijednost
ponovno najniza i iznosi 276,63 mg/100 g s.t.

Dostupna literatura u kojoj se mjerio sadrzaj ukupnih flavonola spektrofotometrijskom
metodom u klicama koristenim u ovom istrazivanju takoder je ograni¢ena. Janicki i sur. (2005)
mjerili su sadrzaj ukupnih flavonola u klicama alfalfa i rotkvice, no primijenili su metodu HPLC,
koja je preciznija i omogucuje kvantifikaciju specifi¢nih flavonola. Zbog toga su njihovi rezultati
znatno niZi od rezultata dobivenih u ovom istrazivanju. Spojevi iz skupine flavonola identificirani
u obje vrste ovih klica bili su miricetin, morin, kvercetin i kempferol, pri €emu su koncentracije
tih spojeva varirale ovisno o uvjetima klijanja.

Obrada toplinom utjeCe, kako na sve fenolne spojeve, tako i na flavonole. U nekim
slu€ajevima, previsoka temperatura moze uzrokovati degradaciju fenolnih spojeva, dok
umjerene temperature mogu uzrokovati oslobadanje vezanih fenola $to povecava koncentraciju
slobodnih i poboljSava bioaktivni sastav klica. Zato je vazno optimizirati uvjete liofilizacije ili
konvencionalnog susenja tijekom obrade klica kako bi se osiguralo $to bolje o€uvanje fenolnih

spojeva, uklju€ujuci flavonole (Buchner i sur., 2006).
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Slika 6. Grafi¢ki prikaz rezultata ukupnih flavonola (mg/100 g s.t. uzorka) u uzorcima
svjezih (A), liofiliziranih (B) i konvencionalno susenih klica (C)
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4.4. REZULTATI ANALIZE SADRZAJA UKUPNIH FLAVONOIDA

Rezultati odredivanja sadrzaja ukupnih flavonoida u uzorcima klica prikazani su grafi¢ki na
slici 7. 1z rezultata je vidljivo da je u uzorcima svjezih klica, najviSa vrijednost udjela ukupnih
flavonoida (FLA) u cikli i iznosi 20234,13 mg/100 g s.t., a nesto nize vrijednosti od 18626,21 i
18188,78 mg/100 g s.t. su u mungo grahu i alfalfa, dok je najniza u rotkvici i iznosi 5747,01
mg/100 g s.t. U liofiliziranim uzorcima primijecen je isti trend vrijednosti ukupnih FLA tako da
ga prati najvisa vrijednost u cikli i iznosi 22522,28 mg/100 g s.t., nesto niZze vrijednosti od
21407,78121230,56 mg/100 g s.t. u mungo grahu i alfalfa, a najniza u rotkvici i iznosi 14766,39
mg/100 g s.t. Osim toga, moze se primijetiti kako se u svim liofiliziranim uzorcima vrijednost
znatno povecava u odnosu na svjeze uzorke. U suSenim uzorcima i dalje je prisutan isti trend
vrijednosti po uzorcima tako da je najvi$a vrijednost udjela FLA u cikli i iznosi 15251,83 mg/100
g s.t., a najniza u rotkvici i iznosi 8728,38 mg/100 g s.t. U odnosu na liofilizirane uzorke, u
konvencionalno susenim uzorcima se sadrzaj ukupnih FLA smanijio, a u svim uzorcima, osim
rotkvice, je taj sadrzaj niZi i od svjezih uzoraka.

U radu Gagi¢ (2021) dobivena vrijednost sadrzaja ukupnih FLA u uzorku rotkvice iznosi
priblizno 60000 mg/100 g s.t. Sto je znatno viSe od vrijednosti u ovom istrazivanju. Razlog tomu
interferencije i drugih spojeva koiji nisu dio skupine flavonoida (Chang i sur., 2002). Pajak i sur.
(2014) su metodom HPLC identificirali kvercetin, kempferol, apigenin i luteolin u mungo grahu
te kvercetin i kempferol u rotkvici. Unato€ razlikama, vazno je istaknuti da klice opéenito sadrze
vise flavonoida od sjemenki i, buduéi da predstavljaju vecinu fenolnih spojeva u ljudskoj
prehrani, vazno je razumijeti kako klijanje utje€e na njihov sadrzaj i prisutnost u hrani (Francis
i sur., 2022).

