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1. Uvod

1.1. Selen

1.1.1. Bioloske uloge i status

Selen (Se) je prvi put otkrio Svedski kemicar Jons Jacob Berzelius 1817. godine. To je
polumetalni element koji pripada istoj skupini u periodnom sustavu kao sumpor i Kisik. Selen
je esencijalni mikronutrijent koji se u prirodi nalazi u tragovima u organskom i anorganskom
obliku. Nalazi se u tlu i hrani kao §to su zitarice, povrée, mlijeko, meso i jaja. (Finley, 2006.)
Njegova koncentracija varira ovisno o geografskoj lokaciji. Deficijencija je rijetka u SAD-u i
Kanadi, ali neki dijelovi svijeta kao §to su Novi Zeland, Kina i Rusija imaju znatno niZe razine
selena u tlu i hrani. Prema novim istrazivanjima deficit selena zahvaca vise od 15% populacije.

(Zhou i sur.,2020.)
1.1.2. Spojevi selena u hrani

Prehranom se najviSe unosi selenometionin. Razgraduje se na aktivne metabolite kao §to su
vodikov selenid (H>Se) i metanselenska kiselina (CHzSeO2H). (Avery i Hoffmann, 2019.) Za
tijelo je iskoristiviji organski selen koji se uglavhom nalazi u obliku selenometionina (SeM) i
selenocisteina (SeC). Najzastupljenije vrste anorganskog selena su selenit (SeOs*) i selenat
(Se04%"). (Sun i sur., 2023.) Ima usku terapijsku §irinu te pri neadekvatnoj primjeni moze do¢i
do nuspojava. Stoga se suplementacija preporucuje samo pojedincima s neadekvatnim statusom
selena. (Rayman, 2012.)
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Slika 1. Strukture najzastupljenijih organskih i anorganskih oblika selena u namirnicama

(izradeno u programu ChemSketch)

1.1.3. BioloSke uloge u organizmu

Selen posjeduje antioksidativna, antimikrobna, imunoregulatorna, hipoglikemijska i
antikancerogena svojstva, a vazan je i za za regulaciju hormona $titnjace. Takoder je dokazano
da povoljno utje¢e na ravnotezu intestinalne mikrobiote. Studija Andersen i sur. ( 2018. )
razmatra utjecaj selena i selenoproteina na upalne procese u crijevu i mikrobiotu. Selen zbog
svojih antioksidativnih svojstava, moZe modulirati crijevnu mikrobiotu 1 smanjiti upalne
procese u crijevima. Nadalje, istiCe se kako selen mozZe podrzati rast dobrih bakterija u

crijevima, §to moze imati pozitivan utjecaj na cjelokupno zdravlje i raznolikost mikrobiote.

U tijelu se ugraduje u proteine kao 21.aminokiselina. Ugradnja ovog elementa u takozvane

selenoproteine je klju¢ njegovog imunomodulatornog djelovanja.

Imunomodulatorni u¢inak selena se ocituje preko povecanog izlucivanja citokina te time
pojacavanje proliferacije T-limfocita. Takoder, pozitivno utjeCe na fagocitne sposobnosti i
pokretljivost makrofaga, poti¢e prelazak proupalnih M1 makrofaga u protuupalne M2. (Sun i
sur., 2023.) Selenoproteinski enzimi povezani s imunoloskim funkcijama ukljuc¢uju GPX,
TXNRD, DIO, MSRB1 i SPS2. (Avery i Hoffmann, 2019.)

Selen smanjuje lipidnu peroksidaciju i ostecenje tkiva neutraliziranjem ROS-ova. Kao kofaktor

glutation peroksidaze, selen omogucava pretvorbu hidroperoksida u hidroksilne masne kiseline,



¢ime ogranicava lipidnu peroksidaciju uzrokovanu slobodnim radikalima i smanjuje oksidativni
stres. Visoke koncentracije ROS-ova u krvotoku uzrokuju oste¢enje DNK i oksidativni stres u
stanicama. Kada je sadrzaj antioksidansa nizak ili su razine ROS-a visoke, stanice postaju
sklone oksidativnom stresu. Selen moze sprijeciti prekomjerno stvaranje ROS-a, ocuvati redoks

stanje stanica i suzbiti oksidativni stres. (Sun i sur., 2023.)

Insuficijencija selena u organizmu povecava rizik razvoja kardiovaskularnih bolesti, bolesti

stitnjace, imunodeficijencije, AIDS-a i raka.

Selen igra klju¢nu ulogu u sintezi hormona $titnjace. Brojne studije su pokazale da adekvatan
unos selena moze smanjiti rizik od razvoja autoimunih bolesti Stitnjace, kao Sto su Hashimotov
tireoiditis 1 Gravesova bolest. (Van der Reijden i sur., 2015.) Suplementacija selenom moze
znacajno smanjiti koncentraciju antitijela na tiroidnu peroksidazu kod pacijenata s autoimunim
tireoiditisom, $to ukazuje na njegovu potencijalnu terapijsku vrijednost. Pored toga, selen je
vazan za pravilno funkcioniranje enzima dejodinaza, koji su kljuéni za aktivaciju i deaktivaciju

hormona Stitnjace.

Trenutna istrazivanja pokazuju nekonzistentne rezultate o utjecaju statusa selena na smanjenje
rizika od raka i dijabetesa. Hipoteza da osobe s viSom razinom selena u krvi imaju manji rizik
od raka prostate nije potvrdena. (Vinceti i sur., 2018.) Na Slici 2. prikazana je U-krivulja koja
opisuje kompleksan odnos doze 1 ucinka selena kod raka i dijabetesa. Pretpostavlja se da
antioksidacijska svojstva selena smanjuju ostecenja DNA 1 stanica, Cime se smanjuje rizik od
raka kod manjka selena u krvi. Takoder, ako je ve¢ doslo do formiranja tumora, visak selena
moze zastititi stanice raka od apoptoze uzrokovane ROS-ovima. U slu¢aju kada je dnevni unos
selena veci od preporucene doze, prooksidativni ucinci anorganskog selena mogu imati
mutageni ucinak 1 uzrokovati tumore jetre. Ekspresija nekoliko selenoproteina s protuupalnim
i antioksidacijskim ucincima, potaknuta unosom anorganskog selena u optimalnim dozama,

moze pomo¢i u sprje¢avanju karcinogeneze jetre. (Constantinescu-Aruxandei i sur., 2018.).
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Slika 2. U-krivulja doze i u¢inka selena (izradeno u programu Microsoft Paint)

1.1.4. Inovativni oblici selena za per os primjenu

Terapijska uloga selena je prepoznata 1957. kada je otkriveno da suplementacija malom dozom
moze smanjiti stopu nekroze jetre kod Stakora. (Wang i sur., 2017.) Tradicionalni oblici
suplementacije ukljucuju soli selena, aminokiseline i obogacene kvasce. Takoder se koristi
obogaceno povrce iz porodice Brassicaceae, sjemenke se uzgajaju u okoliSu bogatim natrijevim

selenitom te ga tijekom razvoja konvertiraju u SeMet.

Primjer inovativnih oblika su nanoCestice selena i selenizirani polisaharidi. Glavne
karakteristike tih oblika su sporije oslobadanje, manja toksi¢nost, ciljano i kontrolirano
djelovanje te smanjen broj nuspojava. lako novi oblici nisu jo$ u Sirokoj upotrebi, oni su
prirodno dostupni i u tradicionalnim oblicima suplementacije. Nanocestice su pronadene u
obogacenim kvascima, a selenizirani polisaharidi u biofortificiranim  gljivama.

(Constantinescu-Aruxandei i sur.,2018.)

1.2.  Nanocestice

Nanodestice su tvari kojima je raspon veli¢ina od 1 do 1000 nm u 2 ili 3 dimenzije. Te su

Cestice stabilne i imaju veliku povrSinu. (Ferrari i sur.,2023.) Nanotehnologija je jedno od
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najvecih postignuca 21.stoljec¢a. Ima primjenu u tehnologiji, medicini, prehrambenoj industriji,
poljoprivredi itd. (Altammar, 2023.) Za Siroku primjenu su zasluzni visoka varijabilnost

fizikalnih i kemijskih svojstava te moguc¢nost manipulacije istima.

Prema obliku, veli¢ini i kemijskim karakteristikama svrstavaju se u naredne skupine: ugljicne,
metalne, keramicke, poluvodicke, lipidne i polimerne nanoCestice. (Altammar, 2023.) Po
metodi izrade dijele se na nanosfere i nanokapsule. Nanokapsule su ¢estice kod kojih je lijek
zatvoren u Supljini okruZzen polimernim matriksom, dok se Cestice kod kojih je lijek uklopljen
ili adsorbiran na povrSinu nazivaju nanosfere. Ciljevi u dizajniranju nanocestica kao sustava
dostave su kontrola veli¢ine Cestica, povrsinskih svojstava i oslobadanje farmakoloski aktivnih
tvari kako bi se postiglo ciljano djelovanje lijeka na terapijski optimalan nacin u odredenoj
lokaciji. Liposomi se istrazuju kao potencijalni nosaci s jedinstvenim prednostima, ukljuc¢ujuci
zastitu lijekova od degradacije, ciljano mjesto djelovanja i smanjenje toksi¢nosti ili nuspojava,
njihova primjena je ogranicena zbog poteskoca kao $to su niska u¢inkovitost inkapsulacije, brzo
otpustanje vodotopivih sastojaka liposoma i losa stabilnost skladiStenja. S druge strane,
prednosti polimernih nanokapsula u odnosu na liposome su povecana stabilnost

lijekova/proteina i kontrolirano oslobadanje. (Mohanraj i Chen, 2006.)

Prednosti koriStenja nanocestica kao sustava dostave lijeka ukljucuju: kontrolirano oslobadanje
lijeka tijekom prijevoza i na mjestu lokalizacije, povecanje terapijske ucinkovitosti i smanjenje
nuspojava, visok utovar lijeka bez kemijskih reakcija, te moguénost ciljanog usmjeravanja na
odredenu lokaciju pri¢vr§¢ivanjem liganda za usmjeravanje ili koriStenjem magnetske vodilice.
Sustav se moZe koristiti za razli¢ite nacine primjene, ukljucujuéi oralnu, nazalnu, parenteralnu,

intraokularnu itd. (Mohanraj i Chen, 2006.)

