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Biotehnologki procesi kot sredstvo za povecanje dostopnosti in antioksi-
dativne aktivnosti fenolnih spojin iz zrn krusne psenice in pire

Marjeta MENCIN "2

Biotechnological processes as means to increase the accessi-
bility and antioxidant activity of phenolic compounds from
bread wheat and spelt grains

Abstract: Cereal grains, especially bran, are a rich source
of phenolic compounds with antioxidant activity. The poten-
tial positive effects of phenolics from whole grains of spelt and
bread wheat on human health are limited by the poor bioac-
cessibility and bioavailability of their bound phenolics. Stud-
ies have shown that biotechnological processes (germination/
fermentation/enzymatic treatment) are an effective strategy
for improving the release of bound phenolics from the cell
wall matrix of cereal grains. In this review article, the effects
of biotechnological processes on the composition, antioxidant
activity and bioaccessibility of phenolics from spelt and bread
wheat grains are discussed in detail. Existing research indicates
the presence of a different phenolics in spelt and bread wheat
grains, making whole grains excellent for improving nutritional
value of products. It has been shown that biotechnological pro-
cesses can effectively increase the content of bioaccessible and
bioavailable phenolics in cereal grains, which enables improved
in vitro antioxidant activity. Currently, there is a lack of in vivo
studies to confirm the findings obtained in vitro, so in vivo stud-
ies to determine the biological activity of phenolic compounds
from pre-treated grains will be crucial in the future.
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Biotehnoloski procesi kot sredstvo za povecanje dostopnosti
in antioksidativne aktivnosti fenolnih spojin iz zrn krusne
pSenice in pire

Izvle&ek: Zitna zrna, zlasti otrobi, so bogat vir fenolnih
spojin z antioksidativnim delovanjem. Potencialni pozitiv-
ni ucinki fenolnih spojin iz polnozrnatih zrn krusne p$enice
(Triticum aestivum L.) in pire (Triticum spelta L.) na clovesko
zdravje so zaradi slabe bioloske dostopnosti in razpolozljivosti
vezanih fenolnih spojin omejeni. Studije so pokazale, da so bio-
tehnoloski procesi (kaljenje/fermentacija/encimsko tretiranje)
ucinkovita strategija za izbolj$anje sprosc¢anja vezanih fenolnih
spojin iz matriksa celi¢nih sten Zitnih zrn. V preglednem ¢lanku
temeljito obravnavamo vplive biotehnoloskih procesov na ses-
tavo, antioksidativno aktivnost in biolosko dostopnost fenolnih
spojin iz zrn krusne psenice in pire. Obstojece raziskave kazejo
na prisotnost raznovrstnih fenolnih spojin v zrnih krusne pSe-
nice in pire, zaradi Cesar so polnozrnata Zitna zrna odli¢na za
uporabo v izdelkih, z namenom izbolj$anja njihove hranilne
vrednosti. Dokazano je, da biotehnoloski procesi ucinkovito
povecajo vsebnost biolosko dostopnih fenolnih spojin v Zitnih
zrnih, kar omogoca izbolj$ano in vitro antioksidativno delovan-
je. Trenutno primanjkuje in vivo Studij za potrditev ugotovitev
dobljenih in vitro, zato bodo v prihodnosti klju¢ne in vivo $tu-
dije doloc¢anja bioloske aktivnosti fenolnih spojin iz predhodno
obdelanih zrn.

Klju¢ne besede: fenolne spojine, antioksidativna aktiv-
nost, dostopnost, kaljenje, fermentacija, encimsko tretiranje,
LC-MS/MS
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Krusno psenico (Triticum aestivum L.) in piro (Tri-
ticum spelta L.) taksonomsko uvr§¢amo v druzino trav
(Poaceae), rod psenice (Triticum). PSenica predstavlja
eno najpomembnejsih rastlin namenjenih prehrani. Po-
znamo ve¢ vrst pSenice, vendar pa je v svetovnem merilu
najbolj razdirjena navadna ali krusna psenica. To potrju-
jejo podatki FAOSTAT, ki navajajo, da so leta 2021 pri-
delali ve¢ kot 770 milijonov ton krusne psenice na vec
kot 200 milijonih hektarjev (FAOSTAT, 2023). Kru$na
pSenica in izdelki iz nje predstavljajo dober vir energije,
esencialnih aminokislin, mineralov, vitaminov in pre-
hranskih vlaknin (Escarnot in sod., 2012). Pira predstavl-
ja najstarejSo obliko heksaploidne ps$enice. V zacetku 20.
stoletja se je pridelava pire mo¢no zmanjsala, v zadnjih
letih pa postaja pomembna alternativa navadni psenici,
zaradi ve¢jega povprasevanja po ekolosko pridelani hra-
ni in pozitivnih uc¢inkov na zdravje ljudi (Bojhanska in
Franc¢dkova, 2011). Pridelava pire ima Stevilne prednosti,
kot so majhni stroski pridelave, primerna je za gojenje
brez pesticidov, saj ima dobro odpornost proti boleznim
in gkodljivcem, raste tudi v tezkih pridelovalnih razme-
rah, vendar pa je hektarski pridelek manjsi kot pri pse-
nici. Iz prehranskega stali$¢a pa pira v primerjavi s krus-
no psenico postaja bolj zazelena zaradi vecje vsebnosti
beljakovin (Pruska-Kedzior in sod., 2008), prostih slad-
korjev (Zorb in sod., 2007), masc¢obnih kislin in lipidov
(Ruibal-Mendieta in sod., 2005). Tako pri kru$ni p$enici
kot piri predstavljajo ogljikovi hidrati glavne sestavine
(59-71 %) zrna (Escarnot in sod., 2012), ki so bogata tudi
s prehranskimi vlakninami (2 %). Poleg tega, da ima pira
vedjo vsebnost proteinov kot kru$na péenica, pa se razli-
kuje tudi razmerje med gliadinom in gluteninom, ki se
pri piri giblje med 2,8 in 4,0, pri krusni p$enici pa med
1,5in 3,1, kar nakazuje na vecjo razteznost testa in manj-
§i volumen pirinega kruha (Geisslitz in sod., 2019).

