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1. Uvod

Chia (Salvia hispanica L.) jednogodisnja je biljka iz porodice usna¢a (Lamiaceae). Autohtona
je vrsta u Meksiku i sjevernoj Gvatemali gdje je uzgajana kao Zitarica u predkolumbijsko
doba (Cahill, 2003). Odrasla biljka naraste do 1 m visine, nasuprotno rasporedenih listova
Sirokih 5cm, a dugih 8cm. Ima pojedinac¢ne cvjetove bijele do ljubicaste boje (slika 1).
Najvazniji proizvod ove biljke su sjemenke, dimenzija 1-2 mm u promjeru, ovalnog oblika,

crne, sive ili bijele boje sa crnim tockicama.

Slika 1. Salvia hispanica L. (web 1)

1.1. Upotreba

Sjemenke se upotrebljavaju cijele, u obliku brasna ili se od njih dobiva ulje. Iako su
neutralnog okusa, zanimljiv su dodatak hrani jer stvaraju ljepljivu sluz u kontaktu s vodom.
Citave sjemenke dodaju se u salate i napitke kako bi se poboljsala gustoca, a iz istog razloga
braSno se moze dodati u jogurte. PoSto sjemenke ne sadrze gluten, mogu se dodavati u brasno
kako bi poboljsale pekarska svojstva tijesta. Sjemenke se mogu upotrijebiti i kao zamjena za

jaja i ulje u slastic¢arstvu (Borneo, 2010).



1.2. Nutrijenti u sjemenkama

Ono $to je od najveceg znacaja jest visok sadrzaj nutrijenata u sjemenkama. One sadrze visok
udio proteina, ne sadrze gluten, a bogate su i vlaknima. Vlakna su uglavnom netopljiva.
Posebno je visok udio lipida. Od masnih kiselina najzastupljenije su linolna, (w-3 masna
kiselina), zatim linoleinska (®-6 masna kiselina), te palmitinska kiselina i stearinska kiselina.
Chia sjemenke su jedan od najboljih poznatih biljnih izvora ®-3 masnih kiselina. Sjemenke

su takoder 1 vrlo dobar izvor minerala poput kalcija 1 magnezija (Marinelli 1 sur., 2014).

1.3. Klijanci

Klijanci se uzgajaju iz sjemenki raznih vrsta Zitarica, povréa, orasastih plodova i sjemenki
mahunarki. Klijanci Zzitarica i mahunarki sadrze velik udio proteina, kalcija, magnezija,
vitamina A, vitamina B skupine, askorbinske kiseline (vitamina C) i E vitamina (Plaza i sur.,
2003). Zbog relativno laganog, brzog i jednostavnog uzgoja, te zbog visokih nutritivnih
vrijednosti, upotreba klijanaca u prehrani sve je popularnija i oni se smatraju hranom

buducénosti.

lako je uzgoj klijanaca chije takoder jednostavan, oni se slabo upotrebljavaju zbog dosta

intenzivnog okusa.



1.4. Cilj rada

Cilj ovoga rada je utvrditi utjecaj svjetlosnog tretmana razli¢ite duljine (24 i 48 sati) na
etiolirane klijance chije mjerenjem ukupne antioksidativne aktivnosti, koncentracije

karotenoida, sadrzaja ukupnih topljivih polifenola i askorbinske kiseline (vitanima C).



2. Materijali i metode

2.1. Priprema biljnog materijala

Chia sjemenke (Salvia hispanica L., proizvoda¢ Golden Sun, Argentina) nasadene su u 12
staklenki od 420 mL. U staklenke je prethodno stavljen sloj vate da potpuno prekrije dno i na
njega dva sloja filtar papira. Vodovodnom vodom navlazeni su vata i papir. Na papir je
ravnomjerno rasporedeno 1,5 g sjemenki u jednom sloju. Staklenke su zatim omotane
aluminijskom folijom, a folija koja prekriva otvor staklenke izbusena je histoloskom iglicom
kako bi se omogucilo prozraCivanje. Tako pripremljene staklenke stavljene su u uzgojnu

komoru na 22 + 1°C. Biljke su rasle 7 dana u tami i zalijevane su svaki drugi dan.

