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1. UVOD

1.1. Selen

Selen (Se) je kemijski element esencijalan za zdravlje zivih organizama. Otkrio ga je
Jons Jacob Berzelius 1817. godine pokusavajuci otkriti uzrok zagadenja sumporne kiseline
koja se proizvodila u jednoj tvornici u Svedskoj. U podetku je mislio da se radi o teluriju, ali
je na kraju zakljucio da je rije¢ o novom elementu sa svojstvima izmedu sumpora i telurija.
Selen se u pocetku smatrao iskljucivo toksi¢nim elementom jer se povezivao sa alkalnom
bolesti zivotinja koje su konzumirale biljke iz tla bogatim selenom, nakon ¢ega bi dolazilo do
gubitka dlake i teturanja zivotinje kao da je slijepa (eng. blind staggers). Krajem 1950. godine
otkriveno je da je Se zapravo esencijalni nutrijent za kojega je ustanovljeno da zamjenjuje
vitamin E u prehrani $takora i pilica u prevenciji nastajanja vaskularnih, misi¢nih i jetrenih
lezija. Selen je Siroko rasprostranjen mineral u prirodi, ali postaje sve rjedi u hrani zbog
intenzivne proizvodnje biljaka. Najveéi izvor selena u zemljistu je raspadanje stijena bogatih
selenom. Drugi vazni izvori su vulkanska aktivnost, gnojiva koja sadrze selen i neke vode.
Selen cirkulira kroz hranidbeni lanac Zivog svijeta. Iz tla ga najprije uzimaju biljke i
mikroorganizmi kojima je potreban za rad enzima, te proizvode ispariv dimetilselenid koji
ulazi u atmosferu i vraca se na zemlju putem padalina (EI-Ramady i sur., 2014; Oldfield,
2002). U prirodi i u organizmima prisutan je u organskim i/ili anorganskim oblicima te rjede
elementarnom obliku (Se). Glavni organski oblici su selenometionin i selenocistein (Slika 1).
Anorganski oblici su selenit (SeOs2), selenid (Se*") i selenat (SeO4 2) (Mehdi i sur., 2013).
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Slika 1. Kemijski oblici organskog selena

1.1.1. Uloga selena u organizmu

Selen ima vaznu ulogu u stanicnom metabolizmu jer je esencijalna komponenta
enzima zasluznih za zastitu organizma od oksidativnog stresa. U ljudskom organizmu ima 25
do sada poznatih selenoproteina, a medu najvaznijima su glutation peroksidaza, tioredoksin
reduktaza, dejodinaza i selenoprotein P. Mnoge studije su pokazale da selen ima ulogu u
sprjeCavanju nastanka karcinoma, kao i da suplementacija selenom smanjuje srane aritmije,
poboljsava sréanu funkciju, osnazuje imunosni i reproduktivni sustav te regulira funkciju
Stitnjace sintezom aktivnog hormona (Mehdi i sur., 2013). Deficijencija, kao i pretjerana
koncentracija selena u organizmu moZe imati Stetno djelovanje na zdravlje. Serumske 1
plazmatske koncentracije selena od 20 do 40 ng mL™? se smatraju deficijencijom, te mogu
dovesti do nastanka specifi¢nih bolesti, kao §to su Keshanova bolest, Kashin-Beckova bolest i
kretenizam. Pri koncentracijama selena veéim od 250 ng mL™* moZe do¢i do gubitka kose i
dermatitisa povezanih s pretjeranom koli¢inom selena, dok koncentracije od 3200-7500 ng
mL* mogu dovesti do ozbiljnog otrovanja i smrti (Fairweather-Tait i sur., 2011). Selen ulazi u
interakcije s brojnim elementima (Cd, Pb, As, Hg, Sb) u tijelu Zivotinja i ¢ovjeka. Moze se
direktno vezati na metalne ione ili se natjecati s njima za mjesto na receptorima.

Antagonisti¢ko djelovanje povecava antioksidacijsku sposobnost organizma tako da povecava
2



aktivaciju glutation peroksidaze i moze zastititi vitalne organe - bubreg i jetru (Kieliszek i
Blazejak, 2016).
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Slika 2. Uloga selena u organizmu (preuzeto iz Kieliszek i sur., (2021);
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1.2. Nanocestice selena

Nanotehnologija se sve vise koristi u razli¢itim podru¢jima kao §to su farmacija,
inzenjerstvo, elektronika, energetika i kemija. Nanocestice su posebne po svojoj veli€ini,
obliku, strukturi, povrSinskim te kemijskim svojstvima (Skalickova i sur., 2017). Materijali
veli¢ine 1-100 nm su podrucje interesa nanotehnologije. Zbog jedinstvenih svojstava kao $to
su sposobnost prodiranja kroz bioloSke barijere i visok omjer povrSine i1 volumena,

nanocestice su mocan alat koji se koristi u medicini i industriji (Steckiewicz i Inkielewicz-
Stepniak, 2020)


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Nanocestice selena pokazuju slicna fizicka, kemijska i bioloska svojstva kao druge
nanocestice. Zbog male povrsine po jedinici volumena, nanocestice otpustaju selen sporije i
manja je mogucnost interakcija. Takoder, na njihovu se povrSinu moze vezati veliki broj
liganada kako bi se povecao afinitet prema ciljnom tkivu. Kljuénim faktorima njihove
aktivnosti se smatraju gustoca povrsinskog naboja i povrsinska hidrofobnost (Skalickova i
sur., 2017). Kako se pokazalo, nanocestice elementarnog selena imaju veéu djelotvornost od
anorganskog selenita u reguliranju selenoproteina i manje su toksi¢ne. U usporedbi sa
selenometioninom koji ima jako dobru bioraspolozivost i manju toksi¢nost od ostalih oblika
selena, nanoselen je pokazao jednaku ucinkovitost u regulaciji selenoproteina, ali smanjenu
toksi¢nost. Zakljucuje se da je nanoselen antioksidans sa smanjenim rizikom od pojave
toksi¢nih posljedica selena (EI-Ramady i sur., 2014). Kako je tehnologija napredovala,
znanstvenici su imali potrebu pronalaziti nove metode i pobolj$avati postojece, tako da danas
postoji veliki broj metoda koje se koriste u sintezi nanocestica, neke od kojih su: kemijska
redukcija, hidrotermalna sinteza, sonokemijske metode, fototermalna sinteza, mikrovalna
sinteza, biosinteza itd. (Skalickova i sur., 2017).

Bioloske metode su metode izbora jer su cjenovno i ekoloski prihvatljivije te manje
toksi¢ne. Temelje se na upotrebi mikroorganizama i biljnih ekstrakata pri ¢emu se upotreba
biljnih ekstrakata preferira jer eliminira proces uzgajanja i odrzavanja stani¢nih kultura (Alam

i sur., 2019).

| | | | | | | | | |
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Slika 3. Usporedba velic¢ine nanocestica s drugim objektima na logaritamskoj skali
(Steckiewicz i Inkielewicz-Stepniak, (2020);
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1.2.1. Primjena nanoselena u terapijske svrhe

U odnosu na anorganske oblike, nanocestice selena pokazuju znatno smanjenu
toksicnost, bolju bioraspolozivost i biolosku aktivnost. Sve vise se ispituje njihov potencijalni
terapijski u€inak u razli¢itim procesima i stanjima u organizmu kao §to su oksidativni stres, s
upalom povezane bolesti poput artritisa, dijabetesa, raka i nefropatijama te posjeduju
antimikrobnu aktivnost. Takoder, nanoselen moze posluziti kao nosa¢ za ciljanu dostavu
razli¢itih vrsta lijekova. Nanocestice selena hvataju slobodne radikale, a to znatno bolje rade
Cestice male veli¢ine (5-15 nm). Glavni nedostatak nanoselena je njegov slab
transmembranski transport $to se moze prevladati oblaganjem Cestica razli¢itim ligandima.
Ligandi tj. sredstva za oblaganje povrSine kontroliraju veli¢inu, stabilnost, selektivnost,
stani¢nu apsorpciju, bioraspolozivost i biolosku aktivnost $to se pokazalo korisnim u terapiji

raka (Khurana i sur., 2019).