Pri vsebnosti bioaktivnih spojin nekateri avtor-
ji navajajo, da vecjih razlik med piro in krusno psenico
ni mogoce opaziti (Bonafaccia in sod., 2000), medtem
ko drugi avtorji pripisujejo beli pirini moki vecjo vseb-
nost antioksidantov kot moki iz kru$ne p$enice (Wang
in sod., 2020). Bioaktivne spojine se v zitnih zrnih veci-
noma nahajajo v zunanjih plasteh zrna (perikarp, testa,
alevronska plast), zato med bolj zdrave zivilske izdelke
sodijo polnozrnati izdelki. V Zitnih zrnih so najpogos-
tejse bioaktivne spojine: prehranske vlaknine (B-glukani,
arabinoksilani, rezistentni $krob), fenolne spojine (fe-
nolne kisline, flavonoidi), karotenoidi, steroli, fitati, itd.
(Gani in sod., 2012).

Fenolne spojine se v rastlinski celici nahajajo v topni
obliki, kamor spadajo proste in konjugirane fenolne spo-
jine, ter v netopni vezani obliki. Proste fenolne spojine
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so v nevezani obliki, konjugirane pa so vezane na topne
molekule z majhno molekulsko maso (sladkorji, mascob-
ne kisline), obi¢ajno pride med njimi do tvorbe kovalent-
nih vezi, lahko pa tudi do nekovalentnih vezi, vodikovih
vezi ali hidrofobnih interakcij med razli¢nimi molekula-
mi. Vec¢ina topnih fenolnih spojin se nahaja v vakuolah
rastlinskih celic (Shahidi in Yeo, 2016; Xu in sod., 2020).
Proste in konjugirane fenolne spojine tako uvr$¢amo
med ekstraktibilne fenolne spojine, netopne vezane fe-
nolne spojine pa med neekstraktibilne (Xu in sod., 2020).
Koli¢insko najbolj zastopana oblika so netopne vezane
fenolne spojine, kar so potrdile tudi $tevilne raziskave
(Chen in sod., 2017; Pang in sod., 2018). Vezane fenolne
spojine tvorijo razli¢ne vezi z molekulami v celi¢nih ste-
nah zrna, tako lahko karboksilna skupina fenolnih kislin
(benzojske in cimetne kisline) tvori estrske vezi s hidrok-
silno skupino komponent celi¢ne stene (strukturni ogl-
jikovi hidrati, proteini). Med hidroksilnimi skupinami
fenolnih spojin in komponentami celi¢ne stene (celulo-
za, lignin) se lahko tvorijo etrske vezi (Acosta-Estrada
in sod., 2014). Nadalje se lahko med ogljikovim atomom
fenolnih spojin in ogljikovim atomom komponent celi¢-
nih sten tvorijo tudi C-C vezi (C-glikozidi) ali pa fenolne
spojine sodelujejo pri tvorbi vodikovih in elektrostatskih
vezi (Shahidi in Yeo, 2016). Vezane fenolne spojine pred-
stavljajo glede na skupno koli¢ino fenolnih spojin: 92 %
v piri (Mencin in sod., 2022a), in 75 % v krusni psenici
(Adom in Liu, 2002). Nahajajo se v otrobih zitnih zrn,
zato je pomembno poudariti, da uZzivanje zit pripomore
k ve¢jemu vnosu fenolnih spojin le pri uzivanju polnozr-
natih izdelkov.

Fenolne spojine zaradi svoje strukture izrazajo anti-
oksidativno aktivnost, tako da prostim radikalom oddajo
elektron ali vodikov atom in jih na ta nacin stabilizirajo
(Terpinc in Abramovi¢, 2010). V raziskavah kjer so z in
vitro testi dolocali antioksidativno aktivnost, so ugotovi-
li, da vezane fenolne spojine izkazujejo znatno ve¢jo anti-
oksidativno aktivnost v primerjavi s prosto in konjugira-
no obliko (Acosta-Estrada in sod., 2014; Chen in sod.,
2017; Pang in sod., 2018). V in vivo raziskavi, ki je bila
narejena na 32 zdravih prostovoljcih, so Costabile in sod.
(2008) ugotovili, da uzivanje polnozrnate krusne psenice
prispeva k povecani koncentraciji ferulne kisline v krvi,
hkrati pa pozitivno vpliva na ¢revesno mikrobioto, saj se
je povecala populacija koristnih bifidobakterij in mle¢-
nokislinskih bakterij.

Struktura matriksa celi¢nih sten v otrobih in nacin,
kako so fenolne spojine vklju¢ene v matriks, mo¢no vpli-
vata na njihovo biolosko dostopnost. Zato so se razvile
razli¢ne tehnologije, s katerimi olajSamo cepitev vezi,
pove¢amo koli¢ino spro$¢enih vezanih fenolnih spojin
in posledi¢no izboljsamo njihovo biolosko dostopnost
(Wang in sod., 2014). Biotehnoloski procesi, kamor spa-
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dajo kaljenje, fermentacija in encimsko tretiranje, trenut-
no predstavljajo eno izmed najbolj aktualnih tem s pod-
ro¢ja izboljsanja bioloske dostopnosti in razpolozljivosti
fenolnih spojin.

