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1. UVOD
1.1. Selen — esencijalni mikronutrijent

Selen je element u tragovima esencijalan za ljude i zivotinje (Birringer i sur. 2002).
Otkrio ga je 1817. godine Jons Jacob Berzelius u komorama koje su sluzile za proizvodnju
sumporne kiseline (Duntas i Benvenga 2014). Kao metaloid, svojstvima je slican metalima
te pripada skupini halkogenih elemanata (VIA) periodnog sustava (Web 1). Po kemijskoj
aktivnosti 1 fizikalnim svojstvima Se je slican sumporu (S) 1 teluriju (Te), Cime je

omogucena njegova asimilacija i metabolizam putem transportera za S (Sors i sur. 2005).

Se je ukljuen u brojne metabolicke puteve, a brojna znanstvena istrazivanja
tijekom proteklog desetljeca otkrila su njegovu krucijalnu ulogu u odrzavanju imunoloske,
endokrine, metabolicke te stani¢ne homeostaze (Rayman 2009; Brown i Arthur 2001).
Svoje funkcije u organizmu ispoljava u obliku aminokiselina selenocisteina (SeCys) i
selenometionina (SeMet), koje su sastavni dio proteina poznatih kao selenoproteini.
Glavne obitelji selenoproteina su: glutation-peroksidaze (GPX) koje sadrze enzime ovisne
0 Se, kao i izoenzime neovisne o Se, zatim tioredoksin-reduktaze (TXNRD), jodotironin-
dejodinaze (DIO) te selenoprotein P koji je od posebne vaZznosti, te ¢ini vise od 50% Se

prisutnog u plazmi (Kéhrle i sur. 2005; Bianco i sur. 2002; Berry i sur. 1991).

U ljudskoj prehrani najvazniji izvori Se su meso i mesni proizvodi (31%), riba i
Skoljke (20%), tjestenina i riza (12%), kruh 1 zitarice (11%), a najveca koli¢ina Se nalazi se
u brazilskim ora§¢i¢ima i iznutricama (>1 mg kg™; Kobayashi i sur. 2002). Preporudeni
dnevni unos Se za odrasle osobe iznosi 55 pg po danu (Znanstveni odbor za hranu
Europske unije 1993), iako se u posljednje vrijeme sve viSe znanstvenika i razli¢itih odbora
zalaze za preinaku preporuc¢enog dnevnog unosa prilagodenog dobnim skupinama (Duntas
i Benvenga 2015). Optimalna koli¢ina Se moze odgoditi starenje, neophodna je za pravilno
funkcioniranje muskog spolnog sustava (Birringer i sur. 2002), a u posljednje vrijeme sve
viSe paznje pridaje se njegovom antikancerogenom djelovanju. Brojna istraZivanja
pokazala su znacajno smanjenje raka pluca (Reid i sur. 2002), prostate (Rayman 2005) te
debelog crijeva (Peters 1 Takata 2008), a kao jedan od najucinkovitijih antikancerogenih
oblika Se pokazao se metilselenocisten (MeSeCys) kojeg nalazimo u nekim vrstama roda
Brassica i Allium te odredenim vrstama roda Astragalus (Ellis i Salt 2003). Nedovoljan
dnevni unos Se moze za posljedicu imati brojne bolesti kao §to su razna kardiovaskularna

oboljenja, hipotireoza, smanjenje plodnosti kod muskaraca, oslabljen imunoloski sustav,



pojacana podloznost brojnim infekcijama, ali i raku. Pretpostavlja se da od bolesti
uzrokovanih nedostatkom Se danas pati oko 800 milijuna ljudi diljem svijeta (Malagoli i
sur. 2015). S druge strane, visoke koncentracije Se takoder su izrazito toksicne za
organizme, a uzrokovane su pretjeranim nakupljanjem u tkivima te biomagnifikacijom u
hranidbenim lancima. Trovanje Se ili selenoza moze biti akutna i kroni¢na, a simptomi
naj¢es¢e ukljuéuju mucninu, povracanje, abdominalnu bol, dijareju, ispadanje kose,
lomljive nokte te perifernu neuropatiju (Helzslouer i sur. 1985). Na primjer, prehrana koja
sadrzi 1 mg Se po kg suhe tvari uzrokuje kroni¢no trovanje, a jednokratni unos 1000 mg Se
po kg suhe tvari putem prehrane akutno trovanje i smrt kod ljudi i Zivotinja (Pilon-Smits i

Quinn 2010; Hartikainen 2005).

Ukupni sadrzaj Se u ljudskom organizmu ovisi o proucavanoj populaciji,
geografskom podrucju 1 prehrani, a dnevni unos Se najceS¢e je odraz koli¢ine Se koju
nalazimo u tlu odredenog podruéja (Slika 1) (Duntas i Benvenga 2014). Tako razlikujemo
Se siromasna podruc¢ja (u koje se ubraja 1 Hrvatska), podrucja s niskim razinama Se te
podrucja bogata Se (Se toksi¢na podruéja) (Gupta i Gupta 2017; Hartikainen 2005). lako
postoje brojni problemi povezani sa Se toksi¢nim podrucjima, u svijetu su puno
zastupljenija Se siroma$na podrucja (Gupta i Gupta 2017; Hartikainen 2005). Tako su u
zadnje vrijeme razvijene brojne metode u svrhu rijeSavanja bolesti uzrokovanih
nedostatkom Se kao $to su razli¢iti suplementi. Za najveci dio svjetskog stanovniStva biljke
predstavljaju najbitniji izvor Se pa je zbog toga obogacivanje usjeva Se (biofortifikacija)
iznimno ucinkovit pristup rijeSavanju problema nedostatka Se u svijetu (Malagoli i sur.

2015).

1.2. Selen u tlu

Se u prirodi nalazimo u sedimentnim stijenama koje su formirane u razdoblju
izmedu karbona i kvartara. Razli¢iti autori navode razli¢itu prosjecnu koncentraciju Se u
tlima §irom svijeta pa tako Gupta i Gupta (2017) navode koncentraciju 0,4 mg kg™,
Hartikainen (2005) spominje raspon od 0,01 do 2 mg kg™, dok povisene koncentracije
nalazimo samo u selenifernim tlima (2 — 5000 mg kg™) (Hartikainen 2005). Prisutnost Se u
tlu ovisi o tipu tla, organskoj tvari te padalinama (Sors i sur. 2005). Se u tlu nalazimo u
razli¢itim organskim i anorganskim oblicima. Anorganski Se nalazimo u obliku selenida
(Se?), selenita (Se03?), selenata (SeO4%) te netopljivog elementarnog Se (Se°) (Tan i sur.

2016). Topljivi selenat, koji je prevladavajuéi i ujedno najmobilniji anorganski oblik Se,



najCes$¢e nalazimo u alkalnim tlima su$nih podruc¢ja. U takvom je obliku Se izravno
dostupan biljkama, a postupno se reducira do selenita. Selenit je uglavnom zastupljen u
tlima ¢iji je pH kiseo do neutralan, u viSim i kiSovitim predjelima te mocvarnim
ekosustavima, dok je selenid dominantni oblik Se u izrazito kiselim tlima (Pilon-Smits i
Quinn 2010; Zhu i sur. 2009; Ohlendorf 2003). Najzastupljeniji organski oblici Se su

selenoaminokiseline (SeMet i SeCys) te hlapljivi metilselenidi (Pyrzynska 2002).
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Slika 1. Usporedba koncentracije Se u pSenici (zuto - lijevo) i rizi (plavo - desno) u

glavnim zemljama proizvodacima (preuzeto i prilagodeno prema Zhu i sur. 2009)

1.3. Unos i metabolizam Se u biljkama

Biljke koje akumuliraju Se poznate su znanstvenoj javnosti ve¢ dugi niz godina no
interes za njihovo proucavanje pojavio se tek nedavno, a pitanje je li Se esencijalan za
biljke jo§ uvijek ostaje neodgovoreno (Ellis i Salt 2003). Biljke su klasificirane u tri
skupine s obzirom na akumulaciju Se u stanicama. Tako se vrste koje akumuliraju Se u
prili¢no visokim koncentracijama (100 - 1000 mg Se kg™ suhe tvari) nazivaju sekundarnim
akumulatorima. Drugu skupinu biljnih vrsta koje akumuliraju Se u koncentracijama koje su
i do 100 puta vece od koncentracija koje akumulira okolna vegetacija na istom podrucju
(>1000 mg kg* suhe tvari), a koje nalazimo samo na selenifernim tlima, nazivamo
hiperakumulatorima. U neakumulatorne biljke ubrajaju se one vrste koje akumuliraju
manje od 100 mg Se kg™ suhe stvari, a na tlima bogatima Se ne mogu preZivijeti (Gupta i
Gupta 2017; Pilon-Smits i Quinn 2010).



Biljke primarno unose Se iz tla u obliku selenata iako ga mogu unositi i u obliku
selenita i organskog Se (White i sur. 2004). Intenzitet unosa i oblik Se koji se unosi ovisi 0
koncentraciji i kemijskom obliku Se u otopini tla, ali i o uvjetima u rizosferi kao §to su pH
te prisutnost sulfata i fosfata koji se sa Se natjeCu za unos u biljke (Sors i sur. 2005;
Dhillon i Dhillon 2003; Blaylock i James 1994). | selenat i sulfat transportiraju se preko
plazma membrane epidermalnih stanica korijena protivno njihovom elektrokemijskom
gradijentu, kotransportom triju elektrona za svaki ion (Sors i sur. 2005). Sulfat se iz tla
apsorbira putem niza transportera visokog i niskog afiniteta koji su smjeSteni u
epidermalnim i kortikalnim stanicama korijena (Leustek 2002), a selektivnost ovih
transportera za sulfat ili selenat ovisi o biljnoj vrsti i nutritivnom statusu (Zhu i sur. 2009).
Istrazivanja su pokazala kako su mutanti uroc¢njaka (Arabidopsis thaliana) rezistentni na
selenat imali nepotpuni gen za sulfatni transporter visokog afiniteta (Sultrl:2), sto ukazuje
na vaznost ovog transportera pri unosu Selenata u biljke (Kassis i sur. 2007; Shibagaki i
sur. 2002). Postoje znacajne razlike u mehanizmima unosa i transporta selenata, selenita i
organskog Se kao $to je npr. SeMet. Apsorpcija selenata i organskog Se aktivan je proces
dok se selenit akumulira pasivnom difuzijom koja mozZe biti inhibirana fosfatom (Zhu i sur.
2009; Sors i sur. 2005). Translokacija Se od korijena do izdanka ovisi 0 kemijskom obliku
Se kojim je biljka tretirana. Isto tako premjestanje selenata od korijena do izdanka odvija
se puno brze nego translokacija selenita ili organskog Se. Selenat se odmah transportira u
izdanak, dok se selenit uglavnom zadrzava u korijenu (Li i sur. 2008; Sors i sur. 2005;
Terry i sur. 2000). Pickering i suradnici (2000) otkrili su kako su kemijski oblici Se i
njihova razli¢ita distribucija uvjetovani i razvojnim stadijem, pa se tako selenat zadrzava u
starijim listovima, a organski Se (MeSeCys) u mladim tkivima biljke Astragalus
bisulcatus. Osim toga, u svojim su istrazivanjima Pickering i suradnici (2003) ustanovili

kako se tijekom razvoja organski Se premjesta iz mladih tkiva izdanka u jo§ mlada tkiva.