2.2. Tretman

Nakon 7 dana, uklonjena je aluminijska folija, a staklenke su izloZzene svjetlosti jacine 60-70
pumol m?2 s? i temperaturi od 22 + 1°C u trajanju od 24 i 48 sati dok je kontrolna grupa rasla

i dalje u tami.

2.3. Odredivanje koncentracije karotenoida

Karotenoidi su ekstrahirani zajedno sa ostalima fotosintetskim pigmentima i odredeni po
Lichenthaleru (1987). Uzeto je 0,5 g svjezih klijanaca iz jedne staklenke, sa kojih su
uklonjene sjemenke ili njihovi ostaci. Tkivo je homegenizirano tuckom u tarioniku sa
teku¢im dusikom. Prije homogenizacije dodan je Mg(HCO3)2 na vrhu spatule u tarionik.
Tkivo je zatim dodano u prethodno oznacene 1 izvagane tubice od 2 mL. U svaku tubicu
stavljeno je ok 0,1g tkiva. U tubice je zatim stavljeno 1 mL hladnog 100 % acetona. Pigmenti
su ekstrahirani 24 sata na -20°C. Nakon ekstrakcije tubice su centrifugirane 15 minuta na
18000 G na 4°C. Mjerene su apsorbance na 470nm, 645nm, i 662nm pomocu
spektrofotometra. Kao slijepa proba koristen je 1000 % aceton. Koncentracija karotenoida

odredene je prema formuli:

Car =(1000xAs70 - 1,90%(11,24%Aes2 — 2,04xAgss )-63,14%(20,13xAsss-4,19%xAse2 ))
xV/214xmx10°

gdje je Car koncentracija karotenoida u mg/g svjeze tvari, A apsorbancija pri odredenoj

valnoj duljini, V volumen ekstrakta, a m masa svjezeg tkiva.



2.4. Odredivanje sadrzaja ukupnih topljivih polifenola

Sadrzaj ukupnih topljivih fenola odreden je Folin-Ciocalteauovim reagensom (Singelton i
Rossi, 1965). Uzeto je 2,5 g svjezih klijanaca iz jedne staklenke. Tkivo je homogenizirano
tuckom u tarioniku s teku¢im duSikom. U prethodno izvagane plasti¢ne tubice od 12 mL
stavljeno je oko 0,5 g tkiva i 2,5 mL 96 % etanola. Topljivi fenoli ekstrahirani su u etanolu 24
sata na -20°C. Uzorci su centrifugirani na 10 000 g, 10 minuta na 4°C te su odvojeni
supernatanti. Za mjerenje ukupnih topljivih polifenola koristio se Folin- Ciocalteuov reagens
(FC) razrijeden s vodom u omjeru 1:2 (1 udio FC : 2 udjela vode). FC je razrijeden
neposredno prije uporabe i drzan je u tami. Zasi¢ena otopina natrijevog karbonata (Na2COz)
pripremljena je otapanjem 100g bezvodnog Na2COs u 400 mL destilirane vode nakon ¢ega je
otopina zagrijana do vrenja. Ohladena otopina je profiltrirana i nadopunjena do kona¢nog

volumena od 500 mL.

Za mjerenje je u reakciju dodano 100 pL uzorka, 700 pL destilirane vode i 50 pL FC
reagensa. Smjesa je promijesana i inkubirana na sobnoj temperaturi 5 minuta, u nju je dodano
150 pL Na2COs te je dobro izmijeSana. Uzorci su zatim inkubirani 60 minuta na 37°C u
vodenoj kupelji. Apsorbanca je izmjerena na 725 nm pomocu spektrofotometra. Za izradu
bazdarne krivulje koristila su se razrjedenja galne kiseline pocetne koncentracija 5 mg/mL.