Kaljenje predstavlja ekonomi¢no in u¢inkovito na-
ravno metodo, ki zmehca strukturo in izboljsa hranilno
vrednost zrna - poveca se vsebnost bioaktivnih spojin,
hkrati pa se zmanjsa vsebnost antinutritivnih kompo-
nent (Singh in Sharma, 2017). Kaljenje poveca aktiv-
nost hidroliti¢nih encimov, spodbudi nastanek novih in
aktivacijo tistih, ki so v nekaljenem zrnu v neaktivnem
stanju. Med procesom kaljenja pride do razgradnje mak-
rohranil (ogljikovih hidratov, proteinov, lipidov), kar po-
veca koli¢ino njihovih presnovnih produktov (enostav-
nih sladkorjev, prostih aminokislin, organskih kislin),
isto¢asno pa se sprozi sinteza sekundarnih metabolitov.
Z razgradnjo makrohranil se posledi¢no sproscajo tudi
vezane fenolne spojine, kar v zaéetni fazi kaljenja pome-
ni upad vezane frakcije in porast proste (Terpinc, 2019).
Na omenjene spremembe lahko dodatno vpliva abiot-
ski stres med kaljenjem. Rastline se na stresne razmere
odzivajo tako, da inducirajo sintezo razli¢nih zas¢itnih
spojin, tudi stevilnih fenolnih spojin, ki omogo¢ajo pre-
zivetje in nadaljnjo rast v taksnih razmerah (Falcinelli in
sod., 2017; Chen in sod., 2019; Ma in sod., 2019). Razli¢-
ne raziskave so pokazale, da je koli¢ina fenolnih spojin
in razmerje med ekstraktibilnimi in vezanimi fenolnimi
spojinami odvisno od obdelave zrn pred kaljenjem, raz-
mer namakanja (Yang, 2001; Xu in sod., 2009) in od raz-
mer, v katerih zrno kali: temperature (Paucar-Menacho
in sod., 2017; Chavarin-Martinez in sod., 2019; Mencin
in sod., 2021a), ¢asa kaljenja (Terpinc in sod., 2016; Pau-
car-Menacho in sod., 2017; Kim in sod., 2018), nacina
osvetljevanja (Xiang in sod., 2017) in relativne vlage
(Yang, 2001).

Druge postopke, s katerim lahko pove¢amo biolo-
$ko dostopnost bioaktivnih spojin, predstavljajo razli¢ni
tipi fermentacije (alkoholna, mle¢nokislinska, spontana,
itd.) (Angelino in sod., 2017). Prednost tega procesa je,
da poleg encimov iz Zitnih zrn sodelujejo tudi encimi
eksternih mikroorganizmov, ki pripomorejo k razgrad-
nji celi¢ne stene. Prav tako pa fermentacija spodbuja sin-
tezo novih spojin kot tudi encimsko transformacijo ze
prisotnih bioaktivnih spojin. Dosedanje $tudije o vplivu
fermentacije na vezane fenolne spojine v razli¢nih Zzitnih
zrnih so potrdile povecanje njihove bioloske dostopnosti
in razpolozljivosti (Wang in sod., 2014). Vpliv fermenta-
cije na fenolne spojine je v glavnem odvisen od vrste zrn
(Pordevi¢ in sod., 2010), vrste mikroorganizmov (Kati-
na in sod., 2007; DPordevi¢ in sod., 2010; Mencin in sod.,
2022a) in razmer fermentacije (temperatura, pH, cas)
(Boskov Hansen in sod., 2002; Katina in sod., 2007).

Prav tako uéinkovit postopek za spro$¢anje vezanih

fenolnih spojin iz komponent celi¢ne stene zitnih zrn je
encimsko tretiranje, za katerega velja, da je okolju prijaz-
no, energetsko uc¢inkovito in spro$ca le specifiéne spoji-
ne, ne da bi pri tem poskodoval ostale spojine (Ferri in
sod., 2020). Pri encimskem tretiranju zrna neposredno
obdelamo s hidroliticnimi encimi, s ¢imer izboljSamo
biolosko dostopnost in razpoloZljivost fenolnih spojin.
Encimi, ki hidrolizirajo celi¢ne stene (celulaze, ksilanaze,
esteraze itd.), so bili Ze veckrat uporabljeni za razgradn-
jo matriksa celi¢nih sten v Zitnih zrnih (Moore in sod.,
2006; Acosta-Estrada in sod., 2014; Bei in sod., 2018;
Mencin in sod., 2022b). Feruloil esteraze spadajo v sku-
pino esteraz, ki hidrolizirajo estrsko vez med hidroksici-
metnimi kislinami in hemicelulozo, prisotno v celi¢nih
stenah zitnih zrn. Prav tako je feruloil esteraza sposobna
katalizirati cepitev kovalentne vezi med dvema ferulnima
kislinama, ki sta pritrjeni na sosednja arabinoksilana. Fe-
ruloil esteraza postane aktivna tudi med kaljenjem, nasli
pa so jo tudi pri laktobacilih, prisotnih v ¢revesju cloveka
(Faulds in sod., 2004; Génzle, 2014). Stevilni znanstveni
¢lanki (Sancho in sod., 2001; Mathew in Abraham, 2004;
Moore in sod., 2006) opisujejo sinergisti¢ne interakcije
med ksilanazami, ki naklju¢no cepijo B-1,4 ksilansko
strukturo, in med feruloil esterazami, ki olajsajo ksilana-
zam dostopnost do komponent celi¢nih sten. V povezavi
z razgradnjo celi¢nh sten se omenjajo tudi a-amilaze in
proteaze (Singh in sod., 2016).