Neki nedostatci koji su posljedica svojstava nanocestica su agregacija, potencijalna toksicnost,
opsonizacija i1 nekontrolirano i1 naglo otpustanje lijeka. Za prevenciju agregacije je vazan zeta
potencijal, elektriéni potencijal Cestica. Cestice kojima je zeta potencijal manji od -30 mV ili
veci od +30 mV pokazuju stabilnost u suspenziji jer povrsinski naboj onemogucava agregaciju.
Toksi¢nost moze biti posljedica slucajnog inhaliranja lijeka te posljedicna upala, fibroza i
nekroza pluénog tkiva. Nadalje, moZe do¢i do agregacije i nakupljanja nanocestica u tkivima
kao §to su jetra, bubrezi i mozak. (Najahi-Missaoui i sur, 2021.) Opsonizacija predstavlja
vezanje opsonina na nanocesticu pri ¢emu oni postaju meta naseg imunoloskog sustava,

odnosno fagocita. Na to se moze utjecati promjenom omjera hidrofobnih i hidrofilnih molekula



na povrSini nanocestica. Brzo pocetno oslobadanje ili ,,burst effect* uglavnom je pripisan slabo
vezanom ili adsorbiranom lijeku na veliku povrSinu nanocestica. Promjenom metode adsorbcije

lijeka moze se utjecati na profil oslobadanja. (Mohanraj i Chen, 2006.)

Nanocestice metala i metaloida predstavljaju znacajno podrucje istrazivanja zbog svojih
jedinstvenih fizikalnih, kemijskih i bioloskih svojstava. Metalne nanocestice, poput srebrnih,
zlatnih 1 bakrenih nanocestica, te metaloidne nanocestice, poput selenovih i silicijskih
nanocestica, pokazuju veliki potencijal u razli¢itim primjenama, od medicinske terapije do
industrijskih procesa. Srebrne nanocestice, primjerice, primjenjuju se zbog svojih
antimikrobnih svojstava, koja ih Cine idealnima za upotrebu u medicinskim uredajima i
premazima za povrsine koje zahtijevaju sterilnost. (Rai i sur., 2009) S druge strane, zlatne
nanocestice nalaze Siroku primjenu u dostavi lijekova zahvaljujuéi njihovoj biokompatibilnosti
i moguénosti funkcionalizacije. (Dreaden i sur., 2012) Opcenito, metalne i metaloidne
nanocestice pruzaju nove mogucénosti za poboljSanje postojecih tehnologija i razvoj novih
terapijskih moguénosti. Njihova jedinstvena svojstva omogucuju primjenu u raznovrsnim
podrucjima, ali takoder postavljaju izazove u pogledu sinteze, stabilnosti i biokompatibilnosti.
Daljnja istrazivanja usmjerena na razumijevanje interakcija ovih nanocestica s bioloskim

sustavima klju¢na su za njihovu sigurnu i uc¢inkovitu primjenu.
1.2.1. Nanocestice selena

Nanocestice selena sadrze selen u elementarnom obliku (Se?) i istrazuju se zbog svojih
svojstava u nanomaterijalima i medicini. Selen je znafajan u nanomaterijalima zbog svojih
poluvodickih, fotoelektriénih i kataliti¢kih svojstava (Sowmya i sur., 2023.). U medicinskom
podrucju, koristi se zbog vece biodostupnosti, moguénosti modifikacije svojstava i smanjene
toksicnosti. Glavni problem je nestabilnost elementarnog selena i njegov prelazak u inaktivni
oblik. Cestice se mogu stabilizirati pektinima, kitozanima, polisaharidima, proteinima itd., a

odabir stabilizatora utjece na njihova svojstva i oslobadanje u organizmu.

Nanodestice Se sintetiziraju kemijskim, fizikalnim i biogenim metodama. Fizikalna metoda se
naziva 1 ,,top-down®, a kemijska i bioloska ,,bottom-up*. ,,Top —down* pristup znaci da je
polazna molekula ve¢a od nanocestica te da se njenim fragmentiranjem dobije nanocestica. u
,bottom-up*“ metodi polazne Cestice su male molekule i atomi, ¢ijim se spajanjem stvaraju
nanostrukture. (Altammar, 2023.) Fizikalna sinteza ukljucuje metode kao §to su laserska

ablacija i ultrazvucno zracenje (Karthik i sur., 2024.) Kemijska sinteza koristi antioksidanse,
6



izvor selena i stabilizator nanocCestica. (Constantinescu-Aruxandei i sur., 2018.) Biogena
sinteza, popularna zbog isplativosti i niske toksi¢nosti, koristi mikroorganizme i biljke za

stvaranje nanocestica. (Sowmya i sur., 2023.)

Nanocestice selena se istrazuju zbog svoje moguce terapijske primjene u lijeCenju
Alzheimerove bolesti, tumora, oStecenja jetre i antibiotske rezistencije. (Karthik i sur., 2024.)
Alzheimerova bolest je neizljeciva bolest koja je vodeci uzrok demencije. Uzrok bolesti je
nepoznat, ali smatra se da oksidativni stres moze pridonijeti razvoju. (Scheltens i sur.,2022.) U
Alzheimerovoj bolesti, Nanocestice selena mogu neutralizirati slobodne radikale u mozgu,

sprjecavajuci oStecenje tkiva (Scheltens i sur., 2022.).

S porastom bakterijske rezistencije na antibiotike intenzivno se istrazuju nove molekule za
lijecenje infekcija. Nanocestice zbog svoje veli¢ine imaju moguénost prodiranja i narusavanja
biofilmova i membrana patogena. To je posebno vazno budu¢i da se mikrobna rezistencija esto
javlja putem obrambenih mehanizama stani¢ne stijenke i membrane. Povecane koncentracije
Se iona razbijaju stanine stijenke i naruSavaju integritet stanicne membrane, mijenjajuci
intracelularnu homeostazu, $to rezultira smréu mikroba. (Karthik i sur., 2024.) Provedeno je
istrazivanje u kojem je dokazan sinergisti¢ki u¢inak nanocestica selena i lizozima u obliku
nanohibrida. Lizozim je enzim prirodno prisutan u tijelu koji igra vaznu ulogu u obrani od
patogena. Ucinak je ispitan na sojevima Escherichia coli i Staphylococcus aureus. (Vahdati i
sur., 2020.)

Nanocestice selena se takoder koriste kao nosaci za dostavu antikancerogenih lijekova, koriste¢i
patofiziologiju tumorskih stanica. Nanocestice selena se bore protiv tumorskih stanica
sprjeCavanjem rasta stanica, neutraliziraju¢i karcinogene, obnavljaju¢i imunoloski sustav i
poticu¢i apoptozu. Manje Cestice imaju jaci antiproliferativni uc¢inak zbog vece proizvodnje

ROS-ova. (Sowmya i sur., 2023.)

U dijabetesu, Nanocestice selena mogu smanjiti oksidativni stres uzrokovan produljenom
hiperglikemijom preko SOD, CAT i GSH-Px koji su klju¢ni obrambeni mehanizmi organizma.
(Karthik i sur., 2024.) U radu Karthik i sur. (2024.) prikazano jer da nanocestice imaju bolji

uc¢inak od drugih oblika selena koji su ispitani.

Funkcionalizacija povrSina nanocestica bioaktivnim tvarima omogucava nanoCesticama da

sluze kao ucinkoviti nosaci bioaktivnih molekula, poput lijekova, gena i proteina. Ovaj proces
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ukljucuje kemijsku modifikaciju povrSine nanocestica kako bi se omogucilo vezivanje
specificnih molekula koje mogu ciljano djelovati na odredene stanice ili tkiva. Nanocestice
funkcionalizirane polimerima, peptidima ili antitijelima mogu specifi¢no prepoznati i vezati se
za receptore na povrsini ciljnih stanica, ¢ime se povecava ucinkovitost i smanjuju nuspojave
terapije. Osim toga, povrSinska funkcionalizacija moze povecati stabilnost nanocestica u
bioloSkim tekucinama i sprijeciti njihovu brzu eliminaciju iz tijela. Kroz optimizaciju tih
funkcionalizacija, nanocestice mogu biti dizajnirane za kontrolirano oslobadanje bioaktivnih
tvari, omogucavajuéi preciznu i dugotrajnu terapiju. Ovaj pristup ima potencijal za znacajno
poboljsanje tretmana raznih bolesti i predstavlja vazan korak prema personaliziranoj medicini.

(Ahmad i sur., 2022.)

Karakterizacija nanocestica selena je kljuéna zbog njihove Siroke primjene i visoke bioloske
aktivnosti. Metode kao $to su XRD, UV-vis spektroskopija, TEM, SEM i DLS koriste se za

analizu veli¢ine, oblika i stabilnosti ¢estica. (Sowmya i sur., 2023.)