U preglednom radu, Terry i suradnici (2000) navode kako vise biljke asimiliraju Se
preko asimilacijskog puta S (Slika 2). Taj put ukljuCuje nespecifi¢no ugradivanje Se u
selenoaminokiseline, ali i isparavanje koje se dogada prilikom prekomjerne opskrbe biljaka
Se. Nakon §to se selenat apsorbirao u korijen, premjesta se preko ksilema u listove. Tamo
ulazi u kloroplaste u kojima se odvija prvi korak u redukciji selenata, aktivacija pomoc¢u
enzima ATP-sulfurilaze u aktivirani oblik adenozin-fosfoselenat (APSe). Anderson i
suradnici (1983) te Dilworth i Bandurski (1977) navode kako APSe moze biti reduciran i

neenzimski do glutation (GSH) konjugiranog selenita (GS-selenit). GS-selenit je potom



reduciran pomo¢u GSH do selenodiglutationa (GS-Se-SG). Kada biljka umjesto selenata
unosi selenit, u asimilacijskom putu nema aktivacije selenata nego se odmah odvija
neenzimska redukcija pomo¢u GSH. GS-Se-SG se potom reducira pomo¢u NADPH do
selenola (GS-SeH) i na koncu do GSH konjugiranog selenida (GS-Se”) pomoé¢u enzima
glutation-reduktaze (GR). Slijede¢i analogiju asimilacijskog puta S, APSe moze biti
reduciran do selenita i enzimski pomoc¢u APS-reduktaze, a nakon toga do selenida pomoc¢u
sulfit-reduktaze. No unato¢ istrazivanjima, ne postoje ¢vrsti dokazi da su APS-reduktaza i
sulfit-reduktaza uklju¢ene u redukciju selenata in vivo (Burnell 1981). Djelovanjem
cistein-sintaze (CS) iz selenida i O-acetilserina nastaje SeCys. Ng i Anderson (1978)
navode kako aktivnost CS-a ovisi 0 odnosu sulfida i selenida, pri ¢emu selenid inhibira
sintezu Cys dok viSak sulfida inhibira sintezu SeCys. Najizgledniji enzim pomocu kojeg
nastaje SeMet je citosolni enzim metionin-sintaza (MS). Ugradivanje u proteine odvija se
nespecificnom zamjenom SeCys i SeMet na mjesto Cys i Met (Terry i sur. 2000).
Metilacija SeMet do Se-metilSeMet pomoc¢u Met-metiltransferaze odvija se u citosolu. U
izdanku, Se se pretvara u hlapljivi spoj djelovanjem enzima metilMet-hidrolaze koja
proizvodi dimetilSe (DMSe). Jo§ jedan metilirani oblik Se koji isparava je
dimetilselenopropionat (DMSeP) koji nastaje djelovanjem enzima DMSeP-liaze (Dacey i
sur. 1987).
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Slika 2. Put asimilacije sulfata i predloZeni put asimilacije selenata u viSim biljkama

(preuzeto i modificirano prema Ellis i Salt 2003)

1.4. Biofortifikacija selenom

S obzirom da ljudi kroz prehranu moraju unositi ¢ak 22 esencijalna minerala,
njihova nejednaka raspodjela u pojedinim dijelovima svijeta i popratne bolesti koje nastaju
kao rezultat takve raspodjele predstavljaju veliki problem (Bouis 2003). Malnutricija,

poznata i kao ,skrivena glad“ (nedostatak esencijalnih mikronutrijenata ili vitamina;
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Kennedy i sur. 2003), pogada vise od polovice sveukupnog svjetskog stanovniStva, a u
svrhu njenog smanjenja u posljednjih nekoliko godina provode se brojna istrazivanja i
poduzimaju razne mijere i strategije (Mayer i sur. 2008). Jedan od novijih pristupa
rjeSavanju ovog problema je biofortifikacija. Ovaj pristup ima brojne prednosti, a jednom
kad se uspostavi postaje izrazito odrziv. Biofortifikacija povecava produktivnost
poljoprivrednih gospodarstava u zemljama u razvoju na ekoloski prihvatljiv i koristan
nacéin. Sjemenke Zzitarica obogacene razli¢itim mineralima i mikronutrijentima otpornije su
na brojne bolesti i okoliSne stresove pa su i konac¢ni prinosi veéi (Zhao i McGrath 2009;
Nestel 1 sur. 2006). Biofortifikacija predstavlja povecanje dostupnih koncentracija
esencijalnih mikronutrijenata u usjevima koriste¢i se pri tome tradicionalnim tehnikama
uzgoja (agronomske strategije) i modernom biotehnologijom (geneticke strategije) (Mayer

i sur. 2008; Nestel i sur. 2006).

Agronomske strategije biofortifikacije uglavnhom podrazumijevaju primjenu
mineralnih gnojiva te poboljSanje topljivosti 1 pokretljivosti mineralnih elemenata u tlu.
Koncentracija Se u biljkama moze se povecati aplikacijom gnojiva u tlo ili folijarnim
tretmanom. Najces$¢a je upotreba anorganskih oblika Se kao $to su Na,SeO, ili K;SeO,,
¢ime se osigurava Se koji je odmah dostupan biljkama na koristenje. No, u posljednje
vrijeme sve vise se povecava upotreba selenita ili manje topljivih oblika selenata kao Sto je
BaSeO, koji osiguravaju dugotrajnije uéinke i dostupnost Se (EI-Ramady i sur. 2014,
White i Broadley 2008). Aplikacija gnojiva u tlo preporucuje se u vecini slucajeva,
posebno kod biljaka koje su podlozne utjecaju vlage na kraju sezone te toplinskom stresu
(Lyons i sur. 2005).

Poveéavanje koncentracija mineralnih elemenata u proizvodnji primjenom
mineralnih gnojiva moze se poboljsati i uzgojem kultura s povecanom sposobnoscu
akumuliranja ovih minerala u njihovim jestivim dijelovima (genetiCke strategije).
Geneticki inZenjering, za kojeg se pokazalo da povecava akumulaciju Se u biljkama te
toleranciju i volatilizaciju, uglavnom se fokusira na enzime koje osim u metabolizmu Se
nalazimo i u metaboli¢kim putevima S (Malagoli i sur. 2015). White i Broadley (2008)
napominju da bez obzira na to koliko ovakve strategije bile uspjeSne, ipak treba imati na
umu da se njima samo poboljSava akumulacija i koriStenje onih mineralnih elemenata koji
su dostupni usjevu. Isto tako, navode i da su prisutne znacajne genske varijacije u
koncentracijama mineralnih elemenata koji najces¢e manjkaju u ljudskoj prehrani u

jestivim dijelovima vecine vrsta usjeva. Tako na primjer, razli¢ite koncentracije mineralnih
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elemenata nalazimo u zrnima veéine vrsta zitarica. Budué¢i da se zrna zitarica najcesce
konzumiraju nakon mljevenja i poliranja, postavlja se pitanje jesu li geneticke strategije
biofortifikacije uopc¢e korisne u tom slucaju. Naime, mineralni elementi nisu homogeno
rasporedeni unutar zrna, a njihove koncentracije Cesto su najveée upravo u ljusci ili
aleuronskom sloju koji se u procesima mljevenja i poliranja ve¢im dijelom uklanjaju pa se

s njima gube i znacajne koncentracije potrebnih elemenata.

Mikroorganizmi, prvenstveno bakterije, imaju vrlo vaznu ulogu u agrikulturnim
sustavima (kontrola bolesti, rast biljaka, prehrana). U novije vrijeme sve vise istrazivanja
predlaze upotrebu bakterija koje poticu rast biljaka (PGPB od engl. Plant growth -
promoting bacteria) kao alternativu koja pridonosi pove¢anom unosu mikronutrijenata u
biljke. Postoji ve¢ nekoliko izvjestaja koji govore o koristenju PGPB-a koje imaju
sposobnost mobilizacije razli¢itih mikronutrijenata kao $to su Zn, Mn, Fe, Cu i Se kao
strategiju biofortifikacije (Mora i sur. 2015). Bakterije imaju sposobnost reduciranja
oksidiranih i metiliranih Se-oksianiona do nekih drugih oblika Se. U takvim procesima
redukcije ovi mikroorganizmi imaju sposobnost pretvaranja Se®* i Se** do Se° i na kraju
generacije metiliranih i organskih oblika Se (SeMet i SeMeSeCys) (Losi i Frankerberger
1998).

1.5. Nutritivna vrijednost pseni¢ne trave (Triticum aestivum L.)

Mnogi lijekovi koji se danas Siroko primjenjuju biljnog su podrijetla. Neki su
sintetizirani od biljnih ekstrakata, a drugi oponasaju odredene biljne ljekovite komponente.
PSeni¢na trava (Triticum aestivum L.) naziv je za mlade izdanke pSenice stare 6-10 dana.
Siroko je rasprostranjena zdrava namirnica i u zadnje vrijeme postaje sve vaznija nadopuna
prehrani, ali njene funkcionalne grupe i mehanizmi i dalje su nepoznanica. Tijekom
klijanja se u Klijancima sintetiziraju vitamini, minerali i brojne fenolne komponente,
ukljucujuéi i flavonoide, stoga pSeni¢na trava predstavlja bogat izvor brojnih nutrijenata
ukljucuju¢i Fe, Ca, Mg, aminokiseline, vitamine A, C i E, ali i znatne koli¢ine (70%)
klorofila i tako doseze maksimalni antioksidacijski potencijal (Suriyavathana i Roopavathi
2016). Komercijalno je dostupna u obliku tekucine, praska ili koncentrata. Postoji vrlo
malo znanstvenih i klinickih istraZivanja vezanih za ulogu pSeni¢ne trave u ljudskom
zdravlju. Osim §to se koristi se kao izvor nutrijenata, vazna je i za povecanje razine
hemoglobina i sprjecavanje bakterijskih infekcija. Uklanja brojne toksine i kancerogene

agense iz jetre i krvi pa se tako moZze koristiti za tretiranje niza razlicitih bolesti i upalnih



procesa kao Sto su obi¢na prehlada, vruéica, kasalj, bronhitis, razli¢iti kozni poremecaji,
konstipacija i slicno (Parit i sur. 2018). Neki zagovornici pSenicne trave koriste ju i za
lijeCenje raka (Alitheen i sur. 2011; Blumenthal 1998), ulcerativnog kolitisa (Ben-Arye i
sur. 2002) i boli u zglobovima jer je mocan antioksidans (Das i sur. 2012), ali zasad jo$
uvijek nema dovoljno znanstvenih dokaza koji potvrduju ucinkovitost za bilo koju od ovih

upotreba.