Nekaj $tudij (Katina in sod., 2007; Anson in sod.,
2009) je bilo narejenih tudi na podroéju uporabe raz-
licnih kombinacij biotehnoloskih procesov (kaljenja/
fermentacije/encimskega tretiranja) na razli¢nih Zitnih
zrnih. Raziskave kazejo na sinergisticen ucinek pri socas-
ni uporabi razli¢nih biotehnoloskih procesov, saj pripo-
morejo k vedji koncentraciji in aktivnosti hidroliti¢nih
encimov.

Uzivanje bioaktivnih spojin je klju¢no predvsem za-
radi njihovih ugodnih uc¢inkov na nase zdravje. Preden
lahko posamezni spojini pripiSemo pozitivno delovanje,
je potrebno poznati njeno biolosko dostopnost in
razpolozljivost v ¢loveskem organizmu. Bioloska
dostopnost (ang. bioaccessibility) je definirana kot
koli¢ina snovi, ki se lahko sprosti iz matriksa hrane v pre-
bavni trakt in je na voljo za absorpcijo v tankem ¢revesu.
Razgradnja hrane, ki je klju¢na za biolosko dostopnost in
razpolozljivost, se pri¢ne v ustih, nadaljuje se v Zelodcu
in v ¢revesu. Vezane fenolne spojine niso dostopne enci-
mom gastrointestinalnega (GI) trakta, tako ima ve¢ kot
90 % fenolnih spojin v zitnih zrnih majhno biologko dos-
topnost. Neabsorbirane fenolne spojine potujejo v debelo
¢revo, kjer njihovo razgradnjo deloma katalizirajo enci-
mi ¢revesne mikrobiote (Vitaglione in sod., 2008).

Prispevek povzema rezultate raziskav, ki so bile
opravljene na zrnih kru$ne psenice in pire z namenom
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izbolj$anja dostopnosti in antioksidativne aktivnosti fe-
nolnih spojin z razli¢cnimi biotehnoloskimi procesi.

2 BIOTEHNOLOSKI PROCESI IN NJTHOVA
APLIKACIJA NA PODLAGI DOSEDAN]JIH
RAZISKAV

V okviru svoje $tudije so Mencin in sod. (2021) ra-
ziskovali vpliv kaljenja pirinih zrn v razli¢nih stresnih
razmerah na antioksidativne lastnosti fenolnih spojin.
Zanimala jih je vsebnost ekstraktibilnih in vezanih skup-
nih fenolnih spojin, dolo¢ena s Folin-Ciocalteu metodo,
hkrati pa tudi identifikacija in kvantifikacija posameznih
fenolnih spojin, dolo¢ena s HPLC-MS/MS metodo. Ek-
straktibilne fenolne spojine so ekstrahirali z absolutnim
metanolom, iz trdnega preostanka po metanolni ekstrak-
ciji pa so netopne vezane fenolne spojine sprostili iz ve-
zane oblike s pomocjo alkalne hidrolize. V raziskavi so
zrna pire kalili 144 h v temi, stresne razmere so zagotovili
z manj ugodno temperaturo kaljenja, manj$im dodatkom
vode, povecano slanostjo in osmolarnostjo, z mehansko
poskodbo kal¢kov ter z razliénimi kombinacijami na-
Stetega. Prav kombiniranje razli¢nih stresnih razmer je
rezultiralo v ve¢jih vsebnostih ekstraktibilnih in vezanih
fenolnih spojin, hkrati pa se je povecala tudi sposobnost
lovljenja DPPH" radikalov v primerjavi s kontrolo, tj.
zrna kaljena 144 h pri 20 °C. Ne glede na vrsto abiotskega
stresa, so opazili znatne razlike v vsebnosti ekstraktibilnih
in vezanih fenolnih spojin pri kaljenih zrnih, slednje so
predstavljale kar dve tretjini vseh fenolnih spojin. Kal-
jenje pirinih zrn ob dodatku 25 mM NaCl in 50 mM
sorbitola brez aplicirane mehanske poskodbe je med
vsemi preizkusenimi kombinacijami najbolj prispevala
k povecanju vsebnosti fenolnih spojin in njihove antiok-
sidativne aktivnosti. Na podlagi preliminarnih poskusov
so avtorji ugotovili, da sta ustrezna temperatura kaljenja
in dodatek vode predpogoj za povecano tvorbo fenol-
nih spojin med kaljenjem, saj so optimalno kombinacijo
stresa aplicirali pri 25 °C in razmerju med maso zrn in
dodatkom vode: 1:2 (15 g:30 ml). Prav tako so opazili, da
so ekstraktibilne frakcije fenolnih spojin izkazovale rela-
tivno veliko antioksidativno aktivnost, glede na znatno
vecjo vsebnost fenolnih spojin v vezanih frakcijah. Av-
torji so predvidevali, da ve¢ja heterogenost ekstraktibilne
frakcije prispeva k antioksidativni aktivnosti.