1.3. Pektini

Polisaharidi biljaka se mogu podijeliti na Skrobne derivate i neskrobne polisaharide. Neskrobni
polisaharidi su glavne gradivne jedinice stani¢ne stijenke biljaka. Predstavnici te skupine su
celuloze, hemiceluloze i pektini. (Dranca i Oroian, 2018.) Pektini su kompleksni polisaharidi
koji se nalaze u stani¢nim stijenkama biljaka i igraju vaznu ulogu u razvoju i obrani biljke od
vanjskih utjecaja. (Ridley,2000.) To su makromolekule s varijabilnim sastavom i velikom
molarnom masom. Zajedni¢ke strukturne karakteristike pektina su kostur graden od
homogalakturonana, ramnogalakturonana 1, ramnogalakturonana Il i ksilogalakturonana.
Osnovna struktura pektina je prikazana na Slici 3. Prema Organizaciji za hranu i poljoprivredu,
struktura pektina mora sadrZavati > 65% galakturonske kiseline. Homogalakturonan ¢ini 65%
ukupnog pektina i sastoji se od linearnog homopolimera galakturonske kiseline djelomi¢no
esterificiranog metil esterima (a.1-4 vezani) na polozaju C-6 te acetil esterima na polozajima O-
2 i/ili O-3. Ramnogalakturonan I ¢ini 20-35% pektina i sastoji se od ponavljaju¢ih disaharida
sastavljenih od ostataka galakturonske kiseline i ramnoze. Ramnogalakturonan II ¢ini manje od
10% pektina i ima osnovu sastavljenu od galakturonske kiseline (7-9 jedinica), a slozene grane
sadrze 12 vrsta monosaharida. Ksilogalakturonan ¢ini manje od 10% pektina i ima visoko

slozenu razgranatu strukturu povezanu p-glikozidnom vezom s galakturonskom kiselinom na



polozaju O-3 u homogalakturonanu. Pektini se dijele na visoko i nisko esterificirane. (Freitas i
sur., 2021.)

HG RG | RG XGA
OD-Gyalacturon:c acid OL-Rhamnose OD-AP‘.ose Ob-Xylose OD-DMA -
Oo-.«gtm/l ester O D-Galactose @Bora‘te .D-Gy!ucuron:c acid .L-Aceﬁc acid
O O—ace‘t}yl ester O L-Arabinose OL-Fquse @L-Gp\lactose .l(do -

+ D-Dha = S»Jeow-b-lyxo-l—he‘etuloso\rlc acid «+ Kdo = 3—J¢oxy-b—mamo-l—oc‘tu|oson§c acid

Slika 3. Prikaz strukture pektina (izradeno u programu Excalidraw)

Jedno od svojstava pektina je sposobnost da stvaraju gelove. Visoko esterificirani pektini

stvaraju gelove pri pH<3.5, a nisko esterificirani u pH rasponu od 2 do 6, uz dostatnu koli¢inu

kationa. (Freitas i sur., 2021.)

Usprkos sli¢nostima pokazuju brojne funkcionalne razlicitosti, zbog ¢ega su predmet brojnih
istrazivanja. Strukturne razlike poti€u od izvora pektina, oblika ekstrakcije, stupnja
esterifikacije, prisutnosti ferulicne kiseline i proteina, itd. Identifikacija i karakterizacija
strukture se uglavnom provodi masenom spektroskopijom, NMR-om, HPLC-om ili
elektroforezom. (Freitas i sur., 2021.)

Glavni industrijski izvori pektina su kora citrusa i jabuke. Nusprodukt proizvodnje soka od
jabuke i citrusa se susi te se iz njega izoliraju pektini. Prednost citrusa je $to sadrze vecu koli¢inu
pektina. (Dranca i1 Oroian, 2018.) Moderna industrija istrazuje mogucnosti ekstrakcije pektina
iz nusprodukata prehrambene industrije. Provedena je ekstrakcija iz komine masline, banane,
lubenice, kave, itd. Pomno se istraZzuje mogucnost ekstrakcije pektina iz komine rajcice i mrkve

jer su to vazne namjernice u nekim dijelovima svijeta.
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Slika 4. Shema postupka izolacije pektina iz kore mandarine (izradeno u programu Excalidraw)

Slika 4. prikazuje proces izolacije pektina iz komine mandarine. Komina masline se dobije
mehanickim tijeStenjem plodova tijekom proizvodnje ulja. Bogata je hranjivim tvarima te se
koristi kao gnojivo. Najvrjedniji dio komine su fenolne frakcije koje ¢ine 98% ukupnih fenola
ploda. Te frakcije su oleuropein, luteolin 1 hidroksitirozol i vazne su zbog svojih

antioksidativnih svojstava. (Coimbra i sur., 2010.)

Rajcica se koristi za proizvodnju pelata, koncentrata, umaka i sokova. Kominu rajéice ¢ini kora,
sjemenke 1 dio pulpe. Bogata je proteinima, vlaknima, likopenima i pektinima. Pektini ¢ine oko

8% suhe mase te komine. (Dranca i Oroian, 2018.)

Tradicionalne metode ekstrakcije ukljucuju obradu materijala kako bi se sprijecila razgradnja
pektina 1 razmnoZavanje bakterija. Ekstrakcija se provodi s mineralnim kiselinama uz povisenu
temperaturu. Brojna istraZivanja su proucavala mogucénosti optimizacije promjenom vrste
kiseline, pH i vremena ekstrakcije. Zakljuc¢eno je da je limunska kiselina prihvatljivije otapalo
od jakih kiselina. Neka od mogucih objasnjenja su pretjerana razgradnja pektina 1 velika

kolicina otpadnih otapala. (Coimbra 1 sur., 2010.)

Procvat zelene tehnologije je rezultirao razvojem novih metoda kao Sto su mikrovalna,
enzimska i ultrazvucna ekstrakcija. (Freitas i sur., 2021.) Te su metode sofisticiranije i teze za
provodenje od tradicionalnih, ali ostavljaju manji trag na okolis. Danas je velik broj istrazivanja

usmjereno na optimiziranje tih metoda.
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Pektini imaju $iroku primjenu u prehrambenoj industriji gdje se koriste za geliranje,
emulgiranje, stabiliziranje i kao biorazgradivo pakiranje hrane. Sposobnost emulgiranja raste s
koli¢inom proteina u pektinu, brojem acetiliranih skupina te takoder ovisi o pH i molekularnoj
masi. Kao biorazgradivo pakiranje moze imati razliCite namjene, moze se kombinirati sa
sladilima, zelatinom, $krobom, askorbinskom kiselinom, itd. s ciljem produzivanja roka trajanja

namirnica. (Freitas i sur., 2021.)

Ve¢ spomenuta svojstva pektina kao sto su geliranje u kiselom mediju, velika molekulska masa
i bioaktivna svojstva reaktivnih domena rezultirala su primjenom pektina u biomedicinskom
podrucju. Posebno je zanimljiva primjena pektina u preparatima za mrsavljenje i kod snizavanja
kolesterola. Geliranje pri niskom pH pridonosi osjecaju sitosti te olakSava gubitak tjelesne
mase. Svojstva snizavanja razine kolesterola u krvi se pripisuju molekularnoj masi, viskoznosti,
alkilaciji i acetilaciji. Takoder se mogu u obliku hidrogelova koristiti za oblaganje rana kako bi
se ubrzalo zarastanje. (Freitas i sur., 2021.) Imaju velik znacaj u oblikovanju lijekova. Pektini
se koriste u izradi matriksa lijekova s kontroliranim oslobadanjem i kao sredstva za oblaganje.
Acidorezistentni su i otporni na probavne enzime te omogucuju dostavu lijekova u kolon. U
kolonu se razgraduju pod utjecajem pektolitickih enzima i posljedi¢no dolazi do otpustanja

lijeka iz matriksa. (Chandel i sur.,2022.)
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Selen je esencijalan nutrijent, a njegov nedostatan unos hranom i vodom relativno je Cest u
op¢oj populaciji. Stoga se selen Cesto koristi kao jedna od esencijalnih sastavnica dodataka
prehrani i to uglavnom u obliku anorganskih soli koje karakterizira vrlo uska terapijska $irina.
Zbog navedenog se sve veéi napori ulazu u razvoj inovativnih oblika selena za peroralnu
primjenu, medu kojim se u posljednje vrijeme sve viSe istrazuje elementarni selen u obliku
nanocestica kojeg karakterizira manja toksi¢nost i bolja bioraspolozivost. Dodatna prednost
primjene selena u obliku nanocestica je Cinjenica da se povrSinu nanocestica moze na
jednostavan nacin funkcionalizirati drugim bioloski aktivnim spojevima (¢ime se $iri spektar

mogucih terapijskih u¢inaka inovativnog pripravka).

Glavni cilj ovog rada bio je razviti postupak zelene sinteze nanocestica Se, istraziti mogucnosti
funkcionalizacije njihove povrsine prirodnim antioksidansima i to na nacin da se kao pomoc¢ne
tvari u sintezi koriste isklju¢ivo spojevi koje je moguce jednostavnim i zelenim postupcima
izolirati iz prehrambenog otpada. Dodatni ciljevi rada bili su istraziti na koji nacin proces
probave utjece na fizikalno-kemijska svojstva inovativnih formulacija te njihovu reduktivnu

sposobnost.

Dobiveni rezultati pridonijet ¢e trenutnim saznanjima o moguénostima odrzivih postupaka
formulacije visokovrijednih oblika selena za peroralnu primjenu, koji se u potpunosti uklapaju
u koncepte kruzne ekonomije, a moguce rezultiraju razvojem inovativnih oblika nutraceutika

za peroralnu primjenu poboljSanih biofarmaceutskih svojstava.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije i pribor

Natrijev selenit (Sigma-Aldrich, SAD)
(L)-askorbinska kiselina (Gram-mol, Hrvatska)
Kalijev klorid (Gram - mol, Hrvatska)

Kalijev dihidrogenfosfat (Kemika, Hrvatska)
Natrijev hidrogenkarbonat (Lach-Ner, Ceska)
Natrijev klorid (Kemig, Hrvatska)

Magnezijev klorid heksahidrat (Merck, Njemacka)
Kalijev persulfat (Fisher Scientific, SAD)

ABTS (Sigma-Aldrich, SAD)

Folin-Ciocalteu reagens (Sigma-Aldrich, SAD)
Bezvodni Na,COs (Lach-Ner, Ceska)

Standard Se 1000 mg/L (Sigma Aldrich, Njemacka)
Dusic¢na kiselina (HNO3) 65% (Kemika, Hrvatska)
Ultracista voda (MiliQ H20)

Falcon Kkivete

Tikvice s okruglim dnom

Eppendorf kivete

Odmjerne tikvice

Staklene case

Multikanalna pipeta

Staklene vijale

Mikrotitarska ploc€ica s 96 jazica (Thermo Fisher Scientific 130188, SAD)
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3.1.2. Instrumenti i oprema

Analiticka vaga, Metler Toledo AB265S

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

Vortex mijesalica, tip VTY-3000L (UZUSIO, Japan)

Inkubator (Inko, Hrvatska)

Rotavapor (Buchi , Svicarska)

Zetasizer 3000 HS (Malvern Instruments, Velika Britanija)

Cita¢ mikrotitarskih plo¢ica (Multimode Plate Reader — Victor X3, Perkin Elmer, SAD)
Atomski apsorpcijski spektrometar AAnalyst 800 (Perkin EImer Instruments, SAD)

3.1.3. Priprema reagensa

Otopina L-askorbinske kiseline (1 M): - izvaze se 1,762 g L-askorbinske i otopi u 10 mL
ultraciste vode

Otopina NazSeOs (0.1 M)- 172,9 mg Na2SeOs se otopi u 10 mL ultradiste vode.