Rezultati su prikazani kao ekvivalenti galne kiseline na 100g svjeze tvari.

2.5. Mjerenje ukupne antioksidativne aktivnosti

Ukupna antioksidativna aktivnost odredena je metodom po Brand-Williamsu (1995.). Za
mjerenje ukupne antioksidativne aktivnosti koriSten je supernatant dobiven prilikom
ekstrakcije ukupnih topljivih fenola. U 2mL tubice dodano je 20 pL toga ekstrakta i 980 pL.
0,094mM DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) otopljenog u metanolu. Reakcija se odvijala u
tami uz povremeno mijesanje pri 20°C tijekom 15 minuta. Nakon 15 minuta izmjerena je
apsorbanca pri 515 nm. Kako bi se izracunala ukupna antioksidativna aktivnost prethodno je
izradena bazdarna krivulja za koju se koristio Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-
karbonska kiselina) kao standard. U 10 mL metanola otopljeno je 2,5 mg Troloxa.
Napravljena su razrjedenja troloksa u metanolu od 0,1mM do 5SmM . Ukupna antioksidativna

aktivnost izrazena je u ekvivalentima Troloxa (mmol/g svjeze tvari).



2.6. Odredivanje sadrzaja askorbinske kiseline

Sadrzaj askorbinske kiseline (AA) u klijancima odreden je prema Bendritter i sur. (1998.).
Uzeto je 2,5 g svjezih klijanaca iz jedne staklenke. Tkivo je homogenizirano tu¢kom u
tarioniku s teku¢im dusikom. U prethodno izvagane 1 oznacene tubice od 12 mL stavljeno je
oko 0,5 g tkiva i dodano je 10 mL destilirane vode. Homogenati su centrifugirani 15 minuta
na 3000 g i 4°C. Uzet je supernatant i koriSten je za odredivanje sadrzaja AA. U reakcijsku
smjesu koja se sastojala od 300 pL vodenog ekstrakta, odnosno supernatanta, 100 pL 13,3%
trikloroctene kiseline i 25 pL deionizirane vode dodano je 75uLl 2.4-dinitrofenilhidrazin
(DNPH) reagensa. Sam reagens pripremljen je otapanjem 2 g DNPH, 230 mg tiouree i 270
mg CuSO4 u 100 mL 5M H2SOs. Slijepe probe napravljene su paralelno za svaki uzorak na
isti nacin. Dobivene reakcijske smjese inkubirane su u vodenoj kupelji 60 minuta na 37°C.
Nakon inkubacije i dodavanja DNPH reagensa u slijepe probe, u sve reakcijske smjese
dodano je po 500 uL 65% H2SO4. Apsorbancija je mjerena je na 520 nm. Koncentracija AA
dobivena je iz bazdarne krivulje sa poznatim koncentracijama askorbinske kiseline (2,5ug

mL? -20ug mL™?). Konacan sadrzaj askorbinske kiseline izraZen je u mg/100g svjeze tvari.

2.7. Statisticka obrada rezultata

Rezultati su statisticki obradeni u programu Statistica 13.1 (StatSoft Inc. 2015). Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD) 5 replika. Eksperiment je
ponovljen 3 puta. Srednje vrijednosti izmedu razli¢itih grupa (kontrola, 24 sata i 48 sati
tretmana) podvrgnute su analizi varijance s jednim promjenjivim faktorom, odnosno one -
way ANOVA. Nakon toga je provedena post hoc analiza uz pomo¢ Fisher's LSD testa (engl.

least significant difference).