Hiibner in Arendt (2013) sta porocala, da je vseb-
nost fenolnih spojin, ki jih rastlina sintetizira in kopici
med kaljenjem, odvisna predvsem od odziva rastline na
stresne dejavnike. Nadalje so razli¢ne raziskave pokazale,
da kaljenje zrn poveca vsebnost topnih fenolnih spojin,
kar pripisujejo sintezi de novo in razlicnim bioloskim
transformacijam (Gan in sod., 2017; Kim in sod., 2018).
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Transformacije, ki se dogajajo med kaljenjem, so odvis-
ne tudi od dolzine kaljenja, saj se v zgodnji fazi kaljenja
zaradi razgradnje gradnikov celi¢ih sten poveca vsebnost
enostavnih sladkorjev in aminokislin, hkrati pa se za-
¢nejo sproscati tudi fenolne spojine vezane na kompo-
nente celicnh sten. Z dalj$im ¢asom kaljenja se za¢nejo
sintetizirati rastlinske celice z novimi celi¢nimi stenami
in nekatere de novo sintetizirane topne fenolne spojine
se vezejo z novo nastalimi komponentami celi¢nih sten.
Tako se pri daljsem casu kaljenja za¢ne povecevati vseb-
nost vezanih fenolnih spojin (Wang in sod., 2014).

Vecina raziskav poroca, da kaljenje znatno izboljsa
tudi antioksidativno aktivnost ekstraktibilnih fenolnih
spojin v primerjavi z nekaljenimi Zitnimi zrni (kru$na
psenica, riz, koruza, je¢men), kar pripisujejo povecani
vsebnosti antioksidativnih spojin v kaljenih zrnih (Don-
kor in sod., 2012; Ti in sod., 2014; Zili¢ in sod., 2015).

Zivkovi¢ in sod. (2023) so porocali, da je kaljenje
(96 h) pirinih zrn znatno povecalo vsebnost prostih in
vezanih metabolitov. Vecina fenolnih spojin pa je bila
prisotna v vezani frakciji, kjer je prevladovala trans-fe-
rulna kislina. V prosti frakciji so nasli veliko vsebnost
apigenin di-C-glikozidov, kaljenje pa je najbolj vplivalo
na vsebnost $aftozida, saj se je vsebnost le-tega povecala
za trikrat. Opazili so tudi povecanje antioksidativne ak-
tivnosti kaljenih zrn pire, predvsem na rac¢un kopicenja
sekundarnih metabolitov.

Prav tako so Mencin in sod. (2021) porocali, da sta
trans-ferulna in p-kumarna kislina glavni predstavnici
identificiranih vezanih fenolnih spojin v 144 h kaljenih
zrnih pire, njuna vezana oblika pa predstavlja kar 99 %
od skupne vsebnosti (ekstraktibilne + vezane) posa-
mezne kisline. Zanimivo je, da so stresne razmere vpli-
vale na zmanjsanje vsebnost posameznih ekstraktibilnih
fenolnih kislin, po drugi strani pa se je vsebnost vezanih
povecala v vzorcih, ki so bili izpostavljeni povecani sla-
nosti in osmolarnosti.

Fermentacija je Se ena koristna tehnika predhod-
ne obdelave zrn, ki uc¢inkovito sprosca fenolne spojine
iz zitnih otrobov (Angelino in sod., 2017). Mencin in
sod. (2022a) so pirina zrna izpostavili razliénim tipom
fermentacije (mle¢nokislinska, alkoholna, kombinira-
na (mle¢nokislinska + alkoholna), spontana), ki so jih
kombinirali s kaljenjem in z encimskim tretiranjem.
Ugotovili so, da se je ne glede na prisotno mikrofloro,
po fermentaciji neobdelanih, kaljenih in encimsko tre-
tiranih zrn povecala vsebnost ekstraktibilnih in vezanih
fenolnih spojin. Hkrati se je znatno zmanj$alo razmerje
med vezanimi in ekstraktibilnimi fenolnimi spojinami,
kar je posledi¢no pozitivno vplivalo na dostopnost pi-
rinih antioksidantov. Rezultati so pokazali, da tako ob-
delava pirinih zrn s kaljenjem in encimskim tretiranjem
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pred fermentacijo, kot tudi vrsta fermentacije vplivata na
spremembe vsebnosti skupnih fenolnih spojin.

Wang in sod. (2014) so porocali, da kombinacija
kaljenja in fermentacije vodi do sinergisti¢nih ucinkov,
saj kaljena zrna predstavljajo bogat vir fermentabilnih
virov (sladkor, dusikove spojine), hkrati pa tako kaljen-
je kot tudi fermentacija prispevata k ve¢ji koncentraci-
ji in aktivnosti hidroliti¢nih encimov, kar vodi k boljsi
bioloski dostopnosti fenolnih spojin. Med fermentacijo
zrn se vsebnost bioaktivnih komponent spreminja zaradi
metabolne aktivnosti prisotnih mikroorganizmov, ki raz-
grajujejo estrske vezi in hidrolizirajo B-glukozidne vezi,
pri Cemer se spros$¢ajo vezane fenolne spojine (Adebo
in Medina-Meza, 2020). Po drugi strani pa na vsebnost
fenolnih spojin med fermentacijo lahko vpliva tudi en-
dogena sinteza fenolnih spojin v mikroorganizmih (Chr-
zanowski, 2020).