Otopina pektina (5 g/L) - 15 mg pektina izvaze se direktno u Erlenmeyerovu tikvicu od 50
ml, doda se potrebna koli¢ina ultraciste vode i zatvori parafilmom. Postaviti na magnetsku
mijesalicu 1 ostaviti preko noci.

1% otopina HNOs - razrijedi se 2,5 ml koncentrirane HNO3z u odmjernoj tikvici od 250 ml
dodavanjem ultraciste vode. Otopina je koriStena za pripremu standarda selena 1 razrjedivanje
uzoraka

Otopina natrijevog karbonata- odvaze se 7,4192 g natrijevog karbonata i otopi u 100 ml
miliQ vode kako bi se dobila 700 mM otopina. Ukoliko je potrebno otopina se moZe zagrijati
na 40 °C na magnetskoj mijesalici kako bi se pospjesilo otapanje

Otopina galne kiseline- pripreme se otopine 100 mg/L—3 mg/L galne kiseline u miliQ vodi
Ekstrakt komine masline (10 g/L) — lzvaze se 400 mg ekstrakta komine masline i otopi u 40
mL vode. Profiltrira se kroz filter.

Otopina za simulaciju gastri¢ne faze — pomijeSaju se reagensi u koli¢inama navedenim u
Tablici 1.

Otopina za simulaciju intestinalne faze - pomijesaju se reagensi u koli¢inama navedenim u
Tablici 1.
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Tablica 1. Priprema otopina za simulaciju Zelu¢ane i crijevne probave

Stock Stock priprema SGF (pH 3) SIF (pH 7)
koncentracije
g/L M [m{mg)| V{mL) | Vstock Finalna |V stock| Finalna
{mL) [koncentracija| (mL} [kencentracija
(mM) (m)

KCl 37,2 o5 (a6 |20 8,625 6,9 2,5 6,8
KH2P Oy 63 0,5 |340 o 1,125 0,9 1 0,8
MaHCO; 24 1 2400 (100 15,625 |25 53,125 [B5
MaCl 117 2 5850 |50 14,75 47,2 12 38,4
MgCl:*6H:0 (30,5 |0,15 [153 =3 0,5 0,12 1,373 [0,33
(NHs)2C0s |48 0,5 |96 2 0,625 (0,5 - -
HCI - 5] - > 1,625 15,6 0,873 [8,4

KCI- kalijev klorid, KH2POu- kalijev dihidrogenfosfat, NaHCOzs- natrijev hidrogenkarbonat, NaCl- natrijev
klorid, MgCl.*6H20- Magnezijev klorid heksahidrat, (NH4)2COs- amonijev karbonat, HCI- kloridna kiselina,

SGF- simulated gastric fluid, SIF- simulated intestinal fluid

3.2.

3.2.1.

Dizajn istraZivanja

Sinteza nanocestica
Izrada ekstrakta komine masline

Stabilizacija sirovim 1 pro¢is¢enim pektinom iz kore mandarine i komine rajcice

Funkcionalizacija povrSine pektina polifenolima iz ekstrakta komine masline
Odredivanje gastrointestinalne stabilnosti analizom raspodjele veli¢ine, zeta potencijala
i antioksidacijskog potencijala nanocestica

Metode

Izrada nanocestica selena

Prema koli¢inama reagensa navedenima u Tablici 2., izrade se nanocestice selena.
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Tablica 2. Priprema uzoraka nanocestica selena

Oznaka| NauSeO: Lask (IMY EKM(1 %) (0?315“;;).-' Vodamy, | UKUPM
uzorka |(0.1M)/mL, . ml, me == volumen/ml

1 M 1 1 0 15 28 30

2 Mpr 1 1 0 15 28 30

3 VT 1 1 5 15 23 30

4 Mprf |1 1 5 15 23 30

5 R 1 1 0 15 28 30

6 Rpr 1 1 0 15 28 30

7 R 1 1 5 15 23 30

g Rprf 1 1 5 15 23

M — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine, Mpr — nanocestice selena stabilizirane
proc¢iséenim pektinom iz kore mandarine, Mf — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore
mandarine i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, Mprf — nanodestice selena stabilizirane pro¢is¢enim
pektinom iz kore mandarine i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, R - nanocestice selena stabilizirane
sirovim pektinom iz komine rajcice, Rpr - nanocestice selena stabilizirane proci§¢enim pektinom iz komine
rajéice, Rf - nanocCestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz komine raj¢ice i funkcionalizirane ekstraktom
komine masline, Rprf — nanodestice selena stabilizirane proci§éenim pektinom iz komine rajéice i
funkcionalizirane ekstraktom komine masline, Na2SeOs —natrijev selenit, L-ask — L-askorbinska kiselina, EKM-

ekstrakt komine masline

U unaprijed pripremljene smjese pektina i vode prvo dodaje se L-askorbinsku kiselinu, a potom
kap po kap Na,SeOs, u volumenima prikazanim u Tablici 2. Vazno je da se selenit dodaje
brzinom 1 kap/2 sekunde. Tijekom postepenog dodavanja mozemo pratiti promjenu boje u
crvenu zbog redukcije selenita i nastajanja Se® (Slika 5.) Smjesa se nakon dodavanja selenita

nastavi mijesati jo§ 20 min te se onda prebacuje u dijalizijske membrane 1 procis¢ava.
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Slika 5. Sinteza nanocestica selena (fotografirano tijekom izrade diplomskog rada)

Reakcijske smjese su prociS¢avane postupkom dijalize koja se provodi kako bi se uklonio
suviSak pektina i L-askorbinske kiseline te odvojio od novosintetiziranih nanocestica selena.
Dijalizijske membrane je potrebno pripremiti prije upotrebe. Izrezu se membrane duljine 13.5-
14 cm, stijenke se razdvoje te se urone u vodu. Vodu je potrebno promijeniti 3 puta dok se
membrane natapaju u vodi tijekom noc¢i. Natapanjem se uklanjaju ostatci glicerola.

Kraj membrane se preklopi dva puta i zakaci Stipaljkom kako sadrzaj ne bi curio van. Doda se
30 ml suspenzije nanocestica selena te se gornji vrh zakaci kao 1 gornji. .Postupak se ponovi za
svih osam uzoraka. Membrane se u potpunosti urone u vodu preko noc¢i u posudu zapremnine
1000 ml. Pri¢vrste se nosa¢ima uz rub caSe kako bi sve bile jednoliko uronjene. Vodu je
potrebno promijeniti 3 puta — nakon 3 sata, 4-5 sati i nakon no¢i.

Dijalizirani uzorci se prebace u tikvicu s okruglim dnom te upare na rotavaporu na volumen od
3 ml. Upravanje se provodi na temperaturi od 60 °C. Zatim se uzorci prebace u staklene vijale

i zapiSe se volumen. Tako pripremljeni uzorci su spremni za daljnja ispitivanja.

3.2.2. lzrada ekstrakta komine masline

Komina masline uzeta je iz dvofaznog mlina nakon proizvodnje maslinovog ulja, osuSena,
usitnjena, prosijana na situ promjera 0,8 mm te odmaséena s petroleterom pomocu Soxhlet
ekstraktora. Tako pripremljen uzorak ekstrahirao se koristenjem 60 % etanola tijekom 2 sata na

70 °C u vodenoj kupelji uz mijeSanje. Ekstrakt je profiltriran te uparen na 50 °C kako bi se
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uklonio etanol i omogucilo smrzavanje uzorka na -20 °C. Smrznuti ekstrakti komine masline

su liofilizirani kako bi se o¢uvale vrijedne sastavnice te skladisteni na -20 °C do upotrebe.

3.2.3. Odredivanje gastrointestinalne stabilnosti nanocestica selena

Stabilnost Nanocestica selena ispitana je na na¢in da su Nanocestice podvrgnute simuliranim
uvjetima probave prema modificranoj INFOGEST metodi. INFOGEST metoda je jedina
standardizirana in-vitro metoda mjerenja probavljivosti nutrijenata. (Brodkorb i sur., 2019.)
Utjecaj probave se ispituje mjerenjem veli¢ine Cestica te zeta potencijala. Potrebno je uzeti dvije
paralele uzoraka — prva se podvrgava samo gastri¢noj fazi, a druga gastri¢noj i intestinalnoj

kako bi se mogli usporediti utjecaji razli¢itih faza probave.

Ukratko, u volumenu od 300-600 ul koncentrirane suspenzije Nanocestica se doda 4,167 ml
SGF 1,25x. SGF-u je potrebno provijeriti pH na pH-metru te po potrebi podesiti na 3 dodatkom
6M HCI. Obje paralele se vorteksiraju kako bi se homogenizirale te se inkubiraju na 37 °C 2
sata u inkubatoru. (Slika 6.) Uzorci se neprestano mijeSaju na magnetnom mjesacu. Nakon 2
sata gastricnoj paraleli se mjeri veliina Cestica te zeta potencijal, a intestinalna paralela se
podvrgava simulaciji probave.

Drugoj paraleli se doda 4 ml SIF-a te se vorteksira i inkubira 2 sata na 37 °C na isti na¢in kao i
u prethodnom koraku. Tim uzorcima se takoder mjeri veliCina Cestica 1 zeta potencijal.