1.3. Biootpad

U biootpad izmedu ostalog ubrajamo i otpad nastao procesuiranjem hrane koji se
generira u kuhinjama, restoranima, poljoprivrednim povrSinama, prehrambenim pogonima
itd., a doprinosi gotovo jednoj treé¢ini ukupnog komunalnog otpada u svijetu. Biootpad je
bogat proteinima, ugljikohidratima i lipidima te Sirokim spektrom bioaktivnih molekula
(polifenola, prehrambenih vlakana, karotenoida) s$to ga ¢&ini izuzetno vrijednom
sekundarnom sirovinom. Koli¢ina biootpada u svijetu raste iz dana u dan te prosje¢na
globalna koli¢ina biootpada iznosi oko 1,3 milijardi tona u periodu od jedne godine. Tolika
koli¢ina biootpada moZe imati mnoge negativne posljedice na okoli§, jer se njegovim
odlaganjem generiraju toksi¢ni produkti koji kontaminiraju podzemne vode i uzrokuju
emisiju Stetnih plinova kao §to su metan, vodik-sulfid i ostali. U tom kontekstu posebno je
problemati¢an metan kao vrlo potentni staklenicki plin. Spaljivanje biootpada takoder moze
negativno utjecati na zdravlje jer se time smanjuje kvaliteta zraka $to doprinosi pojavi
brojnih oboljenja. Zbog navedenih razloga, potrebna je adekvatna tehnologija za sigurno
odlaganje i iskoriStavanje biootpada. Mnogi znanstvenici predlazu anaerobnu digestiju kao
najkorisniju tehniku za zbrinjavanje biootpada. Anaerobnom digestijom nastaje bioplin koji

se sastoji od metana, ugljikovog dioksida i ostalih plinova, a iz njega se moze dobiti
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biometan koji se koristi kao gorivo. Digest koji nastaje moze se koristiti kao gnojivo.
Fizicka i kemijska svojstva biootpada najvise ovise o njegovom izvoru i sastavu. Najvaznija
fizicka svojstva koja doprinose razlic¢itim procesima konverzije biootpada su koli¢ina vlage
1 nasipna gustoc¢a, dok su najvaznija kemijska svojstva pH, elektri¢na vodljivost, priblizna
analiza, sadrzaj biopolimera i teskih metala. Posljednjih godina, biootpad sve viSe privlaci
paznju znanstvenika zbog svog kemijskog sastava, te se osim proizvodnje biogoriva i
komposta razmatraju moguénosti njegovog koriStenja u druge svrhe. Iz biootpada se
pomoc¢u brojnih mikroorganizama koji ga koriste kao supstrat mogu dobiti organski
polimeri kao $to su polihidroksialkanoati (PHA) 1 polihidroksibutirati (PHB) koji se
smatraju bioplastikom i potpuno su biorazgradivi na ugljikov dioksid i vodu u roku od
nekoliko mjeseci od odlaganja. Biootpad koji je bogat organskim spojevima, moze se
koristiti za proizvodnju organskih kiselina kao $to su mlije¢na, limunska, masla¢na kiselina
itd., smanjujuc¢i na taj nacin cijenu njihove proizvodnje. Razli¢iti mikroorganizmi u
razli¢itim vrstama biootpada mogu proizvoditi razli¢ite enzime, pa tako npr. Penicillium
Sp., Bacillus Sp. i Aspergillus Sp. u komini jabuke i citrusa mogu proizvesti pektinazu.
Enzimi dobiveni fermentacijom mogu se Kkoristiti na mnoge nacine u razli¢itim
industrijama. Mnoge studije su pokazale da biootpad sadrzi i brojne funkcionalne spojeve
koji imaju benefite za ljudsko zdravlje, kao §to su bioaktivni peptidi, fenolni spojevi,
karotenoidi i prehrambena vlakna. U buduénosti se o¢ekuje pronalazenje novih metoda za
zbrinjavanje biootpada koje ¢e biti Sto je viSe mogucée ekonomski i ekoloski prihvatljive, a
pomocu kojih ¢e se potencijal biootpada maksimalno iskoristiti (Kannah i sur., 2020; Barik i
sur., 2018).



biofuels

Biorefinery bio-materials
bio-based
chemicals, etc.

g bioactive compounds
Extraction essential oils Functional food design
polysaccharides, efc.

: : bakery products
increase in bioavailability, el sindite
Nanotechnology ity and solubility conrfyest'o =
H 101
Biotechnology applicability products, elrg.

improvement, etc.

Slika 4. Razli¢ite mogucénosti iskoristavanja biootpada (Capanoglu i sur., (2021);
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1.3.1. Komina mandarine

Citrusi medu kojima su limun, grejpfrut, limeta, naran¢a i mandarina pripadaju vocu
koje se najviSe kultivira na svijetu i Cija proizvodnja raste iz godine u godinu s porastom
potraznje potroSaca. Prilikom njihove industrijske prerade u sokove, marmelade, eteri¢na ulja
itd. nastaje jako puno otpada kojeg ¢ine kora, unutarnja opna, pulpa i kostice. Godinama se
komina citrusa koristi za ekstrakciju pektina, prehranu domacih zivotinja, proizvodnju
komposta 1 goriva, ali se u zadnje vrijeme proucavaju alternativni, ekoloski prihvatljivi nacini
za iskoristavanje komine citrusa, kao $to su proizvodnja pektinaze, bioetanola, biogoriva,
nanocestica Zeljeza 1 srebra, nanoceluloze itd.

Suha komina citrusa sadrzi Secere, pektine, celulozu i hemicelulozu, ulja, vlakna,
mikronutrijente te malu koli¢inu vode. Takoder, citrusni otpad bogat je razli¢itim aktivnim
sastavnicama kao §to su polifenoli (flavonoidi i fenolne kiseline), karotenoidi, vitamini,
minerali i neki elementi u tragovima. Ovi bioaktivni spojevi imaju brojne terapeutske ucinke,
a za citrusne polifenole je dokazano da imaju antioksidativni, antikancerogeni, antimikrobni,
antiupalni i antiagregacijski uc¢inak (Caballero i sur., 2021; Anticona i sur., 2020).

Kora mandarine (lat. Citrus reticulata Blanco, Rutaceae) ima visok ukupni sadrzaj
flavonoida u usporedbi s korom limuna i grejpa, a pokazalo se da posjeduje umjerenu

7
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citotoksi¢nu aktivnost protiv stani¢ne linije HL-60, eksperimentalnog modela akutne
mijeloi¢ne leukemije. Takoder, kora mandarine, kao i limuna i grejpa, pokazala je
imunomodulatorno djelovanje, jer povecava proliferaciju splenocita misa i antigenotoksi¢ni
ucinak smanjenjem  kromosomskih mutacija uzrokovanih cisplatinom u istom
eksperimentalnom modelu (Russo i sur., 2021).
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Slika 5. Upotreba otpada citrusa i vazni bioaktivni spojevi (hesperidin, naringenin i kvercetin)
(Khan i sur., (2021);
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1.3.2. Komina rajc¢ice

Rajcica (lat. Solanum lycopersicum, Solanaceae) se ubraja u skupinu najkultiviranijih
biljaka na svijetu te se pri proizvodnji proizvoda od raj¢ice, kao §to su pire, sok, umaci, suhi
prah itd. generira velika koli¢ina otpada tj. komine koju je potrebno na odgovaraju¢i nacin
iskoristiti. Komina se sastoji od koze (40%) i sjemenki (60%). Komina rajéice, a posebno
sjemenke, bogat su izvor proteina, masti i vlakana te se zbog toga koristi kao suplement u
prehrani domacih zivotinja i kao dodatak pekarskim proizvodima. Unato¢ tome, zbog njene
velike koli¢ine, javila se potreba za dodatnim iskoriStavanjem. Novija istrazivanja su pokazala
da komina rajéice sadrzi i bioaktivne komponente, kao $to su fenolni spojevi (fenolne
kiseline, flavonoidi), karotenoidi (B-karoten, likopen), nukleozidi (gvanidin, inozin,
adenozin), polisaharidi (pektini), vitamini (a-tokoferol) i ostali. Ove bioaktivne sastavnice
posjeduju svojstva vazna za ljudsko zdravlje pa tako fenolne komponente pokazuju
antikancerogeno, antimikrobno, protuupalno i kardioprotektivno djelovanje, a karotenoidi
posjeduju jak antioksidacijski potencijal Sto se povezuje sa smanjenim rizikom od raka,
kardiovaskularnih bolesti itd. U buducnosti se planiraju daljnja istrazivanja u svrhu
maksimalnog iskori§tavanja komine raj¢ice i njenih vaznih sastavnica u medicini, farmaciji i

kozmetologiji (Kumar i sur., 2021).
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Slika 6. Proces prerade rajéice uz nastanak komine koja je znacajan izvor likopena i ostalih
bioaktivnih tvari (Costa i sur., (2021);

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)