Mencin in sod. (2022a) so porocali, da so najvecjo
vsebnost ekstraktibilnih in vezanih fenolnih spojin ter
njihovo antioksidativno aktivnost dolo¢ili pri kaljenih
zrnih fermentiranih s kvasovko Saccharomyces cerevisiae
Meven ex E.C. Hansen. Zanimivo, pri encimsko tretira-
nih pirinih zrnih je najucinkoviteje povecala vsebnost
ekstraktibilnih fenolnih spojin fermentacija z bakterijo
Lactobacillus plantarum (Orla-Jensen 1919) Bergey et
al. 1923 (Approved Lists 1980) . medtem ko je imela ista
fermentacija z L. plantarum negativen vpliv na vsebnost
vezanih fenolnih spojin. O zmanj$anju vsebnosti fenol-
nih spojin so porocali tudi Spaggiari in sod. (2020), ki so
predvidevali, da je razlog v metabolnih lastnostih mik-
roorganizmov, ki lahko transformirajo fenolne spojine v
razli¢ne metabolite. Vsebnost ekstraktibilne trans-ferul-
ne kisline se je najbolj povecala pri kaljeni piri fermenti-
rani s kvasovko S. cerevisiae in to za kar 2922 %. Podobno
so porocali tudi Anson in sod. (2009), fermentacija krus-
ne psenice s kvasovko S. cerevisiae je povecala biolosko
dostopnost ferulne kisline. Prav tako so Konopka in sod.
(2014) porocali, da alkoholna fermentacija poveca vseb-
nost ekstraktibilne ferulne kisline v p$enici za kar 10-krat
v primerjavi z neobdelanimi zrni.

Mencin in sod. (2022a) so ugotovili tudi, da so fer-
mentirana neobdelana, kaljena in encimsko tretirana pi-
rina zrna, ki so imela vecjo vsebnost skupnih fenolnih
spojin, izkazovala tudi bolj$o antioksidativno aktivnost,
dolo¢eno z DPPH in ABTS testom. Avtorji so poudarili,
da je kombiniranje biotehnoloskih procesov najuc¢inko-
vitej$i nacin za znatno povecanje vsebnosti fenolnih spo-
jin in njihove antioksidativne aktivnosti.

Moore in sod. (2006) so potrdili, da obdelava s
kvasovkami (S. cerevisiae) znatno poveca skupno vseb-
nost prostih fenolnih spojin in antioksidativno aktivnost
pseni¢nih otrobov. Avtorji $tudije so izpostavili razlicno
zmoznost kvasovk za presnavljanje posameznih fenolnih

spojin. Spaggiari in sod. (2020) so v fermentiranih pse-
ni¢nih otrobih ugotovili relativno veliko vsebnost kavne
kisline, kar nakazuje na metabolno aktivnost mikroorga-
nizmov. Tudi Zili¢ in sod. (2015) so v svoji raziskavi na
kru$ni psenici izpostavili, da lahko bakterije Lactobacil-
lus spp. proizvajajo kavno kislino iz klorogenske kisline.
Raziskava, ki so jo naredili Montemurro in sod. (2019),
je pokazala, da fermentacija kaljenih zrn krusne pseni-
ce s kislim testom ne vpliva zgolj na povecanje fenolnih
spojin, ampak tudi na povecanje vsebnosti peptidov, pro-
stih aminokislin, y-aminomaslene kisline ter zmanjsa
koncentracijo fitinske kisline, kondenziranih taninov in
inhibitorjev tripsina.

Tretji biotehnoloski proces, s katerim lahko izbol-
jSamo biolosko dostopnost fenolnih spojin v zrnih, je
encimsko tretiranje. Mencin in sod. (2022b) so pirina
zrna tretirali s celulazami, ksilanazami, feruloil esteraza-
mi, a-amilazami in proteazami, posamezno in v razli¢-
nih kombinacijah. Ugotovili so, da je encimsko tretiranje
zrn, ne glede na vrsto uporabljenih encimov, izboljsalo
vsebnost ekstraktibilnih skupnih fenolnih spojin do
5-krat v primerjavi z netretiranimi zrni. Po drugi stra-
ni se je vsebnost vezanih fenolnih spojin zmanjsala po
encimskem tretiranju. Tretiranje pirinih zrn z vsemi pe-
timi encimi hkrati je vplivalo na najve¢je povecanje vseb-
nosti ekstraktibilnih fenolnih spojin. Nadalje so avtorji
porocali, da tretiranje zrn samo s feruloil esterazami ni
bistveno povecalo vsebnost ekstraktibilnih skupnih fe-
nolnih spojin. Kot razlog so navedli, da feruloil esteraze
niso sposobne samostojno hidrolizirati estrskih vezi med
hidroksicimetnimi kislinami in hemicelulozo v zrnih
psenice in pire zaradi morebitnih steri¢nih ovir, ki jih po-
vzroca struktura polisaharidov, s ¢imer je okrnjena tudi
migracija encimov. Po drugi strani pa so feruloil esteraze
v kombinaciji s proteazami pokazale veliko sposobnost
spro$c¢anja vezanih fenolnih spojin, kar nakazuje na to, da
lahko feruloil esteraze hidrolizirajo estrsko in etrsko vez
med fenolnimi spojinami in komponentami celi¢nih sten
zrn, po tem, ko proteaze hidrolizirajo strukturne protei-
ne (Mencin in sod. 2022b). Ceprav so avtorji uporabili
kar pet razli¢nih hidroliticnih encimov, pa encimsko tre-
tiranje vseeno ni v celoti sprostilo vezanih fenolnih spo-
jin. Slednje je v skladu z navedbo Moore in sod. (2006),
da matriks celi¢nih sten zrn vsebuje tudi strukturne ele-
mente, ki jih encimi ne morejo hidrolizirati.