Ostatci prve 1 druge paralele se spremaju za odredivanje antioksidacijskog potencijala.
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Slika 6. In vitro simulacija gastri¢ne i intestinalne faze probave u inkubatoru (fotografirano

tijekom izrade diplomskog rada)

3.2.4. Mjerenje koncentracije sintetiziranog nanoselena atomskom apsorpcijskom

spektrometrijom

Udio selena u uzorcima izmjeren je s pomocu atomskog apsorpcijskog spektrofotometra.
Uzorak se s pomocu plasti¢ne cjevéice unosi u instrument gdje dolazi do procesa atomizacije i
izlaganja linijskom zracenju valne duljine karakteristicne za selen. Promjena intenziteta
zraCenja, tj. analiticki signal ocitava se S pomocu detektora. Uzorci se prije mjerenja
apsorbancije atomiziraju jer slobodni atomi apsorbiraju energiju zracenja odredenih valnih
duljina koje se odvajaju monokromatorom te se na kraju detektorom pretvaraju u mjerni signal

koji se oc¢itava. Ova metoda prati Beer Lambertov zakon prema kojemu je:

A=¢xlxc

A - apsorbancija pri danoj valnoj duljini, ¢ - molarna koncentracija otopine (mol/dm?®), | -duljina uzorka kroz koji

prolazi svjetlost (cm), & - molarni apsorpcijski koeficijent (dm® /mol cm) (Beaty i Kerber, 1993)

Intenzitet svjetlosti koje apsorbiraju Cestice povecava se proporcionalno koncentraciji otopine.
Uzorci i standardi su mjereni u triplikatu i njihove srednje vrijednosti su uzete za izradu

kalibracijske krivulje.
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Analiza uzoraka je provedena pomoc¢u atomskog apsorpcijskog spektrofotometra. U ovom
eksperimentu je koristen standard Se u koncentraciji od 1000 mg/L, a uzorci su pripremljeni

razrjedivanjem standarda s 1 % HNO:s.

Mjerenja su provedena u triplikatu. Svaki uzorak je razrijeden u falcon epruvetama od 15 ml, a
za razrjedivanje je koriStena ultracista voda s dodatkom 1 % HNOs; kako bi se postigla
koncentracija unutar raspona definiranih bazdarnom krivuljom. Upareni uzorci razrijedeni su
50 puta, uzorci koji su prosli simulaciju gastri¢ne probave 4 puta, a uzorci koji su prosli
simulaciju intestinalne probave 2 puta. Koncentracije uzoraka se isCitavaju iz bazdarnog

dijagrama.

Izrada bazdarnog dijagrama u atomskoj apsorpcijskoj spektrometriji (AAS) ukljucuje pripremu
standardnih otopina poznatih koncentracija analita. Standardi se mjere kako bi se dobile njihove
apsorbancije, koje se zatim Kkoriste za konstrukciju grafa apsorbancije u odnosu na
koncentraciju. Koncentracije uzoraka se racunaju po sljedec¢oj formuli (Skoog, Holler i Crouch,
2006)

Cuzorka:(A'b)/m

Cuzorka - kOncentracija uzorka, A - apsorbancija, m-nagib, b - presjek na y-osi

Za izradu bazdarnog dijagrama najprije se izradi otopina 1 % HNO: od koje se napravi
koncentracijski niz s koncentracijama od 20, 50, 80 i 100 mg/L. Bazdarni dijagram koji

pokazuje ovisnost apsorbancije o koncentraciji uzorka je prikazan na Slici 7.
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Slika 7. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije selena u otopini

3.2.5. Odredivanje raspodjele veli¢ine nanocestica selena

DLS metodom moze se odrediti raspodjela veli¢ine nanocestica. To je metoda koja procjenjuje
veli¢inu Cestica na temelju Brownovog gibanja Cestica u otopini. Brownovo gibanje predstavlja
nasumicno kretanje molekula u otopini koje nastaje zbog sudaranja molekula s molekulama
otapala koje ih okruzuju. Vece Cestice gibaju se sporije jer imaju vecu masu 1 inerciju, dok se
manje Cestice gibaju brze zbog manjeg otpora pri sudarima s molekulama otapala. Ova metoda
mjeri hidrodinamicki promjer Cestica jer su one u otopini konstanto okruZene slojem otapala.
Stokes-Einsteinova jednadzba za mjerenje hidrodinamickog promjera je (Hackley i Clogston,
2016.)

dy=KT/37z7D

k-Boltzmannova konstanta, T-temperatura, n-apsolutna viskoznost medija pri nultom smicanju, D-koeficijent

difuzije
DLS je mjereno zetasizerom. Uzorci se razrijede 150x te se stavljaju u Kkivetu i mjere u

triplikatu. Mjerenje se provodi na 25 °C.
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3.2.6. Odredivanje zeta potencijala nanocestica selena

U ionskoj otopini, nabijene nanocestice su okruzene slojevima Cestica suprotnog naboja. Prvi
sloj uz Cesticu se naziva Sternov sloj i u tom sloju je suprotni naboj ¢vrsto vezan uz nanocesticu.
Drugi, difuzijski sloj se naziva Gouy-Chapmanov sloj.

Ako se ta otopina izlozi elektricnom polju, nabijene nanocestice se krenu pomicati prema
suprotno nabijenoj elektrodi. Zajedno s nanocesticama se kreée i elektri¢ni dvosloj. Plohu
smicanja ¢ine Sternov sloj 1 dio vezanih molekula otapala. Zeta potencijal oznacava
elektrostatski potencijal na plohi smicanja. (Slika 8.) Taj parametar znaajno utjee na
stabilnost Cestica. Uzorci s potencijalom izmedu -10 mV i 10 mV se smatraju neutralnima te
kod njih postoji ve¢a $ansa za koagulaciju i flokulaciju. Cestice s potencijalom ve¢im od 30

mV ili manjim od -30 mV se smatraju stabilnima.( Clogston i Patri, 2011.)

Zeta potencijal se mjeri na Zetasizeru pri konstantnoj temperaturi i pH. Uzorci se razrjeduju
150 puta kako bi se postiglo razrjedenje pri kojem uredaj moze izmjeriti vrijednost zeta
potencijala. 20 ul se uzorka stavi u pripremljenu Kivetu te se zeta svakog uzorka se mjeri u

triplikatu. Mjerenje se provodi na 25°C.

Ploha
Negativno 4 Smicanja
nabijena
Gestica

-

Sternov sloj

-

Zeta
potencijal

Slika 8. Zeta potencijal nanocestice (izradeno u programu Biorender)
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3.2.7. Odredivanje antioksidacijskog potencijala nanocestica selena

Za odredivanje antioksidacijskog potencijala iskoristena je metoda Folin-Ciocalteu, kojom se
odredio ukupni redukcijski potencijal.

Postupak mijerenja redukcijskog potencijala nanoCestica proveden je prema postupku
Ainsworth i Gillespie (2007.). Koristi se za predvidanje sadrzaja fenola i ostalih oksidansa. Vrlo
je jednostavna metoda i reakcija se temelji na reakciji uzorka s Folin-Ciocalteu reagensom.
Reagens se sastoji od smjese fosfovolframata i fosfomolibdata. Aktivne skupine reagiraju s
hidroksilnim skupinama te boja smjese prelazi iz zute u plavu. (Slika 9.) Intenzitet obojenja je
proporcionalan udjelu komponenti s redukcijskim potencijalom te se mjeri spektrofotometrijski
na 750 nm. Interferirajuce tvari su askorbinska kiselina te neki reducirajuci Seceri. Kako bi se
uklonio njihov utjecaj potrebno je provesti jo§ neku metodu ispitivanja antioksidacijskog

potencijala.

OH 0O

Reducirani F-C
reagens (W>", Mo™")

Slika 9. Osnovni mehanizam Folin-Ciocalteu reakcije (izradeno u programu ChemDraw)

Pripremljene otopine galne kiseline se pipetiraju u jazice te se mjeri apsorbancija na 750nm
istim postupkom kao i za uzorke. Pripremi se i slijepa proba to jest otopina galne kiseline za
mjerenje. Od dobivenih vrijednosti apsorbancije galne kiseline razli¢itih koncentracija (A),
oduzeta je apsorbancija otopine galne kiseline (Ag) te se ta razlika koristi za izradu bazdarnog

dijagrama, koji prikazuje njezinu ovisnost o miligramima galne kiseline po litri. (Slika 10.)
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Slika 10. BaZdarni dijagram za odredivanje ukupnog redukcijskog potencijala

U mikrotitarsku plo¢icu od 96 jaZica pipetira se po 20ul uzorka, svaki u triplikatu. Kao slijepa
proba je koristena miliQ voda. Doda se 50 ul Folin-Ciocalteu reagensa te se uzroci tresu 60
sekundi i inkubiraju na 37 °C 210 sekundi u uredaju. Zatim se u svaku jazicu doda 160 pl
pripremljene otopine natrijevog karbonata. Uzorci se tresu i inkubiraju na 37 °C 30 minuta u

uredaju. Po isteku vremena, procita se apsorbancija na 750nm.

3.2.8. Statisticka obrada podataka

Podaci su statistiCki obradeni koriStenjem programskog paketa Microsoft Office Excel i
GraphPad Prism 7.0. Za statisticku obradu podataka koriSteni su parametrijski testovi. Rezultati
su prikazani kao srednje vrijednosti ispitivanja provedenih u duplikatu ili triplikatu. +
standardna devijacija. Znac¢ajnost je istrazivana primjenom Studentovog t-testa ili jednosmjerne

analize varijance uz primjenu pos hoc Bonferonijevog testa uz razinu znacajnosti p<0.05.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Rezultati

4.1.1. IskoriStenje postupka sinteze nanocestica selena

Koli¢ina elementarnog selena nastalog razliitim postupcima sinteze odredena je postupkom

atomsko-apsorpcijske spektrometrije i prikazana na Slici 11.