1.3.3. Komina masline

Proizvodnja maslinovog ulja iz plodova masline (lat. Olea europaea, Oleaceae) vodi
ka nastanku nusproizvoda (komine masline i otpadnih voda) i otpada (listova masline i
ostataka drveta) koji predstavljaju veliki problem za okolis$, prije svega u Mediteranskom
podrucju, zato $to se generiraju velike koli¢ine u kratkom vremenskom periodu. Komina
masline se sastoji od pulpe i kostica, a trenutno se prvenstveno koristi za dobivanje zaostalog
ulja pomocu ekstrakcije otapalom. Dijelove kostica je takoder moguce koristiti kao goriva za
grijane peci ili za proizvodnju aktivnog ugljena. Kako dehidriranje komine masline zahtijeva
puno vremena i energije, znanstvenici zadnjih godina istrazuju alternativne mogucnosti
njenog iskoriStavanja. Komina masline je heterogena smjesa razlicitih spojeva kao $to su
Seceri, metali i polifenoli koji se u komini nalaze u koli¢ini od 98g od 100g svih fenolnih

spojeva u plodu masline te se zbog toga moze smatrati sirovim materijalom velikog
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potencijala. Fenolni spojevi imaju veliki antioksidacijski potencijal te u organizmu ostvaruju
Sirok spektar bioloskih uc¢inaka. Polifenoli se takoder mogu koristiti u prehrambenoj industriji
kao prirodni aditivi s antioksidativnim svojstvima kako bi produzili rok trajanja namirnica,
smanjili gubitak nutritivne vrijednosti 1 proizvodnju Stetnih tvari. To je posebno vazno danas
kada se najCeSce koriste sintetski antioksidansi koji mogu imati i neke $tetne ucinke te je
stoga razvoj i upotreba moénih, ali netoksi¢nih antioksidansa prirodnog podrijetla trenutno

podruéje opseznog istrazivanja (Difonzo i sur., 2021; Cepo i sur., 2018).
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Slika 7. Postupak prerade ploda masline (Ribeiro i sur., (2020);
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)

1.4. Fenolni spojevi

Biljna hrana je bogat izvor fenola, molekula koje mogu djelovati kao antioksidansi i
protuupalne molekule te doprinjeti smanjenoj pojavnosti bolesti srca, smanjenju upale i
ucestalosti karcinoma i dijabetesa, kao i smanjenju stopa mutageneze u ljudskim stanicama.
Ovi ucinci koji su rezultat konzumacije biljnih proizvoda, kao $to su voce, povrée i
mahunarke, uglavnom su povezani s prisutno$¢u fenolnih spojeva. Fenolni spojevi
sintetiziraju se u biljkama dijelom kao odgovor na ekoloske i fizioloSke pojave, kao §to su
napad patogena i insekata, UV zraCenje, mehaniCka oSte¢enja itd. Osnovna strukturna

znacajka fenolnih spojeva je aromatski prsten koji nosi jednu ili viSe hidroksilnih skupina.
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Skupina polifenola ukljucuje jednostavne fenole, kumarine, lignine, lignane, kondenzirane i
hidrolizabilne tanine, fenolne kiseline i flavonoide. Flavonoidi su neki od najces¢ih fenolnih
spojeva, koji su siroko rasprostranjeni u biljnim tkivima i ¢esto su uz karotenoide i Klorofil
odgovorni za njihovu plavu, ljubicastu, Zzutu, narancastu i crvenu boju (Khoddami i sur.,
2013). Obitelj flavonoida ukljucuje nekoliko podgrupa: flavani, flavoni, flavonoli, izoflavoni,
flavanoni, flavanonoli i antocijani (Kurtagi¢, 2017). Svi flavonoidi su derivati aromatskih
aminokiselina, fenilalanina i tirozina i imaju troprstenastu strukturu. Varijacije u strukturi
flavonoida proizlaze iz hidroksilacije, prenilacije, alkalizacije i glikozilacije, reakcija koje
mijenjaju osnovnu molekulu. Fenolne kiseline su druga glavna klasa fenolnih spojeva i
javljaju se u obliku estera, glikozida ili amida, ali rijetko u slobodnom obliku. Varijacije u
gradi fenolnih Kiselina oc€ituju se u broju i polozaju hidroksilnih skupina na aromatskom
prstenu. Fenolne kiseline imaju dvije osnovne strukture: hidroksicimetna i hidroksibenzojeva
kiselina. U derivate hidroksicimetne kiseline ubrajaju se: feruli¢na, kafeinska, p-kumarinska i
sinapinska kiselina, dok se u derivate hidroksibenzojeve kiseline ubrajaju: galna, vanilinska
siringinska i protokatehinska kiselina. Druga velika klasa fenolnih spojeva su fenoli stani¢ne
stijenke. Oni su netopljivi, a pronadeni su u kompleksima s drugim vrstama stani¢nih
komponenti. Dvije glavne skupine fenola stani¢ne stijenke su lignini i hidroksicimetne
kiseline. Ovi spojevi igraju klju¢nu ulogu u stani¢noj stijenci tijekom rasta biljaka, stite¢i ih
od stresa kao $to su infekcije, mehanic¢ko ostecenje i UV zraenje. Tanine mozemo podijeliti u
dvije skupine, hidrolizabilne tanine i kondenzirane tanine. Oni imaju mogucnost stvaranja

oksidativnih  veza s drugim Dbiljnim molekulama (Khoddami i sur., 2013).

Hidroksibenzojeva Hidroksicimetna
Kkiselina Kkiselina

Flavonoidi

Slika 8. Osnovne strukture fenolnih kiselina i flavonoida
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1.5. Pektini

Pektini su sastavni dio slozene smjese heteropolisaharida prisutne u stani¢noj stijenci
visih biljaka. Strukturno, okosnica pektina ukljucuje galakturonsku kiselinu na koju su vezani
neutralni Seceri, $to rezultira funkcionalnim podru¢jima u kojima je esterifikacija ostataka
klju¢na. Pektini utjeGu na mnoge fizioloske procese u biljkama, a i koriste se u brojnim
granama industrije. Spojevi na bazi pektina takoder su obecavajuéi prirodni izvor bioaktivnih
molekula korisnih za zdravlje. Svojstva pektina izazvala su interes za razvojem ucinkovitih
ekstrakcijskin postupaka ovih polisaharida iz prirodnih izvora koriStenjem ekoloski
prihvatljivih protokola koji odrzavaju nativnu strukturu pektina. Povijesno gledano, pektini su
se ekstrahirali iz povréa i voca tijekom obrade hrane. Nusproizvodi proizvodnje sokova, kao
Sto su komina jabuke i kora citrusa, najkorisniji su izvori komercijalnih pektina. Takoder,
otpad od rajcice, mrkve i bundeve koristen je za njihovu ekstrakciju. Zbog Sirokog spektra
njihove primjene u razli¢itim podru¢jima, nove biljne vrste se sve vise istrazuju kao
potencijalni izvori pektina. Pektini su se kroz povijest koristili kao aditivi u prehrambenoj
industriji, poput sredstava za zeliranje, emulgiranje i stabilizaciju i modulatora teksture. Imaju
dobru biokompatibilnost i biorazgradljivost, nisu toksi¢ni i doprinose nasim topljivim
vlaknima u prehrani, jer se u gornjim crijevima ¢ovjeka ne pojavljuju enzimski probavni
pektini. Ipak, na neka svojstva pektina snazno utjecu broj i lokalizacija esterificiranih ostataka
u homogalakturonskom podrucju molekule. Svojstva pektina koriste se i u ne-prehrambenoj
industriji, poput farmaceutske ili kozmeticke industrije. Kao emulgator ili sredstvo za
zgus$njavanje, pektini su prisutni u kozmeti¢kim proizvodima, a takoder su korisni kao
prijenosnici gena ili lijekova. Druge industrijske primjene sugeriraju da su polimeri koji
sadrze pektin prikladni za pripremu biomaterijala za razli¢ite namjene (Millan-Linares i sur.,
2021).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Najnovija znanstvena istrazivanja ukazuju na poboljSana Svojstva per 0s primjene
selena u obliku nanocCestica u odnosu na anorganski selenit koji vrlo Cesto nalazimo u
dodacima prehrani. Glavne prednosti nanoselena u odnosu na selenit su poboljsani
farmakokineticki profil 1 veca terapijska Sirina.

Osnovni cilj ovog rada bio je razvoj zelene sinteze nanocestica selena primjenom
funkcionalnih ekstrakata bogatih polifenolima i pektinima dobivenih iz otpada prehrambene
industrije - komine masline, raj¢ice i mandarine. Konkretno, nizom eksperimenata istrazena je
njihova moguénost funkcionalizacije i stabilizacije nastalih nanosustava.