4. Rezultati

4.1. Koncentracija karotenoida nakon tretmana svjetlom

Statistickom analizom utvrdene su znacajne razlike (p<0,05) u koncentracijama karotenoida
izmedu kontrolne grupe klijanaca i klijanaca tretiranih svjetlom 24 sata, odnosno 48 sati
(slika 2). 1z rezultata je vidljivo poveéanje koncentracije karotenoida kod klijanaca tretiranih
24 sata svjetlom u odnosu na kontrolnu grupu. Takoder, vidljivo je i poveéanje koncentracije
karotenoida kod klijanaca tretiranih 48 sati svjetlom u odnosu na biljke tretirane 24 sata

svjetlom i kontrolnu grupu.
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Slika 2. Koncentracije karotenoida u klijanaca tretiranih svjetlom 24 sata, 48 sati i kontrolne
grupe koja je rasla u mraku. Rezultati (n=15) prikazani su kao srednje vrijednosti + SD.
Razlike izmedu grupa testirane su LSD post hoc testom. Razlicita slova oznacavaju statisticki

znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05).



4.2. Sadrzaj ukupnih topljivih polifenola nakon tretmana svjetlom

Statisticka analiza pokazuje da postoje znacajne razlike (p<0,05) u sadrzaju ukupnih topljivih
polifenola izmedu kontrolne grupe biljaka 1 biljaka tretiranih svjetlom (24 i 48 sati). [zmedu
biljaka osvjetljavanih 24 sata i biljaka osvjetljavanih 48 sata ne postoji statisti¢ki znacajna
razlika. Sadrzaja ukupnih topljivih polifenola raste nakon osvjetljavanja biljaka u odnosu na
kontrolnu grupu (slika 3.).
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Slika 3. Sadrzaj ukupnih topljivih polifenola u klijanaca tretiranih svjetlom 24 sata, 48 sati i
kontrolne grupe koja je rasla u mraku. Rezultati (n=15) prikazani su kao srednje vrijednosti +
SD. Razlike izmedu grupa testirane su LSD post hoc testom. Razli¢ita slova oznacavaju

statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05).



4.3. Ukupna antioksidativna aktivnost nakon tretmana svjetlom

Statistickom analizom je utvrdeno da postoji statisticki znacajna razlika (p<0,05)
antioksidativne aktivnosti izmedu kontrolne grupe biljaka tretiranih svjetlom 24 i 48 sata.

Izmedu biljaka osvjetljavanih 24 i 48 sati ne postoji statisti¢ki znacajna razlika (slika 4).
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Slika 4. Ukupna antioksidativna aktivnost u klijanaca tretiranih svjetlom 24 sata, 48 sati i
kontrolne grupe koja je rasla u mraku. Rezultati (n=15) prikazani su kao srednje vrijednosti +
SD. Razlike izmedu grupa testirane su LSD post hoc testom. Razli¢ita slova oznacavaju

statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05).

4.4. Sadrzaj askorbinske kiseline nakon tretmana svjetlom

Statisticlkom obradom rezultata utvrdeno je da postoje statisticki znacajne razlike (p<0,05)
izmedu kontrolne grupe, biljaka osvjetljavanih 24 sata i biljaka osvjetljavanih 48 sati (slika
5.) Vidljivo je povecanje sadrzaja askorbinske kiseline (AA) kod biljaka osvjetljavanih 24
sata u odnosu na kontrolnu grupu. U biljaka osvjetljavanih 48 sati je vidljivo povecanje

sadrzaja AA u odnosu na biljke osvjetljavane 24 sata 1 kontrolu.
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Slika 5. Sadrzaj askorbinske kiseline u Klijanaca tretiranih svjetlom 24 sata, 48 sati i
kontrolne grupe koja je rasla u mraku. Rezultati (n=15) prikazani su kao srednje vrijednosti £+
SD. Razlike izmedu grupa testirane su LSD post hoc testom. Razli¢ita slova oznacavaju

statistiCki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05).