4000+ 3675P
3000

2000

Se (mg/L)

1000 [

Slika 11. Koli¢ina sintetiziranih nanoé¢estica selena prije simulacije probave (mg/L)

M — nanodestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine, Mpr — nanocestice selena stabilizirane pro¢is¢enim
pektinom iz kore mandarine, Mf — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine i funkcionalizirane
ekstraktom komine masline, Mprf — nanodestice selena stabilizirane pro¢is¢enim pektinom iz kore mandarine i
funkcionalizirane ekstraktom komine masline, R - nano¢estice selena stabilizirane sirovim pektinom iz komine raj¢ice, Rpr -
nanocestice selena stabilizirane pro¢i§¢enim pektinom iz komine rajéice, Rf - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom
iz komine raj¢ice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, Rprf — nanocestice selena stabilizirane proé¢is¢enim
pektinom iz komine raj¢ice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline. Stupi¢i oznaceni istim slovom ne razlikuju se
znacajno (p>0.05)

Iz grafa (Slika 11.) moze se zakljuciti da je veca prosjecna koli¢ina Nanocestica selena u
reakcijskim smjesama gdje je kao stabilizator koristen pektin iz komine raj¢ice (od onih kojima

su nanocestice stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine). Prosjec¢na koli¢ina nastalog

selena iz M uzoraka je 2679,3 mg/L, a iz R uzoraka je 2971,8 mg/L.

Rezultati ukazuju na povecanje prinosa reakcije sinteze nanocCestica selena upotrebom

procis¢enog pektina umjesto sirovog pektina. Kod Mpr uzorka u odnosu na M, vidljiv je porast
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od 49,5 %, dok je za uzorak Rpr u odnosu na R vidljiv porast od 25,6 % Moguci uzrok tome je

smanjenje interferencija u reakcijskoj smjesi $to povecava prinos reakcije.

Takoder je primjetan pozitivan u¢inak funkcionalizacije primjenom ekstrakta komine masline.
Najvise izmjerene vrijednosti su kod Mf, Rf i Rprf uzoraka. Dodatkom biljnih ekstrakata u
reakcijsku smjesu povecava se redukcijska sposobnost Sto rezultira uc¢inkovitijom redukcijom

selenita.

4.1.2. Karakterizacija nanocCestica selena prije in vitro simulacije probave

41.2.1. Raspodjela velicine nanocestica selena
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Slika 12. Prosje¢na veli¢ina nanocestica selena (hidrodinamicki promjer) prije simulacije probave

M — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine, Mpr — nanocestice selena stabilizirane pro¢is¢enim
pektinom iz kore mandarine, Mf — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine i funkcionalizirane
ekstraktom komine masline, Mprf — nanocestice selena stabilizirane proc¢is¢enim pektinom iz kore mandarine i
funkcionalizirane ekstraktom komine masline, R - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz komine rajéice, Rpr -
nanocestice selena stabilizirane pro¢is¢enim pektinom iz komine raj¢ice, Rf - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom
iz komine rajéice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, Rprf — nanodestice selena stabilizirane pro¢i§¢enim
pektinom iz komine rajcice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline. Uzorci oznaceni istim slovom pripadaju istom

statistickom skupu (p>0.05)
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Slika 13. Raspodjela veli¢ine nanocestica selena prije simulacije probave

M — nanodestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine, Mpr — nanocestice selena stabilizirane pro¢is¢enim
pektinom iz kore mandarine, Mf — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine i funkcionalizirane
ekstraktom komine masline, Mprf — nanocestice selena stabilizirane pro¢is¢enim pektinom iz kore mandarine i
funkcionalizirane ekstraktom komine masline, R - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz komine raj¢ice, Rpr -
nanodestice selena stabilizirane pro¢i§¢enim pektinom iz komine raj¢ice, Rf - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom

iz komine rajéice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, Rprf — nanocestice selena stabilizirane proc¢i§¢enim
pektinom iz komine raj¢ice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline
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Raspodjela veli¢ine Cestica i srednji hidrodinamicki promjer mjereni su DLS tehnikom kako je
ranije opisano. Slika 12. prikazuje prosje¢nu veli¢inu Cestica uzoraka. Iz slike je vidljivo da
uzorci Mf i Mprf imaju najve¢i hidrodinamicki promjer (161,6 i 161,4 dh/nm) $to ukazuje na
mogucnost neSto manje oc¢ekivane bioraspolozivosti. Prosjecna veli¢ina uzoraka stabiliziranih
pektinima mandarine je 138 dh/nm, a uzoraka stabiliziranih pektinima komine rajéice 120
dh/nm. Najmanjima su se pokazali uzorci M i Rf kojima je promjer 106 i 106 (dh/nm) te se
oc¢ekuje dobra bioraspolozivost istih. Slika 13. prikazuje homogenu i unimodalnu raspodjelu
veli¢ine svih uzoraka §to znaci da nema Cestica koje velicinom odskacu od prosjeka te tako ¢ine
sustav nestabilnim. Prema tome moze se oCekivati dobra stabilnost svih uzoraka, osim Mf i

Mprf, prije simulacije probave.

4.1.2.2. Indeks polidisperznosti nanocestica selena

Indeks polidisperznosti oznacava mjeru heterogenosti veli¢ine Cestica nanosuspenzije. One nisu
uniformne pa se govori o prosjecnoj veli¢ini. Polidisperznost je mjera heterogenosti veliCine
kapljica i proporcionalna je standardnoj devijaciji funkcije raspodjele veli¢ine Cestica (engl.
droplet size distribution, DSD). Veca standardna devijacija ujedno znaci i veéi indeks
polidisperznosti. lzraGunava se iz standardne devijacije raspodjele veli¢ine i prosjecnog
promjera prema formuli (Caldero6 i sur., 2016.).

PDI = (O'/Dso)2

PDI- indeks polidisperznosti, o — standardna devijacija, Dso-Srednja veli¢ina Cestica

Sustavi se smatraju monodisperznima ukoliko im je PDI mani od 0.2.
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Slika 14. Indeks polidisperznosti nanocestica selena prije simulacije probave

M — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine, Mpr — nanocCestice selena stabilizirane pro¢is¢enim
pektinom iz kore mandarine, Mf — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine i funkcionalizirane
ekstraktom komine masline, Mprf — nanocestice selena stabilizirane pro¢is¢enim pektinom iz kore mandarine i
funkcionalizirane ekstraktom komine masline, R - nanoGestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz komine raj¢ice, Rpr -
nanodestice selena stabilizirane pro¢i§¢enim pektinom iz komine raj¢ice, Rf - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom
iz komine rajéice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, Rprf — nanodestice selena stabilizirane pro¢i§¢enim
pektinom iz komine rajéice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline. Uzorci oznaceni istim slovom pripadaju istom

statistickom skupu (p>0.05)

Svi uzorci osim Mpr i R su monodisperzni te iskazuju zadovoljavajucéa svojstva. lzmjereni PDI

uzorka Mpr je 0,23, a R 0,21. (Slika 14.)
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4.1.2.3. Zeta potencijal nanocestica selena
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Slika 15. Zeta potencijal nanocestica selena prije simulacije probave

M — nanodestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine, Mpr — nanocestice selena stabilizirane pro¢iséenim
pektinom iz kore mandarine, Mf — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine i funkcionalizirane
ekstraktom komine masline, Mprf — nanocestice selena stabilizirane proc¢is¢enim pektinom iz Kkore mandarine i
funkcionalizirane ekstraktom komine masline, R - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz komine raj¢ice, Rpr -
nanodestice selena stabilizirane pro¢is¢enim pektinom iz komine rajéice, Rf - nanodestice selena stabilizirane sirovim pektinom
iz komine raj¢ice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, Rprf — nanocestice selena stabilizirane proé¢is¢enim
pektinom iz komine rajcice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline. Uzorci oznaceni istim slovom pripadaju istom

statistickom skupu (p>0.05)

Zeta potencijal je izmjeren na Zetasizeru zajedno s raspodjelom veli¢ine Cestica ranije
opisanom tehnikom. Svim uzorcima je izmjeren zeta potencijal negativniji od -30 mV, osim Mf
kojem je prosjecna vrijednost zeta potencijala iznosila -23,2 mV. (Slika 15.) To ukazuje na
manju stabilnost uzorka i vecu $ansu da koagulira u suspenziji. Najvecu apsolutnu negativnu
vrijednost zeta potencijala imali su uzorci R, Rpr i Rprf koji su redom iznosili-42,23, -38,76 i -

38,24 mV. Prosjec¢na vrijednost M uzoraka je -32,51 mV, dok za R uzorke prosjek iznosi -38,08
mV.