Jedan od znacajnih nutrijenata pSeni¢ne trave je vitamin C, Kkoji je neenzimski
antioksidans, a s obzirom da ga ljudi ne mogu sintetizirati potrebno ga je unositi putem
prehrane. Donor je elektrona i stoga reducirajué¢i agens pa reducira i na taj nacin
neutralizira reaktivne kisikove tvari (ROS od engl. Reactive Oxygen Species; Padayatty i
sur. 2003). No, njegova uloga nije samo antioksidacijska, vitamin C potreban je i za
ispravan rad brojnih enzima u ljudskom tijelu. Neophodan je za enzime koji kataliziraju
hidroksilaciju kolagena stabiliziraju¢i na taj nacin njegovu strukturu (Prockop i Kivirikko
1995). Od iznimne je vaznosti i za enzime Koji sudjeluju u sintezi karnitina prijeko
potrebnog za transport masnih kiselina u mitohondrije (Rebouche 1991). Sudjeluje i u
sintezi noradrenalina (prekursora adrenalina) (Kaufman 1974), regulira metabolizam
tirozina (Englardt i Seifter 1986), a vazan je i za dodavanje amidnih grupa peptidnim

hormonima povecavajuéi na taj na¢in njihovu stabilnost (Eipper i sur. 1992).

Mladi izdanci pSenice posebno obiluju velikim sadrzajem klorofila. Klorofil je
zeleni pigment kojeg nalazimo u vecini biljaka. Prisutan je u nekoliko oblika, ali najvazniji
1 najrasireniji od svih je klorofil a. U posljednje vrijeme sve ¢eS¢a je njegova primjena u
alternativnoj medicini zbog brojnih blagotvornih uc¢inaka na ljudsko zdravlje. Smanjuje
upalu, oksidaciju, a pomaZe 1 u zacijeljivanju rana. Vazan je kao izvor brojnih
antioksidansa, stimulira rad imunoloskog sustava, pomaZe u suzbijanju anemije, ima

antikancerogeno djelovanje, a pomaze i u detoksikaciji jetre i1 cjelokupnog organizma

(Inang 2011).

Uz klorofil, pSeni¢na je trava i izvor karotenoida. Karotenoidi su strukturno i
funkcionalno vrlo raznolika skupina prirodnih pigmenata (Landrum 2010). Sastavni su dio
fotosintetskih organela svih viSih biljaka, mahovina, paprati i alga. Nalazimo ith i u
fotosintetskim membranama fototropnih bakterija i cijanobakterija, a prisutni su i u
ljudskom organizmu (Scheer 2003). Vazni su prekursori retinola (vitamina A), ali njihova

glavna uloga u nefotosintetskim organizmima ipak je (foto)zastita (Cvetkovi¢ i sur. 2013).



Bitna je 1 njihova zastina uloga u brojnim poremecajima uzrokovanim ROS-om kao $to su

kardiovaskularne bolesti, rak, neuroloski i fotosenzitivni ili poremecaji vida (Fiedor i
Burda 2014).

Biljni sekundarni metaboliti, kao §to su fenolni spojevi takoder su vazan pokazatelj
nutritivne vrijednosti. Fenolni spojevi definirani su spojevi koji sadrze 1 ili vise aromatskih
prstenova s 1 ili vise hidroksilnih skupina. Kategorizirani su kao fenolne Kkiseline,
flavonoidi, stilbeni, kumarini i tanini (Liu 2004). Produkti su sekundarnog metabolizma u
biljkama, a nastaju u pentoza-fosfatnom putu, fenilpropanoidnom putu te putu Sikiminske
kiseline. Sudjeluju u obrani biljke od patogena, parazita, predatora i UV zracenja (Liu
2013). Sukladno njihovoj ulozi u biljkama, fenoli u nasoj prehrani mogu osigurati dodatne
zdravstvene prednosti povezane sa smanjenim rizikom razvoja kroni¢nih bolesti kao $to su
kardiovaskularna oboljenja, smanjen rizik od sréanog udara, dijabetesa, raka, a imaju 1

protuupalno i antialergijsko djelovanje (Ozcan i sur. 2014).

Nadalje, brojna istrazivanja govore o izrazitoj antioksidacijskoj aktivnosti koju
posjeduju mladi izdanci pSenice. Razli¢iti vitamini (na primjer vitamin A, B, C i E),
fenolni spojevi, veliki sadrzaj klorofila te karotenoida nalaze se u velikim koli¢inama u
pSeni¢noj travi pa se iz toga da zakljuciti kako su njezini ekstrakti vrlo mo¢ni agensi pri
gasenju slobodnih radikala (Fortuna i sur. 2018). Biljni ekstrakti bogati ovim spojevima
koriste se u lije¢enju raka, zelu¢anih oboljenja, anemije, ali i brojnih drugih krvnih bolesti
(Parit i sur. 2018).

Ugljikohidrati ¢ine jednu od cCetiriju glavnih vrsta biomolekula (uz nukleinske
kiseline, lipide i proteine). Po kemijskoj strukturi su aldehidi ili ketoni s viSe hidroksilnih
skupina. Sluze kao pri¢uvna energija, gorivo i metaboli¢ki meduprodukti. Seéeri riboza i
deoksiriboza dio su strukture molekula RNA i DNA. Ugljikohidrati mogu biti vezani na
mnoge lipide i proteine, a kao takvi imaju kljuénu ulogu u komunikaciji medu stanicama.
Odredeni polisaharidi (kao Sto je celuloza) strukturni su elementi stani¢nih stijenki
bakterija i biljaka. Celuloza i druga biljna vlakna takoder su vazan dio ljudske prehrane.
Vlakna iz prehrambenih namirnica izazivaju osjecaj sitosti. Netopljiva vlakna, kao §to je
celuloza, povecavaju brzinu kojom produkti prolaze kroz debelo crijevo. Ovo povecavanje

brzine smanjuje izloZenost toksinima u nasoj prehrani (Berg i sur. 2013).

Parit i suradnici (2018) navode da je pSeni¢na trava vazna i zbog brojnih

aminokiselina i proteina neizostavnih za ljudsko zdravlje. Sok pseni¢ne trave sadrzi ¢ak 17
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razli¢itih aminokiselina (Singh 2012; Mujoriya i Bodla 2011). Proteini prisutni u
izdancima probavljaju se, apsorbiraju i metaboliziraju normalnim fizioloskim procesima
opet do aminokiselina koje su prijeko potrebne za sintezu novih proteina u ljudskom tijelu
(Padalia i sur. 2010).

1.7. Cilj diplomskog rada

Danas su na trzistu dostupni razli€iti preparati pSeni¢ne trave (mladi izdanci pSenice
stari 6-10 dana) koji se zbog svoje velike nutritivne vrijednosti koriste kao dodatak
svakodnevnoj prehrani. Zbog velike vaznosti Se za zdravlje ¢ovjeka, i biljaka kao glavnog
izvora ovog esencijalnog mikronutrijenta cilj je ovog istrazivanja bio uzgojiti pSenic¢nu
travu (T. aestivum L., sorta Kraljica) obogacenu Se. U istraZivanju su koriStena dva
razli¢ita oblika Se, selenat i selenit, u rastu¢im koncentracijama. Kako asimilacija Se moze
utjecati na razli¢ite metabolicke putove, cilj je takoder bio odrediti utjecaj razlicitih
kemijskih oblika i koncentracija Se na nutritivnu vrijednost pSeni¢ne trave. Kao pokazatelji
nutritivne vrijednosti mjereni su koncentracija vitamina C, koncentracije klorofila i
karotenoida, sadrzaj topljivih fenola, sadrzaj proteina, ukupnih Secera i koli¢ina celuloze

(vlakana), te ukupna antioksidacijska aktivnost.
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2. MATERIJALI | METODE
2.1. Biljni materijal

Istrazivanje je provedeno na izdancima mlade pSenice stare tjedan dana, koji se
nazivaju pseni¢nom travom. Za potrebe istrazivanja koristeno je sjeme ozime pSenice sorte
Kraljica, visokorodne i najraSirenije sorte u proizvodnji u Republici Hrvatskoj, dobivene

na Poljoprivrednom institutu u Osijeku.

2.2. Postavljanje eksperimenta i uzgoj pSenice

Sjeme pSenice je prije naklijavanja isprano vodovodnom vodom od grubih
necistoca, pa zatim sterilizirano kratkim drzanjem u 96%-tnom etanolu uz mijesanje.
Sjeme je potom dva puta isprano dH,0O, te dodatno sterilizirano 8 min u 1%-tnoj otopini
Izosana uz dodatak deterdzenta Tweena (u kona¢noj koncentraciji od 0,001%) uz
neprestano mijesanje na magnetnoj mjesalici. Nakon sterilizacije sjeme je dobro isprano u
dH,0, u kojoj je i ostavljeno preko no¢i u hladnjaku na +4 °C radi procesa bubrenja.
Nabubreno sjeme je postavljeno u sterilne plastiéne Petrijeve zdjelice (@ 90 mm, 50
sjemenki/Petrijevci), punjene sterilnim supstratom za klijanje — vermikulitom, koji je
postavljen na filter papir i prethodno natopljen s 20 mL hranjive otopine po Hoaglandu (pH
6,00) (Tablica 1) (Hoagland i Arnon 1950) s dodatkom Se u obliku selenata ili selenita. Za
potrebe eksperimenta koriStene su stock otopine natrijevog selenata (Na,SeQ,) i natrijevog
selenita (Na,SeO3;) koje su dodavane u hranjivu otopinu do kona¢nih koncentracija
selenata od 0,1, 1, 5, 10 i 100 mg L™, ili selenita do kona&nih koncentracija od 0,1, 1, 5, 10
i 50 mg L™. Kontrolne biljke rasle su na hranjivoj podlozi bez dodatka Se. Pienica je
uzgajana u kontroliranim uvjetima u klima-sobi na temperaturi od 25 °C te svjetlosnom
rezimu 16h dan/8h no¢ tijekom 7 dana uz redovito zalijevanje hranjivom otopinom po
Hoaglandu (Slika 3). Nakon tjedan dana rasta, izdanci mlade pSenice su uzorkovani za

potrebe nutritivne analize.
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Tablica 1. Sastav hranjive otopine po Hoaglandu.