Na sastav flavonoida u klicama utjeCu uvjeti i metode sudenja koje bi trebalo pomno
odabrati ukoliko se njihova koncentracija Zeli oCuvati ili poveéati. Visoka temperatura pokazala
se u nekim istrazivanjima degradirajuéom za fenolne spojeve, posebno flavonoide koji su
osjetljivi na toplinu (Castro i sur., 2024). Liofilizacija, kao postupak suSenja smrzavanjem,
pokazala se u brojnim istrazivanjima, ukljuCujuci i ovo, u€inkovitom za o€uvanje ovih spojeva,
stoga ona predstavlja obeéavajucu opciju za proizvodnju funkcionalne hrane na bazi klica

kojom ¢e se njihov unos putem hrane povecati (Castro i sur., 2024; Coskun i sur., 2024).
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Slika 7. GrafiCki prikaz rezultata ukupnih flavonoida (mg/100 g s.t. uzorka) u uzorcima svjezih
(A), liofiliziranih (B) i konvencionalno susenih klica (C)
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4.5.REZULTATI ANALIZE SADRZAJA POLIMERNIH PROANTOCIJANIDINA

Rezultati odredivanja udjela polimernih proantocijanidina u uzorcima klica prikazani su
graficki na slici 8. Rezultati pokazuju da je u uzorcima svjezih klica, sadrzaj polimernih
proantocijanidina najvisi u uzorku cikle i iznosi 44215,94 mg/100 g s.t. Sto je znatno viSe od
ostalih uzoraka C€ije su vrijednosti u rasponu od 6420,76 mg/100 g s.t. u rotkvici do 14090,04
mg/100 g s.t. u mungo grahu. U liofiliziranim uzorcima, uzorak cikle ponovno znatno premasuje
ostale s vrijednosti od 49362,73 mg/100 g s.t. U ostalim uzorcima, najviSa vrijednost je u rotkvici
(9461,19 mg/s.t.), a najniza u ednjaku (6334,31 mg/100 g s.t.). Liofilizacijom se u klicama cikle
i rotkvice, u odnosu na njihove svjeze uzorke, povecao udio polimernih proantocijanidina, dok
se u klicama alfalfa, eSnjaka i mungo graha on snizio. Konvencionalnim sudenjem je u svim
uzorcima doSlo do znatnog snizenja sadrzaja polimernih proantocijanidina u odnosu na
liofilizirane uzorke pri €emu je najviSa vrijednost ostala u cikli i iznosi 25961,02 mg/100 g s.t.

lako ne postoje znanstvene publikacije koje su mjerile koncentraciju polimernih
proantocijanidina u klicama koriStenim u ovom istraZivanju, odredene studije su pratile utjecaj
klijanja na njihov sastav. Primjerice Aktas i sur. (2022) primijetili su da se koncentracija
polimernih proantocijanidina, odnosno kondenziranih tanina, u klicama le¢e smanjuje s
vremenom Kklijanja jer se tanini oslobadaju iz kompleksa s polifenolima, otapaju u vodi, a
polifenoli zatim vezu s drugim organskim spojevima. S obzirom na to, moze se zakljuciti da je
za postizanje Sto vecCe koncentracije polimernih proantocijanidina u klicama, vazno prilagoditi
uvjete klijanja za svaku vrstu klica $to naglaSava vaznost ovakvih istraZzivanja. Molska i sur.
(2022) su mierili koncentraciju kondenziranih tanina u klicama heljde i utvrdili ve¢e vrijednosti
u odnosu na sjemenke. Takoder, u istraZivanju su analizirane klice obogaéene probioti¢kim
kvascem &to je rezultiralo povec¢anjem koncentracije ovih spojeva. Ovo istraZivanje moze pruZiti
novu perspektivu u razvoju funkcionalne hrane na bazi klica s dodatnim poboljS8anjem
bioaktivhog sastava.

Zasada nije poznato ni kako tehnike suSenja toCno utjeCu na sastav polimernih
proantocijanidina u klicama, s obzirom na to da su ovi spojevi najmanje istrazivani medu
polifenolnim spojevima. Buduc¢i da su poznati u€inci tehnika suSenja na polifenole opcenito,
moguce je primijeniti sli€nu teoriju i na polimerne proantocijanidine. Njihov sastav ovisi o biljnom
materijalu i uvjetima klijanja, a jednako tako i o parametrima i naCinima suSenja, stoga su
potrebna dodatna istrazivanja kako bi se ustanovili specifi¢ni ucinci toplinske obrade na ove

spojeve (Coskun i sur., 2024).
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Slika 8. Grafi¢ki prikaz rezultata sadrzaja polimernih proantocijanidina (mg/100 g s.t. uzorka)
u uzorcima svjezih (A), liofiliziranih (B) i konvencionalno susenih klica (C)
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4.6.REZULTATI ANALIZE ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI PRIMJENOM FRAP