Specifi¢ni ciljevi ovog rada bili su istraziti utjecaj navedenih ekstrakata na:

e tehnoloske parametre nanoselena (raspodjelu veli¢ine Cestica i zeta potencijal)

e stabilnost nastalih nanosustava

e funkcionalizaciju nanoselena  (postizanje  direktne reduktivne i  antiradikalne

ucinkovitosti)

Dobiveni rezultati doprinijet ¢e razvoju ucinkovitijih i sigurnijih sustava za oralnu
primjenu nanoselena te naporima za povecanje iskoriStavanja otpada prehrambene industrije S
ciljem razvoja proizvoda dodane vrijednosti, poticanja kruzne ekonomije i smanjenja

ekoloskog otiska procesa razvoja nutraceutika.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije i pribor

Ultra-cCista voda

«L-askorbinska kiselina (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska)

Natrijev selenit (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

+Folin-Ciocalteu fenol reagens (Sigma-Aldrich, St. Luis, SAD)

«Natrijev karbonat bezvodni, p.a. (Lach-Ner, Neratovice, Ceska)

+2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijeva sol - ABTS (Sigma-
Aldrich, St. Luis, SAD)

Kalijev persulfat (Sigma-Aldrich, St. Luis, SAD)
*(£)-6-Hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina - Trolox (Sigma, Missouri,
SAD)

*Filter za Spricu (Chromafil xtra PES- 45/25 (0,45um, 25mm))

*Erlenmeyerove tikvice

*Odmjerne tikvice

*Staklene case

«Zlice, stakleni Stapici, Spatule

sLijevci

*Pipete

*Multikanalna pipeta RaininPipet-Lite XLS (Mettler Toledo, SAD)

«Falcon kivete 50ml

*Prozirna mikrotitarska plo¢a s 96 jaZica i ravnim dnom (SARSTEDT AG & Co. KG,
Niimbrecht, Njemacka)

*Obicne kivete

*Kivete za zeta potencijal (Malvern Instruments, Velika Britanija)
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3.1.2. Radni instrumenti i oprema

*Analiti¢ka vaga, AB265-S (Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska)

*Vortex mijeSalica, VTX-3000L Mixer Uzusio (LMS, Tokio, Japan)

*Magnetska mijesalica, MIX 15 eco (2mag AG, Miinchen, Njemacka)

*Centrifuga, Centric 322A (Domel, Zelezniki, Slovenija)

+Dijalizijska membrana D9527-100FT, MWCO 14 000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
«Cita¢ mikrotitarskih plo¢a, Victor X3 (Perkin Elmer, Massachusetts, SAD)

pH-metar, 702 SM Titrino (Metrohm AG, Herisau, Svicarska)

«Zetaseizer Ultra (Malvern Instruments, Velika Britanija)

3.1.3. Plan eksperimentalnog rada

*Koristenje ve¢ gotovih suhih pektina dobivenih iz komine mandarine i rajcice te ekstrakta
komine masline u zelenoj sintezi nanocestica selena

«Ci$c¢enje uzoraka dijalizom

*Analiza veli¢ine Cestica, koncentracije i zeta potencijala (DLS) nanocestica selena na uredaju
Zetaseizer Ultra (Malvern Instruments, Velika Britanija)

*Odredivanje antioksidacijskog potencijala (TEAC i F—C) nanocestica selena

*Pracenje stabilnosti uzoraka ponavljanjem svih mjerenja nakon 2, 5, 9, 20 i 30 dana od

pocetka analize i usporedbom dobivenih rezultata

3.2. Metode

3.2.1. Priprema suhog ekstrakta komine masline

Pri provodenju eksperimentalnog dijela ovog diplomskog rada koriSten je ve¢ gotov
suhi ekstrakt komine masline koji je dobiven prethodno opisanim postupkom (Schauperl,
2020). Ukratko, osusena i prosijana komina masline bez kostica ekstrahirana je sa 60%-tnim
etanolom (EtOH) na 70°C kroz 2h uz protresanje (100rpm). Etanol je uklonjen na rotavaporu,

a ostatak je liofiliziran. Nastali suhi ekstrakt koristi se u zelenoj sintezi nanocestica selena.
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3.2.2. Ekstrakcija pektina iz komina mandarine i rajcice

U provodenju eksperimentalnog dijela ovog diplomskog rada koriSteni su suhi pektini
ekstrahirani iz komine raj¢ice i mandarine koji su dobiveni prethodno opisanim postupkom
(Jagodi¢, 2020). Ukratko, komine rajc¢ice i mandarine ekstrahirane su sa 1% limunskom
kiselinom na 85°C kroz 1,5h u Erlenmayerovoj tikvici, zatvorenoj alu-folijom uz konstantno
protresivanje. Po zavrSetku ekstrakcije smjesa se filtrirala kroz obican filter papir, a dobiveni
filtrat dodan je u dvostruku koli¢inu 96% etanola kako bi se pektini istalozili. Pektini su
talozeni lh na 4°C, a potom izdvojeni iz smjese vakuum filtracijom, te naknadnim
centrifugiranjem u trajanju od 20min pri 39000rcf. Dobiveni pektini podijeljeni su na dva
jednaka dijela. Jedan dio je bio neproci$¢eni pektin, koji se odmah susio, a drugi dio se
dodatno ispirao 63% etanolom pomoc¢u vakuum filtracije, kako bi se uklonile preostale
topljive necistoce 1 dobio procisceni, bijeli pektin koji se tek onda susio. Osuseni sirovi i

procisceni pektini su se potom koristli u zelenoj sintezi nanocestica selena.

3.2.3. Priprema otopina pektina i potrebnih kemikalija/reagenasa

*Priprema 0,05% otopina pektina:

Pripremi se 8 Erlenmeyerovih tikvica od 100ml u koje se odvaze po 15mg osusenih
pektina redom: 1. pektini iz komine mandarine (uzorak M), 2. pro¢iséeni pektini iz komine
mandarine (uzorak Mpr), 3. pektini iz komine mandarine (uzorak Mf), 4. pro¢is¢eni pektini iz
komine mandarine (uzorak Mprf), 5. pektini iz komine raj¢ice (uzorak R), 6. prociséeni
pektini iz komine rajéice (uzorak Rpr), 7. pektini iz komine rajéice (uzorak Rf), 8. pro¢is¢eni
pektini iz komine raj¢ice (uzorak Rprf) . U svaku tikvicu doda se potrebna koli¢ina ultraciste
vode (po 28ml u tikvice oznacene sa M, Mpr, R, Rpr i po 23ml u tikvice oznacene sa Mf,
Mprf, Rf i Rprf). Tikvice se stavljaju na magnetsku mjesalicu na 1200 okretaja i ostavljaju
preko no¢i. Sljedec¢i dan otopine se prebacuju u Falcon kivete od 50ml i centrifugiraju na
3500rpm 5 minuta, vorteksiraju, te ponovo centrifugiraju na 3500rpm 5 minuta. Supernatant

se naglo izlije u tikvice tako da talog ostane u Falcon kiveti.
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*Priprema 1% otopine ekstrakta komine masline:

Izvaze se 400mg gotovog, suhog ekstrakta komine masline u Falcon kivetu od 50ml,
te doda 40ml ultradiste vode. Neposredno prije sinteze nanoSe, otopina se profiltrira kroz

HPLC filter kako bi se uklonile veée Cestice i moguce primjese.

*Priprema 0,1M otopine natrijevoq selenita (Na>SeOsz):

345,8mg Na,SeOs3 otopi se u 20ml vode.

*Priprema 1M otopine L-askorbinske kiseline:
3,524g L-askorbinske kiseline otopi se u 20ml vode. Ovu otopinu potrebno je

pripremiti svjezu prije pocetka analize.

Sastav i koli¢ine kemikalija i ekstrakata potrebnih za izradu uzoraka prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Sastav i koli¢ine potrebnih sastojaka za pripremu uzoraka M, R, Mpr, Rpr, Mf, Rf,

Mprf i Rprf
ukupna

Na>SeO3 L-ask EKM pektin/ | voda/ VI % %

(0.1M)/mL | (AM)/mL | (1 %)/mL | mg mL mL EKM pektina
M 1 1 0 15 28 30 0| 0,05%
R 1 1 0 15 28 30 0| 0,05%
Mpr 1 1 0 15 28 30 0| 0,05%
Rpr 1 1 0 15 28 30 0| 0,05%
Mf 1 1 5 15 23 30 0,17 | 0,05%
Rf 1 1 5 15 23 30 0,17 | 0,05%
Mprf 1 1 5 15 23 30 0,17 | 0,05%
Rprf 1 1 5 15 23 30 0,17 | 0,05%

3.2.4. Sinteza nanocestica selena

U otopine pektina doda se L-askorbinska kiselina i ekstrakt komine masline (samo u
tikvice oznacene sa Mf, Rf, Mprf i Rprf) te kap po kap otopine Na>SeOs prema Tablici 1.
Tijekom dodavanja Na>SeOs otopine postepeno mijenjaju boju u crvenu. Nastale otopine se

mijeSaju na magnetskoj mijeSalici jo§ 20 minuta nakon cega se prebacuju u dijalizijske
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membrane. Dijalizijske membrane su prethodno namocene u vodi preko no¢i i voda je
promijenjena 3 puta. MWCO (eng. Molecular Weight Cut Off) dijalizijskih membrana je
14000 sto znaCi da zadrzavaju sve Cestice i neéistoce vece od 14000kDa. Jedna strana
membrane se zarola i zakaci Stipaljkom, pazljivo se ulije otopina pripremljenog uzorka
(30ml), te drugi kraj membrane ponovo zarola i zatvori Stipaljkom. Postupak se ponovi za
preostalin 7 uzoraka. Otopine u dijalizijskim membranama se uranjaju u ¢ase od 1000ml sa
oko 900ml vode. Dijalizijske membrane je potrebno zakaciti nosaéem za rub ¢ase kako bi bile
jednako udaljene od stijenki ¢aSe i potpuno uronjene u vodu. Dijaliza se provodi preko noci
na magnetskoj mjesalici, kao $to je prikazano na Slici 9. Vodu je potrebno promijeniti 3 puta-

prvi put nakon 30min do 3h, drugi put nakon 4-5h i tre¢i put nakon protekle noci.