S Koncentracija
Makronutrijenti . . Volumen za
: Mr(gmol™) c¢c(M) vy(@L™) Element elementaul L
— stock otopine 1L (mL) _
otopine (mMM)
NH4H,PO, 115,03 1 115,03 1 P 1
KNO; 101,11 1 101,11 6 K 6
Ca(NO3), 236,16 1 236,16 4 Ca 4
MgSO,x7H,0 246,47 1 246,47 2 Mg 2
Mikronutrijenti N . Volumen za Koncentracija elementa
) Mr(gmol™) c(mM) y(gL™) Element )
— stock otopine 1L (mL) u 1 L otopine (uM)
H3;BO; 61,84 46,25 2,86 B 46,25
MnCl,x4H,0 197,91 9,15 1,81 Mn, CI 9,15
ZnSO,x7H,0 289,55 0,77 0,22 1 Zn 0,77
CuSO,x5H,0 249,71 3,20 0,8 Cu 3,20
Na,MoO4x2H,0 241,97 1,03 0,25 Mo 1,03
Fe-EDTA 346,08 20 6,92 0,25 Fe 5

Slika 3. Psenica (Triticum aestivum L.) uzgajana u klima-sobi (fotografirala: Katarina

Sunié).
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2.3. Odredivanje koncentracije Se

Za potrebe odredivanja koncentracije Se, mladi izdanci pSenice su nakon
uzorkovanja 24 h suSeni u susSioniku na 105 °C. Suhi izdanci psenice samljeveni su u fini
prah pomocu laboratorijskog metalnog ultracentrifugalnog mlina (Retsch ZM 200).
Alikvotu usitnjenog praha dodano je 10 mL mjesavine HNO3 i H,O, (u omjeru 5:1), a
homogenati su potom zagrijavani u mikrovalnoj pe¢nici (CEM Mars 6) na 180 °C 60 min.
Nakon hladenja, u reakcijsku smjesu dodano je 5 mL koncentrirane HCI (90 °C, 60 min) u
svrhu redukcije Se®* do Se**. Koncentracije Se mjerene su hidridnom tehnikom koriste¢i
ICP — OES (model PerkinElmer Optima 2100 DV). Kao referentni materijal koriSteno je
rizino brasno IRMM — 804.

2.4. Odredivanje koncentracije vitamina C

Koncentracija vitamina C odredena je spektrofotometrijski metodom koju su opisali
Benderitter i sur. (1998). Vitamin C se odreduje u svjeze pripremljenim vodenim
ekstraktima biljnog tkiva. Tkivo izdanka psenice usitnjeno je u teku¢em dusiku pomocu
tarionika i tucka, te je alikvotu biljnog praha (0,15 g) dodan 1 mL dH,O. Nakon
homogeniziranja mijeSanjem na vibracijskoj mjeSalici, homogenati su centifugirani 5 min
pri 6 000 g na temperaturi od +4 °C. Dobivenom supernatantu (300 uL) dodano je 100 uL
13%-tne otopine trikloroctene Kiseline (TCA), 25 uL dH,O i 75 uL reagensa 2,4-
dinitrofenilhidrazin (DNPH). Reakcijska smjesa potom je inkubirana 60 min u vodenoj
kupelji na +37 °C. Uz svaku probu, na isti je na¢in pripremljena i slijepa proba, osim $to je
u slijepe probe reagens DNPH dodan tek nakon inkubacije na kupelji, kako bi izostala
reakcija. Nakon inkubacije u reakcijsku smjesu dodano je 500 uL 65%-tne H,SQO,, koja je
potom promijes$ana na vibracijskoj mjesalici. U slijepu probu je, uz H,SO4, dodan i reagens
DNPH. Apsorbancija dobivene otopine mjerena je pri valnoj duljini od 520 nm.
Koncentracija vitamina C odredena je pomocu jednadZzbe pravca standardnog dijagrama u
kojem su kao standardi koriStene rastuce koncentracije vitamina C. Rezultati su izrazeni u

mg vitamina C po 100 grama svjeze tvari (mg 100 g'lsvjeie tvari)-

2.5. Odredivanje koncentracije klorofila i karotenoida

U svrhu odredivanja koncentracija klorofila i karotenoida tkivo izdanka psenice
usitnjeno je u tekuc¢em dusiku pomocu tucka i tarionika, te je alikvotu (0,1 g) usitnjenog

praha dodan 1 mL 80%-tnog acetona u svrhu ekstrakcije pigmenata. Homogenati dobiveni
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mijeSanjem na vibracijskoj mjesalici potom su centrifugirani 15 min pri 22 000 g i na
temperaturi od +4 °C. Supernatant je dekantiran u epruvete, a postupak ekstrakcije je
ponovljen jo§ 3 puta do obezbojenja taloga, pri ¢emu su dobiveni ekstrakti pulirani. U
puliranim razrijedenim ekstraktima mjereni su pigmenti (klorofil i1 karotenoidi)
spektrofotometrijski na tri valne duljine: 470 nm, 645 nm i 662 nm. Rezultati su izraZeni u

mg klorofila, odnosno karotenoida po 100 g svjeZe tvari (mg 100 g™ svieZe tvari)

2.6. Priprema ekstrakta tkiva za odredivanje topljivih fenola i ukupne
antioksidacijske aktivnosti

Izdanci pSenice usitnjavani su u tekuc¢em dusiku pomocu tarionika 1 tucka, te je
alikvotu (0,15 g) dobivenog praha dodan 1,5 mL 80%-tnog etanola u svrhu ekstrakcije
fenolnih spojeva. Nakon homogenizacije mijeSanjem na vibracijskoj mjesalici, homogenati
su inkubirani 30 min u vodenoj kupelji na +80 °C radi uc¢inkovitije ekstrakcije. Nakon
ekstrakcije, homogenati su centrifugirani 15 min pri 22 000 g i na temperaturi +4 °C.
Supernatanti su potom odvojeni te pohranjeni na -80 °C do daljnjih analiza. Dobiveni
supernatanti koristeni SU za mjerenje sadrzaja topljivih fenola te za odredivanje ukupne

antioksidacijske aktivnosti izdanaka pSenice.

2.7. Odredivanje topljivih fenola

Topljivi fenoli odredivani su metodom po Folin i Ciocalteuu (1927). Rije¢ je o
spektrofotometrijskoj metodi za odredivanje koncentracije ukupnih topljivih fenola u
razli¢itim uzorcima, a U kojoj se koristi Folin-Ciocalteu reagens koji se sastoji od
fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline. Spomenute se kiseline, u reakciji s fenolnim
komponentama, reduciraju u plavo obojene okside. Intenzitet plavog obojenja
proporcionalan je koncentraciji topljivih fenola, a promjena boje prati se na valnoj duljini
od 765 nm. Reakcijska smjesa za mjerenje ukupnih topljivih fenola koja se sastojala se od
20 pL ekstrakta, 1,58 mL dH,0O i 100 uL Folin-Ciocalteau reagensa, dobro je promjesana
na vibracijskoj mjesalici, te joj je nakon 5 min dodano 300 pL zasi¢ene otopine NayCOs.
Takva je reakcijska smjesa nakon mijeSanja inkubirana 60 min na +37 °C. Nakon
inkubacije zbog moguée pojave pahuljiCastog taloga reakcijsku smjesu je bilo potrebno
centrifugirati 5 min pri 15 000 g. Apsorbancija smjese mjerena je spektrofotometrijski pri
765 nm. Koncentracija topljivih fenola odredena je pomoc¢u jednadzbe pravca standardnog
dijagrama u kojem je kao standard koriStena galna kiselina. Rezultati su izraZzeni u

ekvivalentima galne kiseline po 100 g svjeze tvari (mg GAE 100 g'lsvjeie tvari)
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2.8. Odredivanje ukupne antioksidacijske aktivnosti

Ukupna antioksidacijska aktivnost u etanolnim ekstraktima izdanaka psenice
odredena je metodom FRAP (od engl. Ferric Reducing Antioxidant Power). Metoda se
temelji na sposobnosti antioksidansa da doniranjem elektrona u kiselom mediju (pH 3,6)
reduciraju Zuti kompleks Fe** s 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazinom (TPTZ) u plavo obojeni
kompleks Fe?*-TPTZ, pri emu se spektrofotometrijski mjeri intenzitet nastale plave boje
pri 593 nm. Intenzitet boje je proporcionalan redukcijskoj sposobnosti antioksidansa.
Reakcijska smjesa za FRAP analizu sastojala se od 0,5 mM TPTZ-a, 1 mM FeCl;x6H,0 u
acetatnom puferu (pH 3,6). U jazice mikrotitarskih plo¢ica dodano je 10 uL etanolnog
ekstrakta i 290 uL reakcijske smjese, sadrzaj u ploicama je potom mijesan 30 s, te je
nakon 3,5 min inkubacije na sobnoj temperaturi mjerena apsorbancija pri 593 nm pomocu
Citaca mikrotitarskih plocica (Tecan). Ukupna antioksidacijska aktivnost odredena je
pomocu jednadzbe pravca standardnog dijagrama u kojem je kao standard koriSten Trolox
(sinteti¢ki vitamin E) u koncentracijama od 0,25 do 2 mM. Rezultati su izrazeni u

ekvivalentima Troloxa (nmolE (Trolox) 100 g'lsvjeze tvari)

2.9. Priprema uzoraka za odredivanje ukupnih Seéera i celuloze

Seceri i celuloza (vlakna) u klijancima pSenice mijereni su kolorimetrijskom
metodom pomoc¢u Anthronova reagensa. Ova metoda temelji se na reakciji ugljikohidrata
iz uzorka s Anthronovim reagensom ¢ime nastaje kompleks zeleno-plavog obojenja
kojemu se mjeri apsorbancija pri 625 nm. Za uspje$nost ove metode i razvoj obojenja
klju¢no je zagrijavanje u kiseloj sredini koje se odvija nakon dodatka koncentrirane H,SO,.
U svrhu odredivanja ukupnih $ecera i celuloze tkivo izdanaka psenice usitnjeno je teku¢im
dusikom pomocu tarionika i tucka, a zatim u Petrijevim zdjelicama postavljeno u susionik
na +60 °C tijekom 48 sati radi procesa suSenja. Nakon suSenja, tkivo je prebaceno u

epruvete koje su zatim pohranjene u eksikator do analize.