METODE

Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti u uzorcima klica pomoc¢u FRAP metode
prikazani su grafi¢ki na slici 9. Prema rezultatima, u svjeZim uzorcima, najviSa antioksidacijska
aktivnost zabiljeZzena je u klicama rotkvice (61,42 pmol/g s.t.) i cikle (48,07 umol/g s.t.), dok je
najniza zabiljezena u klicama alfalfa (8,61 pmol/g s.t.) i ¢ednjaka (10,16 umol/g s.t.). U
liofiliziranim uzorcima, najviSu antioksidacijsku aktivnost pokazuju ponovno rotkvica (79,25
pmol/g s.t.) i cikla (66,54 ymol/g s.t.), a najnizu ¢esnjak (9,63 umol/g s.t.) i alfalfa (10,55 pymol/g
s.t.). U konvencionalno susenim uzorcima, cikla i rotkvica pokazuju najviSu antioksidacijsku
aktivnost od 69,70 i 58,36 umol/g s.t., a najnizu ¢eSnjak i alfalfa s vrijednostima od 8,12 i 8,84
pumol/g s.t. Zakljuéno, najvisSu antioksidacijsku aktivnost imaju klice rotkvice i cikle, a tretman
liofilizacijom ili konvencionalnim suSenjem samo je u tim uzorcima pokazao djelovanje na
antioksidacijsku aktivnost.

Muzykiewicz-Szymanska i sur. (2020) analizirali su antioksidacijsku aktivnost pomocu
FRAP metode u klicama alfalfa, rotkvice, mungo graha i cikle pri éemu je analiza provedena
pomocdu ekstrakcije potpomognute ultrazvukom tako da dobivene vrijednosti nisu usporedive s
vrijednostima u ovom istrazivanju, no ono $to se moze usporediti je da su, od ova Cetiri uzorka,
alfalfa i mungo grah pokazali najnize vrijednosti, a rotkvica i cikla najvise, $to je u skladu s ovim
istraZivanjem. Klice koje pokazuju niZzu antioksidacijsku aktivhost imaju manju koncentraciju
spojeva s antioksidacijskom aktivnoséu, odnosno polifenolnih, ali i drugih spojeva, primjerice
pigmenata (npr. klorofila, karotena) i vitamina (Wojdyto i sur., 2020).

U liofiliziranim uzorcima rotkvice, cikle i mungo graha, Wojdyto i sur. (2020) dobili su znatno
viSe vrijednosti antioksidacijske aktivnosti u rotkvici i cikli, nego u mungo grahu $to se poklapa
s trendom u ovom istraZzivanju. Znanstvene publikacije o utjecaju tehnika suSenja na
antioksidacijsku aktivnost u klicama pokazuju proturjeéne rezultate. Neki autori tvrde da se
inaktivacijom enzima (npr. oksidaza) i razgradnjom struktura hrane pod poviSenom
temperaturom moZzZe povecati koliina antioksidanasa, dok drugi bilieze njihov gubitak zbog
oksidativnih procesa uslijed suSenja na toplini. Vjerojatno se javljaju oba ucinka, ovisno o
prisutnosti pojedinog spoja i njegovoj osjetljivosti na odredenu temperaturu. Liofilizacija se,
zahvaljujuci niskim temperaturama, ¢esto pokazuje ucinkovitijom u oCuvanju antioksidanasa jer

minimizira kemijske promjene (Mattioli i sur., 2019).
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Slika 9. Graficki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti izrazene kao koncentracija
Troloxa (umol/g s.t. uzorka) u uzorcima svjezih (A), liofiliziranih (B) i konvencionalno
susenih klica (C)
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4.7.REZULTATI ANALIZE ANTIOKSIDACIISKE AKTIVNOSTI PRIMJENOM ABTS
METODE

Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti u uzorcima klica pomo¢u ABTS metode
prikazani su graficki na slici 10. Rezultati u uzorcima svjezih klica pokazuju da najviSu
antioksidacijsku aktivnost imaju klice mungo graha jer je u tom uzorku ABTS vrijednost najviSa
i iznosi 3,31 mmol/100 g s.t., a najnizu antioksidacijsku aktivnost imaju klice eSnjaka s ABTS
vrijednosti od 0,96 mmol/100 g s.t. U liofiliziranim uzorcima, najviSa antioksidacijska aktivnost
odredena je u klicama cikle (3,14 mmol/100 g s.t.), a najniza u klicama rotkvice (0,81 mmol/100
g s.t.). Osim toga, klice cikle, ¢eSnjaka i alfalfa pokazuju viSe vrijednosti antioksidacijske
aktivnosti uslijed postupka liofilizacije, dok klice rotkvice i mungo graha pokazuju snizenje. U
susSenim uzorcima, najviSa antioksidacijska aktivnost je odredena u uzorku klica cikle (3,47
mmol/100 g s.t.), a najniza u uzorku klica ¢eSnjaka (1,09 mmol/100 g s.t.). Konvencionalno
susenje se u klicama cikle i rotkvice pokazalo boljom metodom obrade, no u ostalim uzorcima
to je bila liofilizacija. Klice mungo graha su uzorak s najviSom antioksidacijskom aktivnosti u
svjezem obliku, medutim, nakon oba tretmana susenja, to su klice cikle.