Kombiniranje encimskega tretiranja z ostalima
dvema biotehnoloskima procesoma (kaljenjem in fer-
mentacijo) je dodatno povecala vsebnost ekstraktibilnih
skupnih fenolnih spojin v primerjavi s samo kaljenimi
oz. fermentiranimi zrni. Poleg tega je encimsko tretiran-
je kaljenih oz. fermentiranih zrn rezultiralo v povecanju
deleza ekstraktibilnih fenolnih spojin glede na skupne
(ekstraktibilne + vezane) in to za 10 % oz. 38 % (Mencin
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in sod., 2022b). Bei in sod. (2018) so na podlagi zapo-
redne uporabe encimskega tretiranja in fermentacije na
zrnih ovsa ugotovili, da poleg transformacije netopnih
fenolnih spojin v topne, omogoca oslabitev kovalentnih
vezi med netopnimi fenolnimi spojinami in komponen-
tami celi¢nih sten, zato netopne fenolne spojine lazje ek-
strahiramo in tako dolo¢imo njihovo vecjo vsebnost.

Mencin in sod. (2022b) so porocali, da se je vsebnost
prevladujocih fenolnih kislin (p-kumarne, trans-ferulne,
kavne, p-hidroksibenzojske kisline) v ekstraktibilni frak-
ciji pirinih zrn po encimskem tretiranju znatno povecala
v primerjavi z netretiranimi zrni. Najvecje povecanje ek-
straktibilne trans-ferulne kisline so zasledili pri zrnih tre-
tiranih hkrati s ksilanazami in feruloil esterazami. Svoje
rezultate so potrdili s teorijo, da ksilanaze naklju¢no cepi-
jo B-1,4 ksilansko strukturo, medtem ko so feruloil este-
raze sposobne spro$cati ferulno kislino (Sancho in sod.,
2001). Podobne raziskave so delali tudi Rakariyatham in
sod. (2020), ki so ugotovili, da tretiranje zrn s celulazami
poveca spro$c¢anje o-kumarne kisline, nadalje so Peixoto
Araujo in sod. (2019) ugotovili, da tretiranje s proteaza-
mi in celulazami povecda vsebnost ekstraktibilne ferulne
in p-hidroksibenzojske kisline. Mencin in sod. (2022b)
so porocali tudi o znatnem povecanju vsebnosti ekstrak-
tibilne trans-ferulne kisline za kar 5899 % oz. 8263 %
pri kombiniranju encimskega tretiranja s kaljenjem in
fermentacijo pirinih zrn. Rezultati nakazujejo na to, da
kaljena in fermentirana zrna, v primerjavi z neobdelani-
mi zrni, predstavljajo znatno boljsi substrat za tretiranje
z eksternimi encimi. Avtorji so zaklju¢ili, da predhodna
obdelava zrn omogoca eksternim encimom lazji dostop
do njihovih substratov, v primerjavi z neobdelanimi zrni.

Prav tako so Mencin in sod. (2022b) potrdili, da je
kombinacija kaljenja oz. fermentacije z encimskim tre-
tiranjem dobra strategija za izbolj$anje antioksidativne
aktivnosti ekstraktibilnih fenolnih spojin. Tudi Azmir
in sod. (2013) so v preglednem ¢lanku porocali, da en-
cimsko tretiranje poveca antioksidativno aktivnost Zitnih
zrn, razlog pa vidijo v spro$¢anju polarnih antioksidan-
tov, vezanih na komponente celi¢nih sten, in/ali s hidroli-
zo biopolimerov, kot so polipeptidi in polisaharidi. Wang
in sod. (2018) pa navajajo $e dve mozni razlagi za pove-
¢anje antioksidativne aktivnosti encimsko tretiranih zrn:
prva je, da z encimskim tretiranjem pove¢amo topnost
fenolnih spojin iz zrn, druga pa je, da po encimskem tre-
tiranju pridobimo fenolne spojine z ve¢jo antioksidativ-
no aktivnostjo.

Zanimive so tudi ugotovitve Mencin in sod. (2021,
2022a, 2022b), kjer so poleg in vitro antioksidativne ak-
tivnosti pirinih zrn obdelanih z biotehnoloskimi procesi,
dolocali tudi antioksidativno aktivnost v zivi celici - kva-
sovki S. cerevisiae, ki omogoca vpogled v zivo okolje. Fe-
nolne spojine kaljenih zrn niso pokazale antioksidativne
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aktivnosti v celici, ker identificirane spojine niso uspele
vstopiti v celico in jo za$cititi pred oksidacijo. Po drugi
strani pa so ekstraktibilne frakcije fermentiranih in en-
cimsko tretiranih pirinih zrn izkazale antioksidativno
aktivnost v celici, medtem, ko vezane frakcije po vecini
niso izkazovale antioksidativne aktivnosti v celici. Avtorji
so poudarili, da je za antioksidativno delovanje fenolnega
ekstrakta v zivi celici, klju¢no tudi razmerje med razli¢ni-
mi fenolnimi spojinami, ki vstopajo v celico. V njihovem
primeru so dolo¢ili manj$o znotrajceli¢no oksidacijo pri
prehajanju vecje koli¢ine flavonoidov in manj$e koli¢ine
hidroksicimetnih kislin v celico.