Slika 9. Dijaliza otopina nanoselena na magnetskoj mijesalici (Fotografija snimljena tijekom

izvodenja eksperimentalnog dijela diplomskog rada)
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Nakon dijalize, otopine nanoselena se prebace u staklene bocice sa ¢epom i oznace
jednako kao i tikvice u kojima su pripremljeni uzorci (M, Mpr, Mf, Mprf, R, Rpr, Rf i Rprf),

kao $to je prikazano na Slici 10. Uzorci su spremni za analize.

. ‘4: ._‘ ‘3‘:\

L el | Rl P .
Slika 10. Uzorci nanoselena spremni za analize (Fotografija snimljena tijekom izvodenja
eksperimentalnog dijela diplomskog rada)

3.2.5. Odredivanje veli¢ine ¢estica i koncentracije

Jedno od najvaznijih fizickih svojstava pojedinog uzorka je veli¢ina ¢estica. U mnogim
slu¢ajevima, uz mjerenje veliCine Cestica, provodi se i mjerenje koncentracije uzorka koja je
takoder bitno svojstvo za predvidanje ponaSanja tvari, a pogotovo nanomaterijala.

Uredaj koriSten za mjerenje veliCine nanocCestica selena i koncentracije je Zetaseizer Ultra
(Malvern Instruments, Velika Britanija) (Slika 12) sa zelenim laserom valne duljine 532nm, a
tehnika koja je Kkoristena je dinamicko rasprSenje svjetlosti (eng. Dynamic Light Scattering -
DLS). DLS je neinvazivna, to¢na tehnika za mjerenje veliCine, raspodjele veli¢ine molekula i

Cestica dispergiranih ili otopljenih u tekucini i koncentracije Cestica u uzorku. Ovom tehnikom
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moguce je izmjeriti Cestice ¢ak i manje od 1nm pa sve do nekoliko mikrometara. Temelj ove
metode je Brownovo gibanje Cestica ili molekula u suspenziji. Brownovo gibanje je nasumi¢no
gibanje Cestica koje potjeCe od sudara Cestica sa molekulama otapala. Manje Cestice se gibaju
brze, a vece sporije te t0 uzrokuje rasprsivanje laserske svjetlosti razlic¢itog intenziteta. Analizom
ovih fluktuacija intenziteta dobiva se brzina Brownovog gibanja, a time i veli¢ina Cestica uz
pomocu Stokes-Einsteinove jednadzbe (Hallett, 1994).

Prilikom mjerenja veli¢ine nanocCestica selena, u kivetu je otpipetiran po 1 ml svakog uzorka.
Mijerenje veli¢ine Cestica je za svaki uzorak provedeno 3 puta, te ponovljeno nakon 2, 5, 9, 20 i
30 dana od pocetka analize kako bi se pratila stabilnost uzoraka. Uzorci Mf, Rf, Mprf i Rprf su
razrijedeni 40x prije svakog mjerenja, uzorci R i Rpr su razrijedeni 40x 2., 5., 9., 20. i 30. dana
mjerenja, a uzorci M i Mpr 40x 5., 9., 20. i 30. dana mjerenja jer je doslo do zamucenja uzoraka
stajanjem te je, da bi se ostvarili isti uvjeti pri svakom mjerenju bilo potrebno razrijediti uzorke.
Temperatura pri kojoj se provodilo mjerenje bila je 25°C, a intenzitet rasprSene svjetlosti je
mjeren pri kutu od 174,7°. Rezultati su dobiveni pomoc¢u Zetaseizer raGunalnog programa i

interpretirani su kao raspodjela veli¢ine Cestica po intenzitetu.

3.2.6. Mjerenje zeta potencijala

Jezgru koloidne ¢estice u disperziji okruzuje sloj koji se sastoji od dva dijela: sloj
slabo pokretnih iona (unutrasnji, Sternov sloj) te sloj pokretnih iona suprotnog naboja iz
otapala (vanjski, difuzijski sloj). Nabijene dispergirane Cestice putuju u elektricnom polju
prema suprotno nabijenoj elektrodi (elektroforetska pokretljivost). Skupa s ¢esticom giba se i
Sternov sloj i dio vezanih molekula otapala, odijeljen od ostalih molekula otapala plohom
smicanja. Potencijal na udaljenosti plohe smicanja je elektrokineticki zeta potencijal ({). Zeta
potencijal jedan je od najvaznijih parametara koloidnih sustava koji utje¢u na stabilnost. Njegovo
mjerenje donosi detaljan uvid u uzroke disperzije, agregacije i flokulacije i moze se koristiti kako
bi se poboljsala formulacija disperzija, emulzija i suspenzija. Mjerenje zeta potencijala se koristi
u Sirokom spektru industrija ukljucuju¢i farmaciju i medicinu, kao tehnologija koja reducira
vrijeme i cijenu za ispitivanje stabilnosti formulacije (Salopek i sur., 1992). Za mjerenje zeta
potencijala takoder se koristio uredaj Zetaseizer Ultra (Malvern Instruments, Velika Britanija)
uz posebne jednokratne kivete kako bi se gotovo u potpunosti eliminirala mogucnost

kontaminacije uzorka. Kivete se sastoje od spremnika od polikarbonata sa zatvaraCima i
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bakrenim elektrodama oblozenim zlatom. lako su jednokratne, mjerenje se na jednom uzorku
moze provesti i viSe stotina puta. Kao i za mjerenje veli¢ine Cestica i koncentracije, za mjerenje
zeta potencijala se koristi DLS tehnologija. Mjerenje svakog uzorka se ponavljalo 3 puta pri

temperaturi od 25°C, a uzorci su bili nerazrijedeni.

Slika 11. Kiveta DTS1070 za mjerenje zeta potencijala napunjena uzorkom (Fotografija

snimljena tijekom izvodenja eksperimentalnog dijela diplomskog rada)

Slika 12. Uredaj Zetaseizer Ultra koriSten za mjerenje veli¢ine Cestica, koncentracije i zeta
potencijala (Fotografija snimljena tijekom izvodenja eksperimentalnog dijela diplomskog

rada)
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3.2.7. Odredivanje antioksidacijskog potencijala uzoraka TEAC metodom

TEAC (eng. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) je metoda kojom se mjeri
antioksidacijski potencijal odredene supstancije usporedbom sa standardom, Troloxom,
vodotopljivim analogom vitamina E tj. a-tokoferola. Koristi se otopina ABTS (2,2'-azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonat)) radikal kationa (ABTS-+) koja nastaje mijeSanjem otopine ABTS-a
I kalijevog persulfata kao oksidansa. Mjeri se gaSenje apsorbancije ABTS-+ u prisutnosti
antioksidansa pri 734nm na ¢itacu mikrotitarskih ploca, Victor X3 (Perkin Elmer,
Massachusetts, SAD). GaSenje apsorbancije je vece, §to je veéi antioksidacijski potencijal.
Reakcijom sa potencijalnim antioksidansima iz uzorka, plavo-zelena otopina ABTS-+ se
obezboji tj. neutralizira se. Ova metoda ima prednost u odnosu na druge metode za mjerenje
antioksidacijskog potencijala (DPPH i DMPD) zbog topljivosti ABTS radikal kationa i u vodi
i u organskim otapalima, te se moze koristiti za mjerenje antioksidacijskog potencijala i
hidrofilnih i lipofilnih ekstrakata. Osim toga na ABTS radikal kation ne utjece ionska snaga
spojeva pa se moze koristiti u Sirokom rasponu pH vrijednosti (Re i sur., 1999; Miller i sur.,
1993).

Priprema otopina:

« 7mM otopina ABTS radikala: tableta od 10mg ABTS-a otopi se u 2,6ml proc¢is¢ene vode.

+ 1,63mM otopina kalijevog persulfata (K25208): 6,62mg K2S208 otopi se u 5Sml proc¢iséene

vode i nadopuni do 100ml.