2.10. Odredivanje ukupnih Seéera

Za odredivanje ukupnih Secera 20 mg osusenog tkiva odvagano je u epruvete (3
tehnicke replike po jednom bioloskom uzorku). Dodatkom 4 mL acetona i mijeSsanjem na
vibracijskoj mjesalici, iz suhog su tkiva preko no¢i u hladnjaku na +4 °C ekstrahirani
pigmenti. Sljede¢i su dan homogenati jo$ jednom promijesani na vibracijskoj mjesalici, te
potom centrifugirani 5 min pri 4 400 g, i sobnoj temperaturi. Postupak ekstrakcije

pigmenata iz taloga je potom ponovljen jos 3 puta do potpunog uklanjanja pigmenata. Na
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taloge tkiva je zatim dodano 4 mL 80%-tnog ectanola radi ekstrakcije ukupnih Secera.
Nakon homogeniziranja mijeSanjem na vibracijskoj mjesalici, homogenati su inkubirani 30
min u vodenoj kupelji na +80 °C radi ucinkovitije ekstrakcije. Po zavrsetku inkubacije
uzorci su promijesani, a zatim u centrifugirani 5 min pri 4 400 g, na sobnoj temperaturi.
Postupak ekstrakcije Secera je potom ponovljen jo§ 3 puta pri ¢emu je supernatant potreban
za mjerenje Secera skupljan samo prva 2 puta. Nakon treée reekstrakcije taloga, epruvete s
talogom ostavljene su preko no¢i u susionik na +60 °C kako bi se talog dobro posusio za

potrebe odredivanja celuloze.

U svrhu odredivanja ukupnih Secera, 200 uL dobivenog etanolnog ekstrakta je
uparavano na vodenoj kupelji na +75 °C, radi uklanjanja etanola. Nakon uparavanja,
sadrzaj u tubicama je otopljen u 1 mL dH,O. Nakon snaznog mijeSanja, uzorci su
centrifugirani 5 min pri 20 000 g, na temperaturi od +4 °C kako bi se uklonile netopive
tvari. Dobiveni uzorci (supernatanti) su koristeni za odredivanje Secera. U mikrotitarsku
plo¢icu pipetirano je 100 puL uzorka u triplikatu, a zatim je dodano 200 uL Anthronova
reagensa. Reakcijska smjesa na plocici s poklopcem je zatim inkubirana 30 min na +80 °C,
te prije mjerenja apsorbancije ohladena na sobnu temperaturu. Nakon 40 s mijeSanja, na
Cita¢u mirotitarskih plo¢ica mjerena je apsorbancija pri 625 nm. Ukupni Seceri odredeni su
pomocu jednadzbe pravaca standardnog dijagrama u kojima je kao standard koriStena

glukoza. Rezultati su izrazeni u mg Secera po g suhe tvari (mg g'lsuhetvari).

2.11. Odredivanje celuloze

Za odredivanje celuloze (vlakana) odvagano je 8 mg taloga, dobivenog nakon
ekstrakcije Secera etanolom i nakon susenja u suSioniku. Alikvotiranom je talogu dodan 1
mL Updegraffovog reagensa (octena kiselina:dusi¢na kiselina:voda, 8:1:2), uz mijesanje na
vibracijskoj mjesalici. Reakcijska je smjesa je potom inkubirana u 30 min u vodenoj
kupelji na +95 °C. Nakon inkubacije, reakcijska je smjesa ohladena na ledu i zatim
centrifugirana 15 min pri 20 000 g, na temperaturi od +4 °C. Supernatant je potom
uklonjen, a talog je ispran 1,5 mL dH,O, pri ¢emu je sadrzaj tubice lagano promijeSan
inverznim okretanjem. Nakon centrifugiranja 15 min pri 20 000 g i +4 °C, supernatant je
ponovno uklonjen, dok je dobiveni talog jos 3 puta ispiran acetonom. Isprani je talog
ostavljen na susenje preko noci na sobnoj temperaturi. Iduci dan je na osuseni talog dodano
175 pL 72%-tne H2SOy4, pri cemu su uzorci inkubirani 30 min na sobnoj temperaturi. Po

isteku inkubacije, uzorci su promijesani na vibracijskoj mjesalici te ponovno postavljeni na
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inkubaciju dodatnih 15 min. Nakon inkubacije u tubicu je dodano 825 uL dH-O, te je
sadrzaj u tubici centrifugiran 5 min pri 14 000 g na +4 °C. Dobiveni je supernatant za
potrebe mjerenja celuloze 20x razrijeden. Tako je za mjerenje celuloze u mikrotitarsku
plocicu pipetirano 100 pL uzorka u triplikatu, a zatim dodano 200 uL Anthronova
reagensa. Reakcijska smjesa na plocici s poklopcem je zatim inkubirana 30 min na +80 °C,
te prije mjerenja apsorbancije ohladena na sobnu temperaturu. Nakon 40 s mijeSanja, na
¢itatu mirotitarskih plo¢ica mjerena je apsorbancija pri 625 nm. Celuloza (vlakna)
odredena je pomocu jednadZzbe pravaca standardnog dijagrama u kojima je kao standard

koristena glukoza. Rezultati su izrazeni u mg celuloze po g suhe tvari (Mg g™ sune wari)-

2.12. Odredivanje koncentracije topljivih proteina

Proteinski ekstrakti za potrebe odredivanja koncentracije topljivih proteina
pripremljeni su usitnjavanjem izdanaka pSenice u teku¢em duSiku pomocu tarionika 1
tucka. Na alikvot usitnjenog praha (0,3 g) dodan je 1,5 mL hladnog ekstrakcijskog pufera
(100 mM kalij-fosfatni pufer, pH 7,0, 1 mM EDTA). Nakon homogenizacije snaznim
mijeSanjem na Vvibracijskoj mijesalici, proteini su ekstrahirani stajanjem 10 min na ledu te
centrifugiranjem 15 min pri 20 000 g i na +4 °C. Dobiveni supernatanti KoriSteni su za
spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu (1976).
Proteinski ekstrakti (10 puL) pipetirani su u mikrotitarsku ploc¢icu (96 jazica) u triplikatu,
nakon ¢ega je dodano 200 pL Bradfordova reagensa. Nakon 5 min inkubacije pri sobnoj
temperaturi, apsorbancija je mjerena pri 595 nm. Koncentracija topljivih proteina odredena
je pomocu jednadzbe pravca standardnog dijagrama koriste¢i albumin govedeg seruma kao

standard. Rezultati su izrazeni u mg po g svjeze tvari (mg g-lsvjeie tvari)

2.13. Statisticka obrada podataka

Dobiveni podaci obradeni su u statistickom programu Statistica 13.3 (TIBCO Inc.,
SAD). Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti + standardna devijacija. Normalnost
distribucije testirana je Shapiro-Wilksovim testom, a homogenost varijanci Levene testom.
S obzirom na normalnu distribuciju i homogenost varijanci koristena je jednofaktorska
analiza varijance (engl. One-way ANOVA), kako bi se utvrdilo postojanje razlika izmedu
pojedinih skupina pSenice tretiranih razli¢itim koncentracijama selenata i selenita. Nakon
Sto je utvrdeno postojanje razlika, proveden je post hoc test Tukey HSD (od engl. Honestly
Significant Difference) kako bi se odredilo izmedu kojih skupina postoji razlika. Svi testovi

provedeni su na razini znacajnosti od 5% (p < 0,05).
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3. REZULTATI

3.1. Koncentracija Se u izdancima pSenice tretirane selenatom i selenitom

Tretmani rastu¢im koncentracijama selenata uzrokovali su porast sadrzaja Se u
mladim izdancima pSenice u ovisnosti o primijenjenoj koncentraciji (Slika 4).
Koncentracija Se u izdancima p3enice povecavala se redom za 256 puta (5 mg L™), 537
puta (10 mg L™) te 997 puta (100 mg L™) u odnosu na kontrolu. 1zmjerene koncentracije
Se iznosile su 56,43 mg kg™ suhe tvari (5 mg L™), 118,34 mg kg™ suhe tvari (10 mg L™) te
219,48 mg kg™ suhe tvari (100 mg L™). Jedino najmanja koncentracija selenata (0,1 mg L
1) nije uzrokovala znagajni porast koncentracije Se u izdancima psenice u odnosu na

kontrolnu skupinu.

Tretman svim primjenjenim koncentracijama selenita znacajno je povisio
koncentraciju Se u izdancima psenice (Slika 4b). Koncentracija Se pri tretmanima manjim
koncentracijama selenita bila je ujednacena i kretala se u rasponu od 6,76 mg kg™ suhe
tvari do 11,29 mg kg™ suhe tvari. Najveée povecanje koli¢ine Se zabiljeZeno je pri
tretmanu najve¢om koncentracijom selenita (50 mg L™) gdje je koncentracija Se iznosila

53,23 mg kg™ suhe tvari, a povisila za 240 puta u odnosu na kontrolnu skupinu.
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Slika 4. Koncentracija selena u izdanku pSenice tretirane razli¢itim koncentracijama (a)
selenata (SA 0,1: 0,1 mg L™; SA1: 1 mg L™; SA5:5mg L™?; SA 10: 10 mg L™; SA 100:
100 mg L™) i (b) selenita (S10,1: 0,1 mg L™ SI'1: 1 mg L™; SI5: 5 mg L™; SI 10: 10 mg
L?: SI 50: 50 mg L™). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
devijacija. Razlike izmedu skupina testirane su post hoc testom Tukey HSD. Razli¢ita

slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina (p < 0,05).

3.2. Utjecaj selenata i selenita na koncentraciju vitamina C u izdancima pSenice

Tretman svim primijenjenim koncentracijama selenata (0,1, 1, 5, 10, 100 mg L™)
nije znacajno utjecao na koncentraciju vitamina C u mladim izdancima psenice u odnosu
na kontrolu (Slika 5a). Koncentracije vitamina C u izdancima pSenice kretale su se u

rasponu od 30 do 35,5 mg vitamina C (kontrola) po 100 g svjeze tvari.