Biotehnoloske procese raziskovalci pogosto upo-
rabljajo z namenom izboljSanja bioloske dostopnosti
razli¢nih bioaktivnih komponent v matriksu celi¢nih
sten rastlin. Tako so Mencin in sod. (2022¢) po obdelavi
pirinih zrn z razli¢nimi biotehnoloskimi procesi dolo-
¢ali tudi biolosko dostopnost prisotnih fenolnih spojin.
Uporabili so in vitro stati¢ni prebavni model INFOGEST
(Brodkorb in sod., 2019), s katerim so posnemali prebavo
v ustih, Zelodcu in tankem ¢revesu. Avtorji so porocali,
da so biotehnoloski procesi statisti¢no znacilno povecali
vsebnost biolosko dostopnih skupnih in posameznih fe-
nolnih spojin iz pirinih zrn v primerjavi z neobdelanimi
zrni. Nadalje so poudarili, da kombiniranje biotehnolo-
$kih procesov, Se posebej kaljenja in alkoholne fermenta-
cije, najucinkoviteje izbolj$a biolosko dostopnost fenol-
nih spojin. Biotehnolo$ko obdelana zrna imajo znatno
vedjo zacetno vsebnost fenolnih spojin kot neobdelana,
posledi¢no jih lahko ve¢ vstopa v debelo ¢revo. Po preba-
vi je bila vsebnost biolosko dostopnih skupnih fenolnih
spojin v kaljenih pirinih zrnih fermentiranih s kvasovko
S. cerevisiae kar 7-krat ve¢ja kot pri neobdelanih zrnih.
Podobno so opazili tudi Anson in sod. (2009), ki so po-
rocali, da je kombinacija uporabe eksternih encimov in
fermentacije pri otrobih krusne p$enice uc¢inkovito po-
vecala biolosko dostopnost ferulne kisline za kar 5-krat v
primerjavi z neobdelanimi otrobi. Vecina raziskav omen-
ja velike izgube fenolnih spojin med procesom prebave
(Ortega in sod., 2011; Ydjedd in sod., 2017; Chait in sod.,
2020). Drasti¢ne izgube fenolnih spojin po GI prebavi so
lahko posledica spremembe v molekulski strukturi fenol-
nih spojin zaradi razli¢nih kemijskih reakcij, predvsem
oksidacije in polimerizacije, in zaradi encimskega delo-
vanja, ki lahko povzro¢i spremembe v njihovi topnosti
(Ortega in sod., 2011). Mencin in sod. (2022c) so poro-
¢ali, da so se v primeru trans-ferulne kisline, ki prevladu-
je v pirinih zrnih, $e posebej izkazale kombinacije dveh
biotehnoloskih procesov, ki so njeno biolosko dostop-
nost povecale za od 24-krat (kaljena + encimsko tretira-
na zrna) do 63-krat (encimsko tretirana + fermentirana
zrna) v primerjavi z neobdelanimi zrni. Zanimive so tudi
ugotovitve Zeng in sod. (2016), ki so porocali, da je bila
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vsebnost biolosko dostopnih fenolnih spojin v krusni
psenici manjsa kot pri ovsu kljub veéji vsebnosti skup-
nih fenolnih spojin in mo¢neje izrazeni antioksidativni
aktivnosti. To nakazuje, da Zitna zrna z ve¢jo vsebnostjo
fenolnih spojin niso nujno tista z ve¢jo biolosko dostop-
nostjo. O¢itno igra matriks celi¢nih sten zitnih zrn klju¢-
no vlogo pri prebavljivosti fenolnih spojin. Lima in sod.
(2019) so izpostavili, da na stabilnost fenolnih spojin
med postopkom GI prebave znatno vpliva njihova kemij-
ska struktura, saj imajo fenolne spojine razli¢no ob¢utlji-
vost na spremembo vrednosti pH in aktivnost prebavnih
encimov. Mencin in sod. (2022¢) so ugotovili, da je kljub
uporabi razli¢nih biotehnoloskih postopkov, ki so znatno
povecali biolosko dostopnost fenolnih spojin, veéji del
fenolnih spojin ostal v biolosko nedostopni obliki, ki na-
dalje vstopa v debelo ¢revo. V debelem ¢revesu pa poteka
fermentacija, kjer bakterijski encimi olajsajo spros¢anje
fenolnih spojin, ki v tankem ¢revesu niso bile dostopne
(Liin sod., 2022).

3 ZAKLJUCKI

Zitna zrna predstavljajo pomemben vir vlaknin in
nanje vezanih bioaktivnih spojin, ki imajo majhno biolo-
$ko dostopnost. Da bi izkazale svoje pozitivne uéinke na
zdravje, se morajo fenolne spojine sprostiti iz matriksa
celi¢nih sten v hrani in biti dostopne v prebavnem trak-
tu. Znatno vecja izhodi$¢na vsebnost fenolnih spojin v
biotehnolosko obdelanih zrnih sovpada z ve¢jo koli¢ino
fenolnih spojin, ki bo uspesno presla proces prebave.
Dosedanji izsledki raziskav kazejo, da imajo biotehno-
loski procesi pozitiven ucinek na povecanje vsebnosti
biolosko dostopnih fenolih spojin in njihove antioksida-
tivne aktivnosti v Zitnih zrnih. Rezultati predstavljenih
raziskav odpirajo moznosti za razvoj razli¢nih funkcio-
nalnih zivil, saj prav s hranili osiromasena Zivila znatno
pripomorejo k veéji pojavnosti kroni¢nih bolezni. Zaradi
Stevilnih pozitivnih lastnosti biotehnoloskih procesov,
pa bi bili potencialni Zivilski izdelki z izbolj$ano hranil-
no vrednostjo dobro sprejeti med potrosniki. V prihod-
nje bi bilo potrebno dati poudarek na raziskavah, ki se
bodo dotikale kombinacij biotehnoloskih procesov, zlasti
kaljenja in fermentacije, saj se je prav ta kombinacija iz-
kazala za najudinkovitejso metodo povedanja vsebnosti
biolosko dostopnih fenolnih spojin. Nadaljnje $tudije so
potrebne tudi na podro¢ju bioloske transformacije fenol-
nih spojin v njihove metabolite, saj lahko ti lazje vstopajo
v Zivo celico, hkrati pa bi bilo potrebno prenesti in vitro
$tudije dolo¢anja bioloske dostopnosti in razpolozljivosti
fenolnih spojin na in vivo nivo.
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