Jednak volumen otopine kalijevog persulfata (2,604ml) doda se otopini ABTS radikala.
Nastala otopina ¢uva se u mraku pri sobnoj temperaturi 12-16h dok se reakcija nastanka
ABTS radikal kationa ne zavrsi. Nakon 12-16h mjeri se apsorbancija otopine pri 734nm. Ako
apsorbancija prelazi vrijednost 0,7 = 0,02, otopinu je potrebno razrijediti.

Otopina je razrijedena 25X.

« 1g/L otopina Trolox-a: 5mg Trolox®-a otopi se u 96% etanolu u odmjernoj tikvici od 5ml te

nadopuni do oznake.
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Bazdarni dijagram (Slika 13) izradi se mjerenjem apsorbancije otopina poznatih koncentracija
Trolox®-a u rasponu 3-100 mg/L pripremljenih razrjedivanjem ranije priredene otopine

Trolox-a etanolom.
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Slika 13. Bazdarni dijagram ovisnosti postotka inhibicije (%l) tj. gaSenja apsorbancije 0

koncentraciji Trolox-a (yT)

Provodenje metode:

20uL nerazrijedenog uzorka i 20 uL destilirane vode otpipetira se u jazicu mikrotitarske ploce
te se doda 200 pL razrijedene otopine ABTS radikal kationa. Kontrolni uzorak pripremi se
pipetiranjem 20 pL prociséene vode i 200 pL razrijedene otopine ABTS radikal kationa.
Mikrotitarska plo¢a se najprije postavi na lagano protresivanje kroz 60s u citau
mikrotitarskih plo¢a, a nakon toga se inkubira na 30°C kroz 90s. Po zavrSetku inkubacije,
izmjeri se 1 o¢ita apsorbancija uzoraka pri 734nm.

Mjerenje se za svaki uzorak provodi u kvadriplikatu kao §to je prikazano u Tablici 2.

Dobiveni rezultati izrazavaju se kao postotak inhibicije (%l) ABTS radikala prema jednadzbi:
%I = [(Ao- A1) / Ao] x 100

gdje je Ao apsorbancija razrijedene otopine ABTS kation radikala, a A1 apsorbancija uzorka.

Pomoc¢u bazdarnog dijagrama Trolox-a, vrijednosti antioksidacijskog potencijala uzoraka

izrazavaju se kao ekvivalenti Trolox-a® (Re i sur., 1999).
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3.2.8. Odredivanje ukupnog antioksidacijskog potencijala uzoraka Folin-
Ciocalteu metodom

Folin-Ciocalteu (FC) je standardizirana metoda koja se koristi u rutinskoj kontroli
kvalitete i mjerenju antioksidativnog kapaciteta prehrambenih proizvoda i dodataka prehrani.
Metoda se temelji na reakciji fenolnih spojeva iz uzorka s kolorimetrijskim reagensom (FC) sto
omogucuje mjerenje u vidljivom dijelu spektra. Reakcija predstavlja prijenos elektrona u
alkalnom mediju s fenolnog spoja na fosfomolibdat i fosfovolframat u strukturi FC reagensa.
Reagens se priprema mijeSanjem natrijevog volframata 1 fosfomolibdinske kiseline u
fosfornoj kiselini. Ono $to je potrebno uzeti u obzir pri tumacenju FC testa je to da je reakcija
nespecifi¢na i da drugi oksidacijski supstrati u uzorku mogu interferirati na inhibicijski, aditivni
ili pojacavajuéi nacin. Do inhibicije moze do¢i kao rezultat natjecanja oksidansa s FC reagensom
ili oksidacije zraka nakon Sto je uzorak zaluZen. Zbog toga se FC reagens dodaje prije luZine.
Ucinci aditiva nastaju zbog neocekivanih fenola, aromatskih amina, visoke razine Secera ili
askorbinske kiseline u ekstraktu. Zbog nespecifi¢ne prirode FC metode, rezultat je mjera ukupnih
fenola i drugih oksidacijskih supstrata. Medutim, FC metoda je jednostavna i brza, te se nasiroko
koristi kao dijagnosticki alat za antioksidativni kapacitet ekstrakata biljaka (Ainsworth i
Gillespie, 2007).

FC reagens je zute boje, a dodatkom uzorka koji sadrzi reducirajuce spojeve mijenja boju u
plavo. Njihov sadrzaj u uzorku proporcionalan je vrijednostima apsorbancije koja se mjeri pri

750-765nm.

Priprema otopina:

*10% otopina FC reagensa: 500ul FC reagensa pomijesa se sa 4500ul proc¢is¢ene vode

+700 mM otopina Na,COz: otopiti 3,71g bezvodnog Na>COz u proc¢is¢enoj vodi, zagrijati na

40°C ako je potrebno te prenijeti u tikvicu od 50ml 1 nadopuniti vodom do oznake.

Izradi se bazdarni dijagram galne kiseline (Slika 14) tako da se pripreme razrijedene otopine

galne kiseline od 3g/l — 100g/l, te izmjere apsorbancije.
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A (750nm)

y=0,0052x% + 0,0159

RZ=0,9976

b

y GA (mg/L)

Slika 14. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije mjerene pri 750nm (A) o koncentraciji galne
kiseline (YGA)

Otopine uzoraka pripreme se pipetiranjem 20ul uzorka i 50ul otopine FC reagensa. To se

inkubira 5 minuta na 37°C u ¢ita¢u mikrotitarskih plo¢a, a potom doda 160ul otopine Na2COs i

inkubira jo§ 30 minuta. Ocita se apsorbancija pri 750 nm, a rezultati se izrazavaju kao ekvivalenti

galne kiseline pomoc¢u bazdarnog dijagrama. Svaki uzorak mjeri se u kvadriplikatu, kao Sto je

prikazano u Tablici 2 (Ainsworth i Gillespie, 2007).

Tablica 2. Shema pripreme mikrotitarske ploce za mjerenje antioksidacijskog potencijala
pomoc¢u TEAC i FC metode (B-blank tj. kontrolni uzorak)

1 |2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12
A
B M M M M R R R R
C Mpr | Mpr | Mpr | Mpr | Rpr | Rpr | Rpr | Rpr
D Mf Mf Mf Mf Rf Rf Rf Rf
E Mprf | Mprf | Mprf | Mprf | Rprf | Rprf | Rprf | Rprf
F B B B B
G
H
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3.2.9. Statisticka obrada podataka

Sve su analize provedene u kvadriplikatu. Rezultati su prikazani kao srednje
vrijednosti + standardna devijacija. Za usporedbu rezultata koristena je jednosmjerna analiza
varijance uz provodenje Bonferonijevog post hoc testa. Statisti¢ki znacajna razlika definirana
je za vrijednost p < 0,05. Za provodenje statisticke analize rezultata koriSten je programski

paket GraphPad Prism 8,0 (GraphPad Software LLC).

4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Odredivanje raspodjele velicine Cestica

Vrijednosti veli¢ina nanocestica selena u uzorcima, izmjerene pomocéu uredaja
Zetaseizer Ultra (Malvern Instruments, Velika Britanija) metodom dinamickog rasprsenja
svjetlosti (DLS) izrazene su grafic¢ki kao raspodjela veliCine Cestica po intenzitetu rasprsene
svjetlosti za svaki uzorak sto je prikazano na Slici 15. Mjerenje se za svaki uzorak provodilo u
triplikatu, a graficki prikaz srednjih vrijednosti dobivenih veli¢ina nanocestica selena u
uzorcima prikazan je na Slici 16. Rezultati pokazuju da su u uzorcima prisutne Cestice u
rasponu vrijednosti od 110 do 220 nm. Iz dobivenih podataka moze se vidjeti da su u
uzorcima s pektinima iz komine mandarine prisutne vece ¢estice nego u uzorcima s pektinima
iz komine raj¢ice. U uzorcima koji sadrze procisceni pektin kako komine mandarine tako i
komine rajéice, nanocestice selena su nesto manjih veli¢ina od uzoraka u kojima je koristen
sirovi pektin $to upucuje na to da je upotreba procis¢enog pektina adekvatnija jer nanocestice
manjih veli¢ina pokazuju bolje bioloske u¢inke. Na Slici 17 prikazana je promjena srednjih
vrijednosti veli¢ina nanoCestica selena u uzorcima nakon 2, 5, 9, 20 i 30 dana od pocetka
analize. 1z podataka prikazanih na Slici 17 moze se primijetiti da je u uzorcima s pektinima iz
komine rajcice doslo do skoro zanemarivih promjena vrijednosti veli¢ine ¢estica u odnosu na
prvi dan mjerenja te bi se moglo zakljuciti da su uzorci stabilniji u odnosu na uzorke s
pektinima iz komine mandarine u kojima je doslo do veéih oscilacija u rezultatima u odnosu
na prvo mjerenje. Prema rezultatima prikupljenim tijekom zadnjih godina, nanocestice