5. Rasprava

Rezultati pokazuju trend povecanja koncentracije karotenoida kod klijanaca tretiranih
svjetlom 24 i 48 sati $to ukazuje na povezanost Sinteze karotenoida i duljine osvjetljavanja.
Koncentracija karotenoida u klijancima puno je veca nego u sjemenkama gdje su fotosintetski
pigmenti, a medu njima i karotenoidi zastupljeni u tragovima (Amato i sur., 2015). Tijekom
rasta klijanaca, a pogotovo prilikom osvjetljavanja dolazi do razvoja fotosintetskog aparata pa
je vidljiva promjena boje (slika 6). Etiolirani Kklijanci iz kontrolne skupine i Kklijanci prije
tretmana blijedo-zuckaste boje, a oni tretirani svjetlom promijenili su boju kotiledona u

zelenu $to je pokazatelj razvoja fotosintetskog aparata i sinteze klorofila.

U usporedbi sa koncentracijama karotenoida u povréu, rezultati pokazuju da je koncentracija
karotenoida u kontrolnoj skupini klijanaca ve¢a nego u Spinatu, matovilcu, mrkvi i raj¢ici, a

manja nego u kelju, crvenoj paprici i perSinu. U objema skupinama osvjetljavanih klijanaca
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koncentracija karotenoida veca je nego u spomenutom povréu (Miiller, 1997). Takoder,
koncentracija karotenoida veca je u svim grupama chia klijanaca nego u grejpu, papaji i

nektarinama.

Slika 6. Razlike u boji izmedu kontrolne grupe klijanaca (A), grupe tretirane 24 sata svjetlom

(B) i grupe tretirane 48 sati svjetlom (C).

Osvjetljavanje utjeCe 1 na povecéanje sadrzaja ukupnih topljivih polifenola jer postoji
statisti¢ki znacajna razlika izmedu osvjetljavanih klijanaca i onih koji su rasli u tami. Analiza
nije pokazala utjecaj duljine osvjetljavanja na sadrzaj ukupnih topljivih polifenola. Postoji
hipoteza da polifenoli reguliraju fotosintezu i rast biljaka pa je moguée da je zato
osvjetljavanje potaknulo povecanu sintezu polifenola (Hemingway i Laks, 1991). U
istrazivanju koje su proveli Khattak i sur. (2007) utvrdeno je da u klijancima slanutka (Cicer
arietinum L.) dolazi do povecanja proizvodnje fenola topljivih u metanolu i vodi tijekom
rasta 24 i 48 sati na fluorescentnom svijetlu, dok je u mraku nakon 48 sati izmjeren manji

sadrzaj.

Sadrzaj ukupnih topljivih polifenola u sve tri skupine chia klijanaca manji je nego u chia
sjemenkama (Marineli i sur., 2014). U usporedbi sa sadrZzajem ukupnih polifenola u vocu i
povréu sadrzaj polifenola u chia klijancima tretiranim 48 sati svjetlom nesto je manji nego u
borovnicama (Vaccinium myrtillus L.) koji iznosi 670,6 mg e. galne kiseline/100g svjeze
tvari. Od ostalog europskog vocéa sa slicnim sadrzajem (iznad 300 mg e. galne kiseline/100g
svjeze tvari ) ukupnih polifenola, kao i chia klijanci iz ovog istrazivanja, mogu se istaknuti

Sljiva (Prunus domestica L.), divlja kupina (Rubus coesins L.), vi$nja (Prunus cerasus L.) i
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crveni drijen (Cornus mas L.) Ostalo europsko voce, ali i povrée ima bitno manji sadrzaj

ukupnih topljivih polifenola (Marinova i sur., 2005).

Ako se wusporedi ukupni sadrzaj polifenola chia klijanaca sa Kklijancima dviju
srednjeamerickih Zzitarica, kvinoje (Chenopodium quinoia Wild.) i amaranta (Amaranthus
cruentus L.) (Pasko i sur, 2009), vidljivo je da je i tu sadrzaj ukupnih topljivih polifenola veéi

kod chia klijanaca pogotovo u osvjetljavanim skupinama klijanaca.