Za razliku od tretmana selenatom, tretman selenitom uzrokovao je znacajno
smanjenje koncentracije vitamina C u izdancima pSenice (Slika 5b). Znafajno smanjenje
koncentracije vitamina C, u rasponu od 31% do 39% u odnosu na kontrolu, izazvali su

tretmani koncentracijama selenita 0,1, 1, 5 i 10 mg L™. Za razliku od manjih primijenjenih
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koncentracija selenita, tretman najveéom koncentracijom selenita (100 mg L™) nije
uzrokovao znaCajno smanjenje sadrzaja vitamina C u izdancima pSenice, u odnosu na
kontrolu. Izmjerene koncentracije vitamina C u izdancima psenice bile su manje u odnosu
na izdanke tretirane selenatom, a kretale su se u rasponu od 21,5 do 35,5 mg vitamina C

(kontrola) po 100 g svjeze tvari.
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Slika 5. Koncentracija vitamina C u izdancima pSenice tretirane razli¢itim koncentracijama
(a) selenata (SA 0,1: 0,1 mg L% SA1: 1 mg L™ SA5:5mg L?; SA 10: 10 mg L™; SA
100: 100 mg L™) i (b) selenita (S10,1: 0,1 mg L™*;: SI'1: 1 mg L™; SI 5: 5 mg L™; SI 10: 10
mg L™; SI 50: 50 mg L™). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost % standardna
devijacija. Razlike izmedu skupina testirane su post hoc testom Tukey HSD. Razli¢ita

slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina (p < 0,05).
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3.3. Utjecaj selenata i selenita na koncentraciju klorofila u izdancima pSenice

Tretmani manjim koncentracijama selenata (0,1, 1, 5 i 10 mg L™) nisu uzrokovali
znacajne promjene sadrzaja klorofila u izdancima mlade pSenice, dok je tretman najve¢om
koncentracijom selenata (100 mg L™) uzrokovao znaGajno smanjenje koncentracije
klorofila za 19% u odnosu na kontrolne izdanke pSenice (Slika 6a). Izmjerene
koncentracije klorofila u izdancima psenice tretirane selenatom kretale su se u rasponu od

110,7 do 142,3 mg klorofila po 100 g svjeze tvari.

U izdancima p3enice tretirane koncentracijama selenita 0,1, 1 i 10 mg L™ nije doslo
do promjene u sadrzaju klorofila, dok su koncentracije od 5 i 50 mg L™ uzrokovale
znacajno smanjenje koncentracije klorofila u izdancima pSenice, u odnosu na kontrolu
(Slika 6b). Tako je koncentracija klorofila smanjena za 21% pri tretmanu s 5 mg L™
selenita, dok je najve¢e smanjenje sadrzaja klorofila, od 30% u odnosu na kontrolu, bilo pri
tretmanu s najveCom koncentracijom selenita. lzmjerene koncentracije klorofila u
izdancima psenice tretirane selenitom kretale su se u rasponu od 95,7 do 137 mg (kontrola)

klorofila po 100 g svjeze tvari.
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Slika 6. Koncentracija klorofila u izdancima pSenice tretirane razli¢itim koncentracijama
(a) selenata (SA 0,1: 0,1 mg L% SA1: 1 mg L™ SA5:5mg L?; SA 10: 10 mg L™; SA
100: 100 mg L™) i (b) selenita (S1 0,1: 0,1 mg L™*; SI'1: 1 mg L™; SI 5: 5 mg L™; SI 10: 10
mg L™ SI 50: 50 mg L™). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
devijacija. Razlike izmedu skupina testirane su post hoc testom Tukey HSD. Razli¢ita

slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina (p < 0,05).

3.4. Utjecaj selenata i selenita na koncentraciju karotenoida u izdancima pSenice

Kao §to je bio slucaj kod ucinka selenata na sadrzaj klorofila u izdancima pSenice,
takav je uCinak selenat imao i na sadrzaj karotenoida. Tako, tretmani manjim
koncentracijama selenata (0,1, 1, 5 i 10 mg L™) nisu uzrokovali znadajne promjene u
sadrzaja karotenoida u izdancima mlade pSenice, dok je tretman najve¢om koncentracijom
selenata (100 mg L) uzrokovao znagajno smanjenje koncentracije karotenoida za 10% u

odnosu na kontrolne izdanke pSenice (Slika 7a). lzmjerene koncentracije karotenoida u
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izdancima psenice tretirane selenatom kretale su se u rasponu od 22,5 do 25,7 mg
karotenoida po 100 g svjeze tvari.

Za razliku od selenata, selenit u svim primijenjenim koncentracijama (0,1, 1, 5, 10 i
50 mg L™) nije znagajno utjecao na sadrzaj karotenoida u mladim izdancima pSenice u
odnosu na kontrolu (Slika 7b). Koncentracije karotenoida u izdancima p$enice kretale su se
u rasponu od 22,6 do 26,8 mg karotenoida (pri najvecoj primijenjenoj koncentraciji) po

100 g svjeze tvari.
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Slika 7. Koncentracija karotenoida u izdancima pSenice tretirane razliCitim
koncentracijama (a) selenata (SA 0,1: 0,1 mg L™; SA1: 1 mg L™?; SA 5: 5 mg L™; SA 10:
10 mg L*; SA 100: 100 mg L™) i (b) selenita (S10,1: 0,1 mg L™; SI 1: 1 mg L™; SI 5: 5 mg
L™ S110: 10 mg L™; SI 50: 50 mg L™). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +
standardna devijacija. Razlike izmedu skupina testirane su post hoc testom Tukey HSD.

Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina (p < 0,05).
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3.5. Utjecaj selenata i selenita na sadrzaj topljivih fenola u izdancima ps$enice

Tretman svim primjenjenim koncentracijama selenata (0, 0,1, 1, 5, 10 i 100 mg L™)
nije statisticki znacajno utjecao na koncentraciju ukupnih topljivih fenola u izdancima
pSenice, u odnosu na kontrolu (Slika 8a). Koncentracije ukupnih fenola u mladim
izdancima kretale su se u rasponu od 203,8 do 242 mg GAE po 100 g svjeZe tvari.

Tretman selenitom uzrokovao je poviSenje sadrzaja ukupnih fenola u mladim
izdancima pSenice u odnosu na kontrolne izdanke, s tim da statisticki znacajno povisenje
zabiljezeno samo kod tretmana najveéom koncentracijom selenita (50 mg L™). Tako je
tretman najve¢om koncentracijom uzrokovao povisenje sadrzaja ukupnih topljivih fenola
za 30% u odnosu na kontrolu (Slika 8b). 1zmjerene koncentracije ukupnih topljivih fenola
u izdancima psenice tretirane selenitom bile su veée u odnosu na izdanke tretirane
selenatom, a kretale su se u rasponu od 212,7 (kontrola) do 276,9 mg (tretman najve¢om
koncentracijom selenita) mg GAE po 100 g svjeze tvari.
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Slika 8. Koncentracija topljivih fenola u izdancima pSenice tretirane razli¢itim
koncentracijama (a) selenata (SA 0,1: 0,1 mg L™; SA1: 1 mg L™; SA 5: 5 mg L™; SA 10:
10 mg L™*; SA 100: 100 mg L™) i (b) selenita (S10,1: 0,1 mg L™; SI 1: 1 mg L™; SI 5: 5 mg
L SI 10: 10 mg L™; SI 50: 50 mg L™). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +
standardna devijacija. Razlike izmedu skupina testirane su post hoc testom Tukey HSD.

Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina (p < 0,05).

3.6. Utjecaj selenata i selenita na ukupnu antioksidacijsku aktivnost izdanaka pSenice

Tretmani svim primjenjenim koncentracijama selenata (0,1, 1, 5, 10 i 100 mg L™)
uzrokovali su statisticki znacCajno povecanje ukupne antioksidacijske aktivnosti u
izdancima mlade psenice, u odnosu na kontrolu (Slika 9a). Povecanje antioksidacijske
aktivnosti nije ovisilo o primijenjenoj koncentraciji, te je najvece povecanje od 102%
zabiljezeno kod tretmana s najmanjom koncentracijom selenata (0,1 mg L™), dok se kod
ostalih tretmana antioksidacijska aktivnost poveéala za 68% (1 mg L™ selenata), 82% (5

mg L™ selenata), 39% (10 mg L™ selenata) i 85% pri tretmanu najveéom koncentracijom
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selenata (100 mg L™), u odnosu na kontrolnu skupinu. Izmjerene vrijednosti ukupne
antioksidacijske aktivnosti kretale su se u rasponu od 279 (kontrolni izdanci) do 565 nmol
E (Trolox) po 100 g svjeze tvari.

Jednako kao i selenat, selenit je takoder uzrokovao statisticki znacajno poveéanje
ukupne antioksidacijske aktivnost u izdancima mlade pSenice pri svim primijenjenim
koncentracijama (0,1, 1, 5, 10 i 50 mg L™), u odnosu na kontrolne izdanke (Slika 9b).
Povecéanje antioksidacijske aktivnosti takoder nije ovisilo 0 primijenjenoj koncentraciji
selenita, te je najveéi porasti aktivnosti od 115% i 89%, u odnosu na kontrolu, zabiljezen
redom pri tretmanima najveéom koncentracijom (50 mg L™) i najmanjom koncentracijom
selenita (0,1 mg L™). Kod ostalih tretmana antioksidacijska aktivnost povecala se za 74%
(1 mg L™ selenita), 79% (5 mg L™ selenita) i 84% (10 mg L™ selenita) u odnosu na
kontrolu. Izmjerene vrijednosti ukupne antioksidacijske aktivnosti kretale su se u rasponu

od 279 (kontrolni izdanci) do 599 nmol E (Trolox) po 100 g svjeze tvari.
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Slika 9. Ukupna antioksidacijska aktivnost (AOX) u izdancima pSenice tretirane razli¢itim
koncentracijama (a) selenata (SA 0,1: 0,1 mg L™; SA1: 1 mg L™; SA 5: 5 mg L™; SA 10:
10 mg L™; SA 100: 100 mg L™) i (b) selenita (S10,1: 0,1 mg L™; SI 1: 1 mg L™; SI 5: 5 mg
L™ SI 10: 10 mg L™; SI 50: 50 mg L™). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +
standardna devijacija. Razlike izmedu skupina testirane su post hoc testom Tukey HSD.

Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina (p < 0,05).

3.7. Utjecaj selenata i selenita na koncentraciju ukupnih Secera u izdancima pSenice

Tretmani manjim koncentracijama selenata (0,1, 1, 5 i 10 mg L™) nisu uzrokovali
znacajne promjene sadrzaja ukupnih Secera u izdancima mlade pSenice, dok je tretman
najveCom koncentracijom selenata (100 mg L™ uzrokovao znafajno povecanje
koncentracije ukupnih Secera za 83% u odnosu na kontrolne izdanke psenice (Slika 10a).
Izmjerene koncentracije ukupnih Secera u izdancima psenice tretirane selenatom kretale su

se u rasponu od 76,8 do 140,5 mg Secera po g suhe tvari.
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Jednako kao i u slucaju tretmana selenatom, tretmani manjim koncentracijama
selenita (0,1, 1, 511 10 mg L'l) takoder nisu uzrokovali statisticki znacajne promjene u
koli¢ini ukupnih Se¢era u mladim izdancima pSenice, u odnosu na kontrolne izdanke, dok
je tretman najvecom koncentracijom selenita (50 mg L™) uzrokovao znagajno povecanje
koncentracije ukupnih Seéera za 67% u odnosu na kontrolne izdanke pSenice (Slika 10Db).
Izmjerene koncentracije ukupnih Secera u izdancima psenice tretirane selenitom kretale su

se u rasponu od 76,6 do 127,9 mg Secera po g suhe tvari.
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Slika 10. Koncentracija ukupnih S$ecera u izdancima pSenice tretirane razliCitim
koncentracijama (a) selenata (SA 0,1: 0,1 mg L™; SA1: 1 mg L™?; SA 5: 5 mg L™; SA 10:
10 mg L*; SA 100: 100 mg L™) i (b) selenita (S10,1: 0,1 mg L™; SI 1: 1 mg L™; SI 5: 5 mg
L S110: 10 mg L™; SI 50: 50 mg L™). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +
standardna devijacija. Razlike izmedu skupina testirane su post hoc testom Tukey HSD.

Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina (p < 0,05).
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3.8. Utjecaj selenata i selenita na koncentraciju celuloze u izdancima psenice

Tretman svim primijenjenim koncentracijama selenata (0,1, 1, 5, 10 i 100 mg L™)
nije statisticki znacajno utjecao na koli¢inu celuloze u izdancima mlade psenice u odnosu
na kontrolnu skupinu (Slika 11a). Koli¢ina celuloze u izdancima mlade pSenice tretirane
selenatom kretala se u rasponu od 251 do 340 mg (tretman najveCom koncentracijim

selenata) po g suhe tvari.

Za razliku od selenata, tretman svim primijenjenim koncentracijama selenita (0,1,
1,5, 10i 50 mg L™) uzrokovao je znagajno smanjenje sadrzaja celuloze u izdancima mlade
pSenice, u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 11b). Smanjenje sadrzaja celuloze nije
ovisilo o primijenjenoj koncentraciji selenita, te se kretalo u rasponu od 30% (50 mg L™
selenita) do 42% (5 mg L™ selenita). Izmjerene vrijednosti celuloze u izdancima mlade
pSenice tretirane selenitom kretale su se u rasponu od 188,8 do 326,9 mg (kontrola) po g

suhe tvari.

3.9. Utjecaj selenata i selenita na koncentraciju proteina u izdancima pSenice

Tretman svim primjenjenim koncentracijama selenata (0, 0,1, 1, 5, 10 i 100 mg L™)
nije statisticki znacajno utjecao na koncentraciju ukupnih topljivih proteina u izdancima
pSenice, u odnosu na kontrolu (Slika 12a). Koncentracije ukupnih proteina u mladim
izdancima bile poprili¢no ujednacene, te su se kretale u rasponu od 18,6 do 19,4 mg po 100

g svjeze tvari.

Kao i u slu¢aju selenata, niti tretman selenitom (0,1, 1, 5, 10 i 50 mg L™) nije
uzrokovao znacajnu promjenu u koncentraciji proteina u mladim izdancima pSenice, u
odnosu na kontrolne biljke (Slika 12b). Koncentracije ukupnih proteina u mladim

izdancima kretale su se u rasponu od 17 do 21,9 mg po 100 g svjeZe tvari.
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Slika 11. Koncentracija celuloze u izdancima psenice tretirane razli¢itim koncentracijama
(a) selenata (SA 0,1: 0,1 mg L% SA1: 1 mg L™ SA5:5mg L?; SA 10: 10 mg L™; SA
100: 100 mg L™) i (b) selenita (S1 0,1: 0,1 mg L™*; SI'1: 1 mg L™; SI 5: 5 mg L™; SI 10: 10
mg L™ SI 50: 50 mg L™). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
devijacija. Razlike izmedu skupina testirane su post hoc testom Tukey HSD. Razli¢ita

slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina (p < 0,05).
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Slika 12. Koncentracija proteina u izdancima pSenice tretirane razli¢itim koncentracijama
(a) selenata (SA 0,1: 0,1 mg L% SA1: 1 mg L™ SA5:5mg L?; SA 10: 10 mg L™; SA
100: 100 mg L™) i (b) selenita (S1 0,1: 0,1 mg L™*; SI'1: 1 mg L™; SI 5: 5 mg L™; SI 10: 10
mg L™ SI 50: 50 mg L™). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
devijacija. Razlike izmedu skupina testirane su post hoc testom Tukey HSD. Razli¢ita

slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina (p < 0,05).
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4. RASPRAVA

Biljke su bogate raznovrsnim molekulama kao $to su proteini, lipidi, ugljikohidrati,
vitamini, ali i sekundarnim metabolitima kao §to su terpeni, fenolne kiseline, lignini, tanini
i flavonoidi koji posjeduju veliku nutritivnu vrijednost i antioksidacijsku aktivnost. U
novije vrijeme sve viSe istrazivanja pokazuje kako takvi metaboliti posjeduju protuupalno,
antidijabeticko te antimikrobno djelovanje, a sve viSe biljaka i metabolita s do sad jo$
neotkrivenim farmakoloskim svojstvima intenzivno se proucava (Suriyavathana i sur.
2016). Se je esencijalni mikronutrijent za ljude, te predstavlja jedan od nutrijenata za kojeg
je dokazano dvojno djelovanje. Pri optimalnim koncentracijama djeluje povoljno na
organizam, ali njegovo djelovanje moze biti i toksi¢no pri koncentracijama visim od
optimalnih. S obzirom na ¢injenicu da jedan od tri Covjeka pati od malnutricije te da ovaj
problem pogada i zemlje u razvoju, ali i razvijene zemlje (Thompson 2011; Genc i sur.
2005; Kennedy i sur. 2003), cilj je ovog istrazivanja bio uzgojiti pSeni¢nu travu obogaéenu
Se, pri ¢emu su za potrebe biofortifikacije koriStena dva razli¢ita oblika Se, selenat i
selenit, u rastu¢im koncentracijama. Tretmani selenatom i selenitom znacajno su povecali
koli¢inu Se u izdancima pSenice ovisno o primijenjenoj koncentraciji, s tim da su koli¢ine
Se bile znatno vece pri tretmanu selenatom. Ovakvi rezultati mogu se objasniti razlikama u
mobilnosti ova dva oblika Se u biljkama. Naime, selenat je puno mobilniji u odnosu na
selenit 1 lakSe se transportira od korijena do izdanka, dok se selenit primarno nakuplja u
korijenu (Zhu i sur. 2009; Sors i sur. 2005; Zayed i sur. 1998). Selenit koji se nakuplja u
korijenu brzo prelazi u SeMet ili selenometionin Se-oksid hidrat (SeOMet), ali najveéim

dijelom u neidentificirane ili u vodi netopljive oblike Se (Zhu i sur. 2009).

Kako asimilacija Se moZe utjecati na razlicite metabolicke putove, cilj je takoder
bio odrediti utjecaj razli¢itih kemijskih oblika i koncentracija Se na nutritivnu vrijednost
pSenicne trave. Glavni pokazatelji nutritivne vrijednosti pSenicne trave odredivani u okviru
ovog istrazivanja su vitamin C, klorofil i karotenoidi, topljivi fenoli, topljivi proteini,
antioksidacijska aktivnost te sadrzaj ukupnih Secera i celuloze. Tako su, selenat kao i
selenit neznatno ili uopée nisu utjecali na vefinu mjerenih parametara nutritivne
vrijednosti, osim u slu¢aju antioksidacijske aktivnosti. Ukupna antioksidacijska aktivnost
mladih izdanaka pSenice znacajno se povecala uslijed tretmana s oba oblika Se i to kod
svih primijenjenih koncentracija. Kako bi se obranili od izrazito reaktivnog i toksi¢nog
ROS-a, organizmi su razvili antioksidacijski sustav kojeg c¢ine enzimi 1 razliCite

neenzimske molekule (glutation, vitamin C, vitamin E, koenzim Q10, karotenoidi, fenoli i
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drugi (Mittler i sur. 2004). Povecani antioksidacijski kapacitet tkiva odnosno tkivnih
ekstrakata moze se povezati s visokim sadrzajem neenzimskih antioksidansa, posebice
fenola (Kulkarni i sur. 2006; Calzuola i sur. 2004), ali i brojnih drugih spojeva s izrazitim
antioksidacijskim djelovanjem kao $to su vitamin C, klorofil, karotenoidi i dr. Povecana
antioksidacijska aktivnost izdanaka tretirane pSenice moze se povezati i sa samim
sadrzajem Se u tkivu, buduc¢i da postoje brojni dokazi da je sam Se vazan kao antioksidans
(Burk 2002; Burk 1983). Ovakvi rezultati u skladu su i s drugim istrazivanjima (Kulkarni i
sur. 2006) koja su pokazala da obogacivanje pSenice otopinom nutrijenata povecava
njezinu ukupnu antioksidacijsku aktivnost. Takoder, Frias i sur. (2009) govore o poveéanoj
antioksidacijskoj aktivnosti uskolisne vuéike (Lupinus angustifolius) uslijed tretmana
otopinom selenata i selenita. Ukupnoj antioksidacijskoj aktivnosti mogu doprinijeti i
razli¢iti vitamini. U okviru ovog istrazivanja mjeren je sadrzaj vitamina C. Tretman
selenatom nije uzrokovao znacajniju promjenu koncentracije vitamina C, dok je tretman
selenitom znac¢ajno smanjio koncentraciju ovog vitamina u odnosu na kontrolnu skupinu.
Vitamini su skupina nutrijenata koji su zbog svojih raznovrsnih biokemijskih i fizioloskih
funkcija esencijalni za ljudski organizam. S obzirom da ljudsko tijelo nije u mogucnosti
sintetizirati ve¢inu, moraju se nadomjestiti putem prehrane u preporucenim koliCinama
(Igbal i sur. 2004). Inace su mladi izdanci pSenice bogat izvor vitamina C (Bar-Sela 2015),
a koncentracija vitamina C u mladim izdancima pSenice obogacene Se opcenito je vrlo
slabo istrazena. Chomchan i suradnici (2016) usporedivali su sok pSenicne trave i rize te
navode kako je u pSeni¢noj travi uocena dvostruko veca koli¢ina u odnosu na sok rize iako
u svom istrazivanju biljke nisu obogacivali Se. Nepromijenjena ili smanjena koncentracija
vitamina C moZe se povezati s identicnom koncentracijom Secera koji su neophodni

supstrat za njegovu sintezu.