raspona veli¢ina od 1 do 100 nm omogucavaju dostavu veée koncentracije bioaktivnih
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spojeva u stanice i tkiva i njihovo duze zadrzavanje u organizmu (Smanjivanjem metabolizma
i izluCivanja bioaktivnih spojeva) kroz usporavanje isporuke na ciljno mjesto (Martinez-
Ballesta i sur., 2018). U literaturi su pronadeni podaci kako veca koncentracija biljnih
ekstrakata vodi ka stvaranju manjih i stabilnijih nanocestica zbog postojanja vece koli¢ine
sredstava za njihovo oblaganje, a u suprotnom moze doé¢i do aglomeracije koja dovodi do
stvaranja agregata i nepozeljna je u proizvodnji nanocestica (Basnet i sur., 2018). Naime, u
literaturi je pronadeno i istrazivanje U kojem je pokazano kako povecanje koli¢ine biljnog
ekstrakta dovodi do poveéanja veliCine nanoCestica. U navedenom istrazivanju Su
sintetizirane nanocCestice srebra metodom zelene sinteze koristenjem ekstrakta biljke Acacia
cyanophylla. Nanocestice s omjerom srebrovog nitrata i biljnog ekstrakta 9:1 bile su najmanje
(86,98 nm), dok su one s omjerom srebrovog nitrata i biljnog ekstrakta 5:5 bile najvece (347,2
nm) (Jalab i sur., 2021). Dobivene vrijednosti veli¢ina nanocesta u uzorcima koji sadrze EKM
(Mf, Rf, Mprf i Rprf) vece su od vrijednosti veli¢ina nanoc¢estica u istim uzorcima bez EKM
(M, R, Mpr i Rpr), sto je u skladu sa zakljuckom navedenog istrazivanja da veca koli¢ina
biljnog ekstrakta doprinosi povecanju veli¢ine nanocestica. Moze zakKljuéiti se da veliina
Cestica ne ovisi samo o koli¢ini sredstava za oblaganje ve¢ i o sastavu smjese tj. 0 vrsti

koriStenog sredstva za oblaganje.
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Slika 16. Graficki prikaz prosjec¢ne veli¢ine nanocestica selena (hnm) u uzorcima M, R, Mpr,
Rpr, Mf, Rf, Mprf i Rprf

Stupci oznaceni istim slovom pripadaju istom statistickom skupu (p>0,05)
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Slika 17. Promjena prosje¢ne veli¢ine nanoCestica selena (nm) u uzorcima nakon 2, 5, 9, 20 i
30 dana od pocetka analize radi procjene stabilnosti uzoraka
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4.2. Odredivanje zeta potencijala

Vrijednosti zeta potencijala oznacavaju stupanj odbijanja izmedu nabijenih Cestica u
disperziji. Visoke vrijednosti zeta potencijala (bilo negativne ili pozitivne) ukazuju na
postojanje visoko nabijenih Cestica u disperziji Sto sprjeCava agregaciju Cestica usljed
elektricnog odbijanja. Ako je zeta potencijal nizak, privla¢nost prevladava odbijanje te je
vjerojatno da u disperziji dolazi do stvaranja koagulata. Vrijednosti zeta potencijala izmedu
+20 1 +40 mV osiguravaju stabilnost sustava i manju sklonost ka agregaciji te povecanju
veli¢ine ¢estica (Samimi i sur., 2019). Dobivene vrijednosti zeta potencijala uzoraka nalaze se
izmedu -29,80 mV i -22,27 mV $to znaci da su disperzije relativno stabilne. Rezultati su u
skladu sa vrijednostima zeta potencijala dobivenim u drugima istrazivanjima gdje su se
koristili biljni ekstrakti u zelenoj sintezi nanocestica selena npr. Alghuthaymi i sur., (2021) su
koristili ekstrakt kore cimeta (Cinnamomum Zeylanicum) u zelenoj sintezi nanoselena, a
vrijednost zeta potencijala je iznosila -28, 6 mV; Mellinas i sur., (2019) su koristili ekstrakt
zrna kakaa (Theobroma cacao) u zelenoj sintezi nanocestica selena i dobili vrijednost zeta
potencijala od —28.6 = 5.3 mV. Moze se primijetiti da nanocestice selena u uzorcima sa
pektinima iz komine raj¢ice imaju zeta potencijal nesSto negativniji od istih u uzorcima sa
pektinima iz komine mandarine $to ih Cini stabilnijima, a to je potvrdeno analizom rezultata
dobivenih mjerenjem zeta potencijala nakon 2, 5, 9, 20 i 30 dana od pocetka analize (Slika
19) sto kominu raj¢ice ¢ini pogodnijom za izolaciju pektina i njihovo Kkoristenje kao
stabilizatore nanocestica. Uzorci s dodatkom EKM ne pokazuju razliCite vrijednosti zeta
potencijala od ostalih uzoraka, sto upucuje na to da EKM ne doprinosi povecanju stabilnosti

uzoraka nanocestica.
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Slika 18. Srednje vrijednosti zeta potencijala uzoraka M, R, Mpr, Rpr, Mf, Rf, Mprf i Rprf
Stupci oznaceni istim slovom pripadaju istom statistickom skupu (p>0,05)
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Slika 19. Promjena prosje¢nog zeta potencijala uzoraka nakon 2, 5, 9, 20 i 30 dana od pocetka
analize radi procjene stabilnosti uzoraka
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4.3. Odredivanje antioksidacijskog potencijala uzoraka TEAC metodom

Cilj provodenja ove metode bio je izmjeriti antioksidacijski potencijal uzoraka te
zakljuciti doprinosi li dodatak EKM njegovom povecanju. Vrijednosti antioksidacijskog
potencijala uzoraka dobiju se tako da se prvo izra¢una postotak inhibicije (% 1) ABTS
radikala prema ranije navedenoj jednadzbi, a potom se pomocu bazdarnog dijagrama Trolox-a
(Slika 13) rezultati izrazavaju se kao ekvivalenti Trolox-a®. Uzorci sa dodatkom EKM (Mf,
Rf, Mprf i Rprf) pokazali su znacajno veci antioksidacijski potencijal u odnosu na uzorke
samo sa pektinima. Vrijednosti antioksidacijskog potencijala uzoraka s EKM izrazene kao
ekvivalenti Trolox-a® nalaze se u rasponu vrijednosti od 19 do 22 mg/L TE. Od uzoraka bez
dodatka EKM, najmanji antioksidacijski potencijal pokazali su uzorci s kominom raj¢ice, R i
Rpr dok su uzorci s kominom mandarine pokazale nesto veée vrijednosti (Slika 20). U
literaturi je pronadeno istrazivanje u kojem je koriSten ekstrakt listova masline (Olea
europaea) u zelenoj sintezi nanoCestica cinkovog oksida (Hashemi i sur., 2016).
Antioksidacijski potencijal uzoraka mjeren je DPPH metodom, a rezultati su pokazali da je on
ovisan o koncentraciji biljnog ekstrakta. Ova analiza pruzila je znanstveni dokaz za visoko
antioksidativno djelovanje ove biljke, sto je u skladu sa rezultatima dobivenim u ovom

diplomskom radu.
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Slika 20. Grafic¢ki prikaz srednjih vrijednosti antioksidacijskog potencijala uzoraka izrazene
kao TE (Trolox Equivalent)
Stupci oznaceni istim slovom pripadaju istom statistickom skupu (p>0,05)
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4.4. Odredivanje ukupnog antioksidacijskog potencijala uzoraka Folin-
Ciocalteu metodom

Sve metode za mjerenje antioksidacijskog potencijala su razli¢ite i tesko ih je
usporedivati jednu sa drugom. Zbog toga, zaklju¢ak o ukupnom antioksidacijskom potencijalu
se ne moze bazirati na rezultatima jedne metode ve¢ je poZeljno koristiti kombinaciju metoda
radi najboljih rezultata (Alahmad i sur., 2021). Cilj provodenja ove metode bio je usporedba
rezultata s rezultatima dobivenim TEAC metodom kako bi se utvrdilo da uzorci s dodatkom
EKM pokazaju ve¢i antioksidacijski potencijal u odnosu na uzorke bez EKM. Rezultati
odredivanja ukupnog antioksidacijskog potencijala uzoraka Folin-Ciocalteu metodom
interpretirani su kao ekvivalenti galne kiseline (Slika 21) pomoc¢u bazdarnog dijagrama
ovisnosti apsorbancije o koncentraciji galne kiseline (Slika 14). 1z dobivenih rezultata vidljivo
je da svi uzorci pokazuju relativno visok antioksidacijski potencijal, ali uzorci s dodatkom
EKM (Mf, Rf, Mprf i Rprf) pokazuju statisticki znacajno veci antioksidacijski potencijal u
odnosu na ostale uzorke. Vrijednosti antioksidacijskog potencijala tih uzoraka nalaze se u
rasponu vrijednosti od najmanje 22 do najvise 28 mg/L GAE. Rezultati su u skladu sa
dobivenim vrijednostima antioksidacijskog potencijala mjerenim TEAC metodom. Zakljucuje
se da je komina masline znacajan prirodni izvor polifenola koji pokazuju visok

antioksidacijski kapacitet te bi bilo korisno iskoristiti je u daljnjim istrazivanjima.
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Slika 21. Grafic¢ki prikaz srednjih vrijednosti ukupnog antioksidacijskog potencijala uzoraka
izrazenih kao GAE (gallic acid equivalents)
Stupci oznaceni istim slovom pripadaju istom statistickom skupu (p>0,05)
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4.5. Procjena stabilnosti uzoraka