30



4.1.2.4. Ukupni redukcijski potencijal nanocestica selena
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Slika 16. Ukupni redukcijski potencijali nanodestica selena prije simulacije probave

M — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine, Mpr — nanocestice selena stabilizirane proc¢isé¢enim
pektinom iz kore mandarine, Mf — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine i funkcionalizirane
ekstraktom komine masline, Mprf — nanocCestice selena stabilizirane pro¢iséenim pektinom iz kore mandarine i
funkcionalizirane ekstraktom komine masline, R - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz komine raj¢ice, Rpr -
nanodestice selena stabilizirane pro¢iséenim pektinom iz komine raj¢ice, Rf - nanodestice selena stabilizirane sirovim pektinom
iz komine raj¢ice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, Rprf — nanocestice selena stabilizirane proé¢is¢enim
pektinom iz komine raj¢ice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline. Uzorci oznaceni istim slovom pripadaju istom

statistickom skupu (p>0.05)

Ukupni redukcijski potencijal mjeren je Folin-Ciocalteau metodom. Slika 16. prikazuje
antioksidacijske potencijale uzoraka izrazene kao ekvivalente GAE. Iz prikazanih podataka
jasno je vidljiv utjecaj funkcionalizacije na vrijednost redukcijskog potencijala. Najveca je
razlika uoc¢ena kod R uzoraka gdje je ukupni redukcijski potencijal R uzorka iznosio 28,0 mg
GAE/Se (mg/100 mg), a Rf 93,6 (3.34 puta ve¢i ukupni redukcijski potencijal). Rprf je imao
3.22 puta veéi ukupni redukcijski potencijal. Nema statisticki zna€ajnih razlika izmedu
prociscenih i ne-procis¢enih uzoraka — uoceno je 3%-tno povecanje redukcijskog potencijala

kod Mprf-Mf te 1 % povecanje kod Rprf-Rf.
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4.1.3. Karakterizacija nanocestica selena poslije in vitro simulacije probave

4.1.3.1. Utjecaj simulacije probave na koncentraciju nanocestica selena
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Slika 17. Utjecaj simulacije probave na koncentracije nanocestica selena stabiliziranih pektinom

kore mandarine

M — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine, Mpr — nanocestice selena stabilizirane pro¢is¢enim
pektinom iz kore mandarine, Mf — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine i funkcionalizirane
ekstraktom komine masline, Mprf — nanocCestice selena stabilizirane pro¢iséenim pektinom iz kore mandarine i
funkcionalizirane ekstraktom komine masline, R - nanodestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz komine raj¢ice, Rpr -
nanodestice selena stabilizirane pro¢i§¢enim pektinom iz komine raj¢ice, Rf - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom
iz komine rajéice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, Rprf — nanodestice selena stabilizirane pro¢i§¢enim

pektinom iz komine rajéice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, GF- gastri¢na faza, IF- intestinalna faza
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Slika 18. Utjecaj simulacije probave na koncentracije nanocestica selena stabiliziranih pektinom

komine rajcice

M — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine, Mpr — nanocestice selena stabilizirane procis¢enim
pektinom iz kore mandarine, Mf — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine i funkcionalizirane
ekstraktom komine masline, Mprf — nanocestice selena stabilizirane pro¢iséenim pektinom iz kore mandarine i
funkcionalizirane ekstraktom komine masline, R - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz komine raj¢ice, Rpr -
nanocestice selena stabilizirane pro¢is¢enim pektinom iz komine rajcice, Rf - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom
iz komine raj¢ice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, Rprf — nanocestice selena stabilizirane proéis¢enim
pektinom iz komine rajéice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, GF- gastri¢na faza, IF- intestinalna faza

Mjerenjem apsorbancije reakcijskih smjesa na 405 nm odredene su koncentracije nanocestica
selena u uzorcima prije i poslije simulacije probave. (Slike 17. i 18.). Bez obzira na tip
nanocestice, vidljivo je da se tijekom probave koncentracija nanocestica smanjuje.
Najstabilnijima su se pokazale funkcionalizirane nanocCestice kod obje skupine uzoraka $to se
moze pripisati dodatnoj stabilizaciji koja se ostvaruje adsorpcijom antioksidansa na povrsinu
nanocestica. Najnestabilnije su bile M nanocestice ¢ija se koncentracija tijekom simulacije
probave smanjila s 2015 na 876 mg/L. Najveca koncentracija nanocestica nakon simulacije
probave izmjerena je kod Rf uzorka te je iznosila 2894 mg/L. Prosje¢na koli¢ina nastalih

nanocestica selena iz R uzoraka je 2570,3 mg/L, a kod M uzoraka 2109,4 mg/L.
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4.1.3.2. Utjecaj simulacije probave na raspodjelu velicine nanocestica selena
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Slika 19. Utjecaj simulacije probave na veli¢inu nanocestica selena stabiliziranih pektinom kore

mandarine

M — nanodestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine, Mpr — nanocestice selena stabilizirane pro¢is¢enim
pektinom iz kore mandarine, Mf — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine i funkcionalizirane
ekstraktom komine masline, Mprf — nanocCestice selena stabilizirane proc¢is¢enim pektinom iz Kkore mandarine i
funkcionalizirane ekstraktom komine masline, R - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz komine raj¢ice, Rpr -
nanodestice selena stabilizirane pro¢i§¢enim pektinom iz komine raj¢ice, Rf - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom

iz komine rajéice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, Rprf — nanodestice selena stabilizirane proci§¢enim

pektinom iz komine rajéice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, GF- gastri¢na faza, IF- intestinalna faza
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Slika 20. Utjecaj simulacije probave na veli¢inu nanocestica selena stabiliziranih pektinom

komine rajcice

M — nanodestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine, Mpr — nanocestice selena stabilizirane pro¢iséenim
pektinom iz kore mandarine, Mf — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine i funkcionalizirane
ekstraktom komine masline, Mprf — nanocestice selena stabilizirane pro¢is¢enim pektinom iz kore mandarine i
funkcionalizirane ekstraktom komine masline, R - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz komine raj¢ice, Rpr -
nanodestice selena stabilizirane pro¢i§¢enim pektinom iz komine raj¢ice, Rf - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom
iz komine rajéice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, Rprf — nanodestice selena stabilizirane pro¢i§¢enim

pektinom iz komine rajéice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, GF- gastri¢na faza, IF- intestinalna faza
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Slika 21. Raspodjela veli¢ine Cestica nakon simulacije gastri¢ne faze probave

Mg — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine nakon gastri¢ne faze, Mprg — nanocestice selena

stabilizirane proc¢is¢enim pektinom iz kore mandarine nakon gastriéne faze, Mfg — nanocestice selena stabilizirane sirovim

pektinom iz kore mandarine i funkcionalizirane ekstraktom komine masline nakon gastri¢ne faze, Mprfg — nanocestice selena

stabilizirane pro¢is¢enim pektinom iz kore mandarine i funkcionalizirane ekstraktom komine masline nakon gastri¢ne faze, Rg

- nanocCestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz komine rajéice nakon gastriéne faze, Rprg- nanocestice selena

stabilizirane proc¢i§¢enim pektinom iz komine raj¢ice nakon gastri¢ne faze, Rfg - nanocestice selena stabilizirane sirovim

pektinom iz komine rajéice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline nakon gastri¢ne faze, Rprfg — nanocestice selena

stabilizirane procis¢enim pektinom iz komine rajéice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline nakon gastri¢ne faze
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Slika 22. Raspodjela veli¢ine ¢estica nakon simulacije intestinalne faze probave

Mi — nanodestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine nakon intestinalne faze, Mpri — nanocestice selena
stabilizirane pro¢iS¢enim pektinom iz kore mandarine nakon intestinalne faze, Mfi — nanocestice selena stabilizirane sirovim
pektinom iz kore mandarine i funkcionalizirane ekstraktom komine masline nakon intestinalne faze, Mprfi —nanocestice selena
stabilizirane prociS¢enim pektinom iz kore mandarine i funkcionalizirane ekstraktom komine masline nakon intestinalne
faze, Ri - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz komine raj¢ice nakon intestinalne faze, Rpri - nanocestice selena
stabilizirane pro¢i§¢enim pektinom iz komine rajéice nakon intestinalne faze, Rfi - nanoCestice selena stabilizirane sirovim
pektinom iz komine raj¢ice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline nakon intestinalne faze, Rprfi — nanocestice selena

stabilizirane pro¢is¢enim pektinom iz komine raj¢ice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline nakon intestinalne faze
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Najmanji hidrodinamicki promjer je izmjeren kod Rprf uzorka te je iznosio 128,7 dh/nm. Kod
svih uzoraka stabiliziranih kominom raj¢ice doslo je do povecanja hidrodinamickog promjera
Cestica u gastri¢noj fazi te ponovnog smanjenja u intestinalnoj fazi. (Slika 20.) Kod Mprf uzorka
koji je prije simulacije probave imao najveci hidrodinamicki promjer (161,4 dh/nm) doslo je do
smanjenja veli¢ine nakon gastri¢ne i intestinalne faze. (Slika 19.) M i Mf uzorci nakon
simulacije probave imaju promjer ve¢i od 150 dh/nm te oni imaju vecu Sansu agregacije U
suspenziji. Prosjecni promjer M uzoraka nakon intestinalne faze je 143,9 dh/nm, R uzoraka

128,8 dh/nm iz Cega se moze zakljuciti da su uzorci stabilizirani pektinom iz komine rajcice

Promjena raspodjele velicine Cestica tijekom simulacije probave pracena je primjenom DLS

metode, a dobiveni rezultati prikazani su na Slikama 21. i 22.

Iz Slika 21. i 22. moze se zakljuciti da je i nakon simulacije probave u otopinama prisutna
unimodalna raspodjela veli¢ina Cestica kod svih uzoraka i nakon simulacije probave. Kod Rpr
uzorka nakon intestinalne faze na Slici 20. vidi se heterogena raspodjela veli¢ine Cestica, jedno

mjerenje je pokazalo ve¢i hidrodinamicki promjer od druga dva mjerenja.
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4.1.3.3. Utjecaj simulacije probave na indeks polidisperznosti nanocestica selena
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Slika 23. Utjecaj simulacije probave na indeks polidisperznosti nanocestica selena stabiliziranih

pektinom kore mandarine

M — nanodestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine, Mpr — nanocestice selena stabilizirane pro¢is¢enim
pektinom iz kore mandarine, Mf — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine i funkcionalizirane
ekstraktom komine masline, Mprf — nanocCestice selena stabilizirane pro¢iséenim pektinom iz kore mandarine i
funkcionalizirane ekstraktom komine masline, R - nanoGestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz komine raj¢ice, Rpr -
nanodestice selena stabilizirane pro¢i§¢enim pektinom iz komine raj¢ice, Rf - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom
iz komine rajéice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, Rprf — nanodestice selena stabilizirane pro¢i§¢enim

pektinom iz komine rajéice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, GF- gastri¢na faza, IF- intestinalna faza
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Slika 24. Utjecaj simulacije probave na indeks polidisperznosti nanocestica selena stabiliziranih

pektinom komine rajcice

M — nanodestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine, Mpr — nanocestice selena stabilizirane pro¢is¢enim
pektinom iz kore mandarine, Mf — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine i funkcionalizirane
ekstraktom komine masline, Mprf — nanocCestice selena stabilizirane pro¢iséenim pektinom iz kore mandarine i
funkcionalizirane ekstraktom komine masline, R - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz komine rajcice, Rpr -
nanodestice selena stabilizirane pro¢is¢enim pektinom iz komine raj¢ice, Rf - nanodestice selena stabilizirane sirovim pektinom
iz komine raj¢ice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, Rprf — nanocestice selena stabilizirane procis¢enim

pektinom iz komine raj¢ice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, GF- gastri¢na faza, IF- intestinalna faza