Mnoge studije mijerile su ABTS vrijednost u ovim klicama, no u vecini vrijednosti nisu
izrazene na isti naCin tako da ove vrijednosti nije moguce usporediti s prethodnim podacima.
Ono sto se moze usporediti je da su vrijednosti u svjezim klicama rotkvice obiéno veée nego u
alfalfa, za razliku od ovog istrazivanja (Liu i sur., 2022; Park i sur., 2019).

Muzykiewicz-Szymanska i sur. (2020) usporedili su ABTS vrijednosti u svjezim u odnosu
na konvencionalno suSene klice u klicama alfalfa, rotkvice, mungo graha i cikle. U nekim
klicama (rotkvica i cikla), doslo je do sniZzenja antioksidacijske aktivnosti, dok je u drugima
(alfalfa i mungo grah) doSlo do poviSenja, $to se malo razlikuje od trenda u ovom istrazivanju,
vjerojatno zbog razlika u metodi ekstrakcije i uvjeta sudenja. Mnoga istrazivanja navode
liofilizaciju kao efektivniju metodu o€uvanja antioksidacijskog kapaciteta zbog boljeg o¢uvanja
fenolnih i drugih spojeva s antioksidacijskim svojstvima koji se degradiraju pri visokim
temperaturama. Prema tome, uvjeti obrade moraju se prilagoditi ovisno o0 sastavu

antioksidanasa u pojedinoj vrsti klica (Muzykiewicz-Szymanska i sur., 2020).
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Slika 10. Grafi¢ki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti izrazene kao koncentracija
ABTS* otopine (mmol/100 g s.t. uzorka) u uzorcima svjezih (A), liofiliziranih (B) i
konvencionalno su$enih klica (C)
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. ZAKLJUCCI

1. Analiza suhe tvari u razli€itim vrstama klica pokazala je da njezin udio ovisi o vrsti klica,

a njeno povecanje tijekom klijanja rezultat je razgradnje makronutrijenata. SuSenje
povecava sadrzaj suhe tvari u klicama kao rezultat isparavanja vode, dok razli¢ite
metode suSenja utjeCu na koli€inu suhe tvari, a samim time i na nutritivnu vrijednost

klica.

Klice su opcenito bogate polifenolima, no njihov sastav ovisi o pojedinoj vrsti klica, kao
i 0 uvjetima klijanja. Rezultati analize TPC pokazali su u ponekim klicama poviSenje
vrijednosti obradom svjezih klica, pri E€emu je na njega najpovoljnije djelovala liofilizacija

u klicama rotkvice i ¢eSnjaka, a konvencionalno susenje u klicama cikle.

. Analiza ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonola pokazala je da su klice rotkvice
najbogatiji izvor ovih spojeva. Liofilizacija se, u odnosu na konvencionalno susenje,
pokazala boljom metodom za o€uvanje ovih spojeva u svim vrstama klica, osim cikle za

koju se nijedna metoda nije pokazala u€inkovitom.

Iz rezultata analize sadrzaja ukupnih flavonoida i polimernih proantocijanidina moze se
zakljugiti da su klice cikle najbogatiji izvor ovih spojeva te da se liofilizacija pokazala kao
bolja metoda obrade, za razliku od konvencionalnog suSenja gdje je previsoka

temperatura dovela do njihove degradacije i znatnog smanjenja koncentracije.

. Analizom antioksidacijskog kapaciteta pomo¢u FRAP metode, najviSu antioksidacijsku
aktivnost pokazale su klice rotkvice i cikle, dok su pomoc¢u ABTS metode to pokazale
klice mungo graha, u svjezem stanju. Metodama suSenja se antioksidacijska aktivnost
u klicama uglavnom poveéava, osobito u cikli, a kao bolja metoda pokazala se

liofilizacija.

Zbog visokog sadrzaja bioaktivnih spojeva, posebice polifenola, klice su pokazale da
imaju antioksidacijsku aktivnost Sto ih €ini izvrsnim izborom u formulaciji funkcionalne
hrane. Pri tome je vazno izabrati odgovarajucu vrstu klica kao i metodu obrade kako bi
se njihov bioaktivni i antioksidacijski potencijal maksimalno oCuvao i povecao. Buduci
da uslijed liofilizacije dolazi do degradacije ovih spojeva u manjoj mjeri, ona se pokazala

ucCinkovitijom metodom obrade klica.
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