Zbog procjene stabilnost uzoraka, mjerenja veliCine Cestica, koncentracije i zeta
potencijala ponovljena su nakon 2, 5, 9, 20 i 30 dana od pocetka analize. Dobiveni rezultati
navedeni su u prethodnim poglavljima. Uzorcima je mjeren pH na pH-metru, 702 SM Titrino
(Metrohm AG, Herisau, Svicarska) prije poéetka svakog mjerenja. pH je jedan od najvaznijih
parametara o kojima ovisi zeta potencijal. S nizim pH povecat ¢e se pozitivan naboj na
povrsini Cestice $to ¢e dovesti do povecanja vrijednosti zeta potencijala (Thakur i sur., 2020).
Uzorci su svih dana mjerenja pokazali priblizno iste vrijednosti pH (oko 4) te je samo kod
uzorka Rpr doslo do nesto veée promjene nakon 20 dana od pocetka analize. Prvog dana
mjerenja pH je iznosio 4,3, a ta vrijednost (+1) se zadrzala do 20. dana mjerenja kada je pH
iznosio 5,21, a 30. dana 5,7. Takoder, uzorci su promatrani i golim okom radi uo¢avanja
potencijalnih promjena u smislu boje, zamucenja, taloga i slicno. Tek 20. dana mjerenja
primije¢eni su aglomerati u uzorku Rpr, a 30. dana mjerenja u svim uzorcima primijecen je
odreden stupanj zamucenja i pojave taloga/vecih Cestica §to upucuje na to da je u uzorcima
doslo do odredenih promjena. Ipak, kako se radi o suspenzijama, pojava taloga stajanjem je

oc¢ekivana pojava te bi se redispergiranjem taloga trebao ponovno dobiti homogen uzorak.

Slika 22. Pojava zamucenja/taloga u uzorku Rpr nakon 20. dana provodenja analiza
(Fotografija snimljena tijekom izvodenja eksperimentalnog dijela diplomskog rada)
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5. ZAKLJUCCI

e Upotreba biootpada u zelenoj sintezi nanocestica selena, a i ostalih metala dala bi
znacajan doprinos iskoriStavanju velike koli¢ine biootpada koja se iz dana u dan sve
viSe generira, a takoder rezultati su pokazali da aktivne sastavnice biootpada poput
bioaktivnih peptida, fenolnih spojeva, karotenoida i prehrambenih vlakana mogu biti
jako korisni nutraceutici.

e Uzorci s pektinima iz komine rajcice pokazali su bolje rezultate u kontekstu manje
veli¢ine Cestica (R=111,77nm; Rpr=110,37nm) i negativnijih vrijednosti zeta
potencijala (R=-29,80mV; Rpr=-28,17mV) sto ih ¢ini boljim i stabilnijim odabirom od
pektina iz komine mandarine.

e Dodatak ekstrakta komine masline uzorcima s pektinima kao stabilizatorima pokazuje
statisticki znacajan doprinos povecanju antioksidacijskog potencijala uzoraka
mjerenog TEAC i FC metodom sto ekstrakt komine masline ¢ini zna¢ajnim prirodnim
antioksidansom korisnim u zelenoj sintezi nanocestica selena (19-22 mg/L TE; 22-28
mg/L GAE).

e U daljnjim istrazivanjima trebalo bi se posvetiti sintezi nanocestica selena manjih od
100 nm koje bi potencijalno imale naglasenije bioloske ucinke i pokazale bolje

rezultate u kontekstu stabilnosti i biodostupnosti.
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8. SAZETAK

Selen je esencijalni kemijski element za zdravlje Zzivih organizama. U obliku
nanocestica selen pokazuje vecéu biolosku djelotvornost i manju toksi¢nost od anorganskog
selenita te jednaku biolosku ucinkovitost, ali smanjenu toksi¢nost od selenometionina. Cilj
ovog diplomskog rada bio je iskoristiti ekstrakte dobivene iz komine mandarine, rajCice i
masline u biogenoj sintezi nanocestica selena.

U ovom radu sintetizirane su nanocestice selena stabilizirane sirovim i pro¢i§¢enim

pektinima dobivenim iz komine mandarine i rajcice, a u polovicu uzoraka dodan je ekstrakt
komine masline kako bi se proucile mogu¢nosti dodatne funkcionalizacije sintetiziranih
nanosustava u smislu poboljsanja antioksidativne aktivnosti.
Dobiveni uzorci karakterizirani su kroz odredivanje raspodjele veli¢ine Cestica,
koncentracije i zeta potencijala (DLS metoda) te odredivanjem reduktivne i antiradikalne
sposobnosti (TEAC i FC metoda). Takoder, analizirana je i stabilnost nanosustava
ponavljanjem mjerenja veli¢ine Cestica, koncentracije i zeta potencijala nakon 2, 5, 9, 20 i 30
dana od pocetka analize.

Uzorci stabilizirani pektinima komine raj¢ice pokazali su manje vrijednosti veli¢ine
Cestica te negativniji zeta potencijal u odnosu na uzorke stabilizirane pektinima komine
madarine. Uzorci funkcionalizirani dodatkom ekstrakta komine masline pokazali su znacajno
vece vrijednosti antioksidacijskog potencijala (primjenom obje koriStene metode) $to pokazuje
da je ekstrakt komine masline mocan prirodni antioksidans primjenjiv u biogenoj sintezi
nanocestica selena. Buduca istrazivanja trebala bi prouciti mogucnosti sinteze nanocestica selena
manjih od 100 nm koje bi potencijalno pokazale bolje bioloske ucinke i vecu stabilnost te

istraziti biodostupnost i druge aspekte bioloskih u¢inaka nastalih nanosustava.
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SUMMARY

Selenium is a chemical element essential for the health of living organisms. In the
form of nanoparticles, selenium shows greater biological effectiveness and smaller toxicity
than inorganic selenite, then also equal biological effectiveness, but reduced toxicity than
selenomethionine. The objective of this graduate thesis was to use the extracts obtained from
the pomace of tangerines, tomatoes and olives in biogenic synthesis of selenium
nanoparticles.

For the purpose of this thesis, synthetised selenium nanoparticles were stabilized using
crude and purified pectins obtained from the pomace of tangerines and tomatoes, while in one
half of the samples olive pomace extract was added in order to study the possibilities of
additional functionalisation of the synthetised nanosystems in terms of improvement of
antioxidative activity. The obtained samples were characterized through determining particle
size distribution, concentration and zeta potential (DLS method), then through determining
reductive and antiradical ability (TEAC and FC method). Also, nanosystem stability was
analysed by repeating the measurements of particle size, concentration and zeta potential after
2,5, 9, 20 and 30 days from the beginning of the analysis.

The samples stabilized by tomato pomace pectins showed smaller particle size values
and more negative zeta potential in relation to the samples stabilized by tangerine pomace
pectins. The samples functionalized with the addition of olive pomace extract showed
significantly greater values of antioxidative potential (using both applied methods) which
indicates that olive pomace extract is a powerful natural antioxidant applicable in the biogenic
synthesis of selenium nanoparticles. Future research activities should study the possibilities
for synthetising selenium nanoparticles inferior to 100 nm, which would potentially show
better biological effects and greater stability, but also explore bioavailability and other aspects

of biological effects of the resulting nanosystems.
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stability was analysed by repeating the measurements of particle size, concentration and zeta potential after
2, 5,9, 20 and 30 days from the beginning of the analysis. The samples stabilized by tomato pomace pectins
showed smaller particle size values and more negative zeta potential in relation to the samples stabilized by
tangerine pomace pectins. The samples functionalized with the addition of olive pomace extract showed
significantly greater values of antioxidative potential (using both applied methods) which indicates that olive
pomace extract is a powerful natural antioxidant applicable in the biogenic synthesis of selenium
nanoparticles. Future research activities should study the possibilities for synthetising selenium nanoparticles
inferior to 100 nm, which would potentially show better biological effects and greater stability, but also
explore bioavailability and other aspects of biological effects of the resulting nanosystems.
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