Klorofil, kojeg se jo$ naziva i ,,zelenom krvi“, primarni je nutrijent u svjezim
izdancima pSeni¢ne trave. Aktivna je komponenta ekstrakta mladih izdanaka pS$enice i ima
brojne blagotvorne ucinke na organizam, a dokazano je i da djeluje inhibiraju¢e na
metabolizam karcinogena (Bar-Sela 2015). U naSem istrazivanju razine Kklorofila i
karotenoida nisu se znafajno promijenile, osim pri tretmanu najve¢om koncentracijom
selenata i selenita, gdje su se koli¢ine neznatno smanjile. Ozkdse i suradnici (2016) takoder
su imali sli¢ne rezultate, ¢ak i smanjene vrijednosti klorofila i karotenoida. Naime, u
svome istrazivanju mjerili su fenole i antioksidacijsku aktivnost soka dviju vrsta pSenice

(T. aestivum i Triticum durum), mjesavinu sokova spomenutih dvaju vrsta (50:50), dvaju
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kultivara engleskog (visegodisSnjeg) ljulja (Lolium perenne) te trstikaste vlasulje (Festuca
arundinacea). Biljke su uzgajane pod dva razliita tretmana (jedne biofortificirane
gnojivom sastava: N-NH4=8%, N-NH,=2%, P,05=25%, K;0=20%, SO3=20%, Zn=4%,
Cu=3%, Fe=5%, Fe=5%, Mn=3%, B=1.5% i Mo0=0.5%, druge ne). Biofortifikacija
gnojivom dovela je do smanjenih razina klorofila, kao i vitamina C. Neznatno povecane
koncentracije klorofila i karotenoida pri nizim koncentracijama otopina selenata i selenita
mogle bi se objasniti i ¢injenicom da Se pri niskim koncentracijama djeluje pozitivno na
biosintezu klorofila jer promovira fluks elektrona prilikom respiracije te Stiti enzime u
kloroplastima (Dong i sur. 2013; Germ i sur. 2005). Smanjene koncentracije Klorofila i
karotenoida pri visim koncentracijama otopina selenata i selenita vjerojatno su posljedica
inhibirajuceg efekta Se na porfobilinogen-sintazu, enzim koji je neophodan u biosintezi
klorofila (Saffaryazdi i sur. 2012), te na enzim fitoen-sintazu koji je klju¢an u sintezi
karotenoida (Sams i sur. 2011).

U posljednje vrijeme, sve veci broj istrazivanja bavi se kontrolom redoks statusa u
stanici pomoc¢u hrane 1 razli¢itih aktivnih komponenti prisutnih u hrani. Prirodni
antioksidansi povecavaju otpornost organizma na razliCita oSteenja uzrokovana
okidacijskim stresom i mogu imati zna¢ajan utjecaj na ljudsko zdravlje. Osim vitamina C,
klorofila 1 karotenoida, fenolni spojevi takoder imaju bitnu ulogu kao prirodni
antioksidansi (Dimitrios 2006). Tretman selenatom nije znac¢ajno utjecao na koncentraciju
ukupnih topljivih fenola u izdancima psenice, dok je do znacajnog povecanja doSlo samo
kod tretmana otopinom selenita najveée koncentracije (50 mg L™). S obzirom da Se utjece
na metabolizam duSika, moZe djelovati na sintezu proteina i aminokiselina, ali i
sekundarnih metabolita s antioksidacijskim u¢inkom kao §to su fenoli. Kako je fenilalanin
(Phe) prekursor u biosintezi fenola, promjene u sintezi ove aminokiseline izravno utjeu na
njihovu koncentraciju (Malagoli 2015). Osim toga, na sadrzaj ukupnih topljivih fenola
mogu utjecati i drugi faktori kao §to su svjetlo, temperatura i mineralna ishrana (Fortuna i
sur. 2018). S obzirom da u ovom sluc¢aju promjene u razinama bioaktivnih komponenti
promatramo kao karakteristiku mineralne ishrane, moguce je da razine fenola nisu
znacajno varirale upravo zbog dostupnosti razli¢itih minerala. Ovakvi rezultati u skladu su
s hipotezom koja kaze da ¢e pri optimalnim razinama nutrijenata rast biti preferiran u
odnosu na sekundarni metabolizam (Oliveira i sur. 2013). Robbins i suradnici (2005)
takoder navode da se sadrzaj ukupnih topljivih fenola u brokuli (Brassica oleracea)

smanjio uslijed biofortifikacije Se. Postoje i odredena istrazivanja kojima je utvrdeno da
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reducirajuci Seceri, vitamin C, neke aminokiseline, organske kiseline te Fe (I11) molekule
mogu interferirati s Folin — Ciocalteu reagensom te na taj nacin znacajno poremetiti
procjenu ukupnih topljivih fenola prisutnih u odredenom uzorku (Berker i sur. 2013). Zbog
prisutnosti navedenih spojeva u pSeni¢noj travi, razina ukupnih topljivih fenola mozda ne
izrazava pravu razinu u uzorcima pa bi se procjena trebala obaviti koriste¢i neku drugu
metodu kao $to je na primjer HPLC (teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti)
(Chomchan i sur. 2016).

Osim vrlo bitne uloge kao pri€uvna energija i1 gorivo, ugljikohidrati imaju 1 druge
uloge. Odredena istrazivanja pokazala su da odredeni ugljikohidrati izolirani iz pSeni¢ne
trave stimuliraju ekspresiju upalnih citokina te aktiviraju monocite vazne u imunoloSkom
odgovoru (Bar-Sela 2015). Do znacajnog poveéanja SeCera doSlo je samo prilikom
tretmana otopinom selenata i selenita najveéih koncentracija. Tretman otopinom selenata
nizih koncentracija nije uzrokovao znaajno povecanje celuloze, a tretman otopinom
selenita svih primijenjenih koncentracija znacajno je smanjio njezine razine. Ugljikohidrati
predstavljaju zalihe hrane te su vazan izvor energije za brojne metabolicke reakcije zivih
organizama. Biljke su puno vazniji izvori ugljikohidrata od Zivotinja (Suriyavathana i sur.
2016). Povecana razina Secera uslijed tretmana selenatom ide u prilog pretpostavci da
biofortifikacija Se ne samo poveéava razinu Se i na taj nacin pridonosi Smanjenju
malnutricije, nego i povecava nutritivhu vrijednost biofortificiranih biljaka. Frias i
suradnici (2009) u svom istrazivanju proucavali su utjecaj otopina Se (selenata i selenita
razli¢itih koncentracija) na klijanje i nutritivnu vrijednost uskolisne vuéike (Lupinus
angustifolius), a rezultati koje su dobili bili su vrlo sli¢ni. Naime, zakljucili su da se razina
topljivih ugljikohidrata promijenila samo prilikom tretmana selenatom i selenitom najvec¢ih
koncentracija. Rast i razvoj mladih biljaka je vrlo slozen metabolicki proces pri kojem se
sloZzeniji ugljikohidrati hidroliziraju do disaharida i monosaharida pa je moguce da su
visoke koncentracije selenata i selenita dodatno potaknule njihovu hidrolizu i na taj na¢in

povecale koncentraciju jednostavnih Secera.

Proteine nalazimo u gotovo svim dijelovima stanice, a ¢ine ¢ak 50% stani¢ne suhe
tvari. Zastupljeni su u vrlo velikom broju, a ispoljuju niz specijaliziranih i esencijalnih
funkcija u zivim stanicama (Suriyavathana i sur. 2016). Oba oblika Se nisu znacajno
utjecala na sadrzaj ukupnih topljivih proteina u mladim izdancima psenice. Vrijednosti su
bile ujednacene i1 nisu odstupale od vrijednosti kontrolne skupine. Rezultati naSeg

istrazivanja u skladu su s istrazivanjem Frias i suradnika (2009) koji navode kako nije
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doslo do znacajnije promjene u sadrzaju ukupnih proteina (tocnije neesencijalnih
aminokiselina) bez obzira na oblik selena, koncentraciju ili temperaturu. Do slicnih
zakljucaka dosli su i D'Amato i suradnici (2018). U istrazivanju koje su provodili na rizi
(Oryza sativa) koncentracije proteina bile su nepromijenjene uslijed tretmana selenatom ili
tek neznatno drugacije (nize) uslijed tretmana selenitom u odnosu na kontrolnu skupinu.
u sjemenu pSenice prije klijanja. Nakon S§to je pSenica proklijala, koli¢ina proteina se
smanjuje te ih vec¢ina sluzi kao spremiste energije (Parit 1 sur. 2018). Neznatno smanjene
koli¢ine ukupnih topljivih proteina u nasem istrazivanju mogle bi biti i rezultat uplitanja Se
u asimilacijske putove S, a samim time i u sintezu aminokiselina i proteina (D'Amato i sur.
2018; Malagoli 2015). Ugradnja Se u aminokiseline te nastanak SeCys i SeMet jedan je od
glavnih uzroka toksi¢nosti Se u biljkama koje nisu hiperakumulatori (Hawkesford i Zhao
2007), a moguce i jedan od razloga neznatno promijenjenje razine proteina u naSem

istrazivanju.
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5. ZAKLJUCCI

Tretmani selenatom i selenitom znacajno su povecali koli¢inu Se u mladim
izdancima pSenice, S tim da su koli¢ine Se bile znatno vece pri tretmanu selenatom,
te su ovisile o primijenjenoj koncentraciji. Stoga, selenat mozemo izdvojiti kao
ucinkovitiji oblik Se za biofortifikaciju pSeni¢ne trave.

Sve primijenjene koncentracije selenata i selenita znatno su povecale ukupnu
antioksidacijsku aktivnost izdanaka pSenice, S§to znatno doprinosi povecanoj
nutritivnoj vrijednosti mladih izdanaka.

Ostali pokazatelji nutritivne vrijednosti izdanaka psenice samo su se djelomi¢no
promjenili uslijed tretmana selenatom i selenitom, §to je ovisilo o koncentraciji i
obliku primijenjenog Se. Tako, manje primijenjene koncentracije selenata (0,1 — 10
mg L'l) nisu imale ucinak na sadrzaje vitamina C, klorofila, karotenoida, fenolnih
spojeva, Secera, celuloze i proteina, dok je selenit u manjim koncentracijama
utjecao na sniZzenje vitamina C 1 celuloze. Najvece primijenjene koncentracije
uglavnom su utjecale na biosintetske puteve navedenih nutrijenata. Tako je selenat
pri najveéoj koncentraciji (100 mg L™) povecao sadrzaj $eéera, a smanjio sadrzaj
klorofila i karotenoida, dok je selenit pri najvecoj koncentraciji (50 mg L™)

povecao sadrzaj vitamina C, fenola i Secera, a smanjio sadrzaj klorofila i celuloze.

Mladi izdanci pSenice obogaceni Se zbog svoje velike nutritivne vrijednosti
obecavaju¢i su dodatak prehrani te bi mogli pridonijeti rjeSenju problema

malnutricije.
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