Tretman svjetlom utjecao je i na porast ukupne antioksidativne aktivnosti nakon tretiranja
klijanaca svjetlom, a nema znacajne razlike izmedu onih tretiranih 24 sata i 48 sati. Kako je
osvjetljavanje utjecalo na povecanje sadrzaja pigmenata, odnosno koncentraciju karotenoida,
ukupnih polifenola i askorbinske kiseline, koji vrse dio antioksidativne aktivnosti, bilo je za
ocekivati da ¢e porasti i ukupna antioksidativna aktivnost. Zbog omjera utroSene mase
Trolox-a i mase svjeze tvari koji je ve¢i od 1, nije moguce usporediti rezultate s ostalim
istrazivanjima antioksidativne aktivnosti, pa su ti rezultati pokazuju utjecaj osvjetljavanja na
ukupnu antioksidativnu aktivnost. Moguce je reci da je kod klijanaca kvinoje 1 amaranta koje
su analizirali Pasko i sur. (2009) doslo do porasta ukupne antioksidativne aktivnosti u
odnosu na sjemenke, ali ondje nije istrazivana povezanost antioksidativne aktivnosti sa

duljinom osvjetljavanja.

Za sadrzaj askorbinske kiseline (AA) utvrdene su znacajne razlike u sve tri ispitivane grupe i
jasno je vidljivo da je osvjetljavanje nakon 24 sata i nakon 48 sati povezano sa pove¢anjem
sadrzaja AA. Prema istraZivanju koje su proveli Xu, Dong i Zhu (2005) vrijeme rasta
klijanaca soje (Glycine max L. Merr.) utjecalo je na rast sadrzaja AA koja ima ulogu u
regulaciji rasta. Najizrazenije povecanje sinteze askorbinske kiseline bilo je tijekom prva
Cetiri dana rasta, dok je dalje dolazilo do pada produkcije AA. Prilikom izlaganja svjetlu
takoder se povecava sadrzaj askorbinske kiseline, ali utjecaj svjetla nije toliko izrazen kao $to
je utjecaj duljine samog vremena rasta na sadrzaj askorbinske kiseline. Askorbinska kiselina
sudjeluje u brojnim funkcijama u biljkama, od antioksidativne obrane i fotosinteze do
regulacije rasta (Smirnoff, 1996). Kada se sadrzaj askorbinske kiseline usporedi sa klijancima
soje (Glycine max L. Merr.), lucerne (Medicago sativa L.) i pSenice (Triticum aestivum L.),
moze se utvrditi da osvjetljavane grupe klijanaca sadrze znatno vise askorbinske kiseline od
svih triju spomenutih vrsta (Plaza i sur., 2002). Takoder, sadrzaj askorbinske kiseline znatno

je veci od jagode, limuna, grejpa i ostalog vocéa (Szeto i sur., 2002).
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5. Zakljucci

Iako o postoje radovi o klijancima raznih biljnih vrsta, istrazivanja na klijancima vrste chia
(Salvia hispanica L.) nisu pronadena. Zbog toga rezultati su usporedivani sa radovima na
drugim biljnim vrstama, bilo na njihovim klijancima ili plodovima, odnosno dijelovima
biljaka koji se upotrebljavaju u prehrani. Takoder, rezultati su usporedivani i sa sjemenkama

vrste Salvia hispanica L.

1. U ovom radu utvrdeno je da osvjetljavanje povoljno djeluje na ukupnu antioksidativnu

aktivnost, te sintezu karotenoida, ukupnih topljivih polifenola i askorbinske kiseline.

2. Najveca koncentracija karotenoida kao i sadrzaj askorbinske kiseline izmjereni su 48 sati

nakon osvjetljavanja.

3. Sadrzaj ukupnih topljivih polifenola te ukupna antioksidativna aktivnost ve¢i su u klijanaca

izloZenih svjetlosti u odnosu na etiolirane klijance.
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