Utjecaj probave na indeks polidisperznosti bio je varijabilan 1 ovisio je o tipu nanocestice. U
dijelu uzoraka zamijec¢eno je povecanje indeksa polidisperznosti §to ukazuje na smanjenu
uniformnost veli¢ine ¢estica. Uzorcima u kojima je doslo do smanjenja indeksa polidisperznosti
nakon simulacije probave je smanjena varijacija veli¢ine Cestica. Moguci uzrok tome je
promjena pH i prisutnost drugih komponenata intestinalne tekuéine koji su pridonijeli boljoj
distribuciji raspodijele veli¢ina. (Jia H. Shi i sur, 2020.) Iz Slika 23. i 24. se moze zakljuditi da
funkcionalizirani uzorci u prosjeku imaju nizi indeks polidisperznosti od standardnih uzoraka.
Najnizi indeks polidisperznosti imaju Mf i Rprf uzorci te iznosi 0,11 i 0,1. lako svi uzorci osim
M, Mpr i R imaju zadovoljavajuci indeks polidisperznosti jer je nizi od 0,2. Uzorci M i Mpr
imaju najveci indeks polidisperznosti te se kod njih ofekuje najmanja stabilnost 1 najlosija
svojstva Cestica. Ovdje se vidi utjecaj funkcionalizacije i proc¢is¢avanja kod uzoraka
stabiliziranih pektinima rajc¢ice i mandarine. Oba uzorka stabilizirana sirovim neproci§¢enim

pektinima imaju znacajno losiji indeks polidisperznosti.
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4.1.3.4. Utjecaj simulacije probave na zeta potencijal nanocestica selena
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Slika 25. Zeta potencijal nanocestica selena stabiliziranih pektinom kore mandarine prije i nakon

simulacije probave

M — nanodestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine, Mpr — nanocestice selena stabilizirane pro¢iséenim
pektinom iz kore mandarine, Mf — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine i funkcionalizirane
ekstraktom komine masline, Mprf — nanocestice selena stabilizirane pro¢iséenim pektinom iz kore mandarine i
funkcionalizirane ekstraktom komine masline, R - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz komine raj¢ice, Rpr -
nanodestice selena stabilizirane pro¢i§¢enim pektinom iz komine raj¢ice, Rf - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom
iz komine rajéice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, Rprf — nanodestice selena stabilizirane pro¢i§¢enim

pektinom iz komine rajéice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, GF- gastri¢na faza, IF- intestinalna faza
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Slika 26. Zeta potencijal nanocestica selena stabiliziranih pektinom komine raj¢ice prije i nakon

simulacije probave

M — nanodestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine, Mpr — nanocestice selena stabilizirane pro¢is¢enim
pektinom iz kore mandarine, Mf — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine i funkcionalizirane
ekstraktom komine masline, Mprf — nanocCestice selena stabilizirane pro¢iséenim pektinom iz kore mandarine i
funkcionalizirane ekstraktom komine masline, R - nanoGestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz komine raj¢ice, Rpr -
nanocestice selena stabilizirane pro¢is¢enim pektinom iz komine rajéice, Rf - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom
iz komine rajéice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, Rprf — nanodestice selena stabilizirane pro¢i§¢enim

pektinom iz komine rajéice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, GF- gastri¢na faza, IF- intestinalna faza

Kod svih promatranih uzoraka je doslo do zna¢ajnog smanjenja zeta potencijala (Slika 25. i 26.)
Najnegativniji zeta potencijal nakon intestinalne faze je izmjeren kod Rpr uzorka (-24,7 mV)
te se kod njega ocekuje veca stabilnost. Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike statisti¢ki
znacajnih razlika izmedu grupa uzoraka. Ocekuje se ista stabilnost uzoraka stabiliziranih

pektinom raj¢ice i mandarine.
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4.1.3.5. Utjecaj simulacije probave na ukupni redukcijski potencijal nanocestica selena

180.0

154.7

160.0 149.9

134.5

125.9

= =
c 8
(=] (=]

100.0

79.4 83.0
80.0
60.0 e
36.7
40.0 29.7 27.9
20.0
20,0 .
0.0
M Mpr

o Intaktniuzorak m nakon GF nakon IF

GAE/Se(mg/100mg)

Mf Mprf

Slika 27. Utjecaj simulacije probave na ukupni redukcijski potencijal nanocestica selena

stabiliziranih pektinom iz kore mandarine

M — nanodestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine, Mpr — nanocestice selena stabilizirane pro¢is¢enim
pektinom iz kore mandarine, Mf — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine i funkcionalizirane
ekstraktom komine masline, Mprf — nanocCestice selena stabilizirane pro¢iséenim pektinom iz kore mandarine i
funkcionalizirane ekstraktom komine masline, R - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz komine raj¢ice, Rpr -
nanodestice selena stabilizirane pro¢i§¢enim pektinom iz komine raj¢ice, Rf - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom
iz komine rajéice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, Rprf — nanodestice selena stabilizirane pro¢i§¢enim

pektinom iz komine rajéice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, GF- gastri¢na faza, IF- intestinalna faza
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Slika 28. Utjecaj simulacije probave na ukupni redukcijski potencijal nanocestica selena

stabiliziranih pektinom iz komine rajcice

M — nanodestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine, Mpr — nanocestice selena stabilizirane pro¢is¢enim
pektinom iz kore mandarine, Mf — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine i funkcionalizirane
ekstraktom komine masline, Mprf — nanocCestice selena stabilizirane pro¢iséenim pektinom iz kore mandarine i
funkcionalizirane ekstraktom komine masline, R - nanoGestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz komine raj¢ice, Rpr -
nanocestice selena stabilizirane pro¢i$¢enim pektinom iz komine rajéice, Rf - nanogestice selena stabilizirane sirovim pektinom
iz komine rajéice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, Rprf — nanodestice selena stabilizirane pro¢i§¢enim

pektinom iz komine rajéice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, GF- gastri¢na faza, IF- intestinalna faza

Slike 27. i 28. pokazuju pozitivan u¢inak funkcionalizacije na ukupni redukcijski potencijal.
Najvise vrijednosti su izmjerene kof Mf, Mprf, Rf i Rprf uzoraka nakon simulacije probave.
Nakon intestinalne faze uzorak Mf je imao 5 puta ve¢i ukupni redukcijski potencijal od M
uzorka, a Mprf 6.3 puta vec¢i od Mpr. Kod Rprf-Rpr izmjeren je porast od 4.8 puta. Najveci
razmjer je bio izmedu R-Rf zbog jako niske vrijednosti ukupnog redukcijskog potencijala R
uzorka koji je iznosio 3,7 mg GAE/Se (mg/100 mg). Moguc¢i uzrok tome je degradacija fenolnih

komponenti u manje aktivne oblike u blago alkalnom pH. (Lou i sur., 2022.)
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4.2. Rasprava

4.2.1. Moguénosti primjene pektina iz komine rajcice/kore mandarine kao

stabilizacijskih sredstava u sintezi selenovih nanocestica

U ovom istrazivanju istrazene su mogucénosti koriStenja pektina izoliranih iz sekundarnih
sirovina komine raj¢ice i kore mandarine kao sredstava za stabilizaciju nanocestica selena te je
pokazano da se njihovom primjenom mogu dobiti nanosustavi zadovoljavajuéih funkcionalnih
karakteristika $to je u skladu s prethodnim istrazivanjima drugih autora, Pektini su koriSteni za
sintezu 1 stabilizaciju razli¢itih metalnih 1 metal-oksidnih nanocestica zbog njihove sposobnosti
adsorpcije na metalne ione i sprjeCavanja aglomeracije nanoCestica, a mogu pruziti
biokompatibilan premaz, $to je posebno vazno za biomedicinske primjene . U istrazivanju Kedir
i sur., (2022.) pektini su se pokazali kao ucinkovita sredstva inkapsulacije nanocestica i
poboljsali su biodostupnost i stabilnost lijekova. U naSem istraZivanju pektini iz komine rajcice
su se pokazali kao bolje stabilizacijsko sredstvo jer je doslo do formiranja nanocestica selena
boljih funkcionalnih svojstava (manji hidrodinamicki promjer, nizi indeks polidisperznosti i

nizi zeta potencijal).

4.2.2. Utjecaj funkcionalizacije povrSine selenovih nanocestica na antioksidacijski

potencijal nanocestica i stabilnost tijekom probave

Antioksidativna svojstva selena su glavni razlog njegove primjene u biomedicinskom podrucju.
Upravo se antioksidativno djelovanje Se, koje je uvjetovano njegovom ugradnjom u
selenoproteine i doprinosom endogenom sustavu borbe protiv oksidacijskog stresa, moze
pojacati povrSinskom modifikacijom nanoc¢esticama spojevima koji imaju direktni redukcijski
ucinak (¢ime se ostvaruje sinergisti¢ki u€inak). U okviru ovog rada istrazeno je utjeCe li vrsta
odnosno stupanj prociS¢enosti pektina na moguénost adsorpcije polifenola na povrSinu
nanocestice te je utvrdeno da je uklanjanjem interferencija proc¢is¢avanjem pektina moguce je

dobiti Cestice s izrazenijim antioksidativnim svojstvima. Iz tog razloga ocekivan je porast
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redukcijskog potencijala kod procis¢enih i funkcionaliziranih uzoraka. Slika 29. pokazuje

koliko je znacajan utjecaj funkcionalizacije na antioksidacijska svojstva nanocestica selena.
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Slika 29. Utjecaj funkcionalizacije povrSine nanocestica selena polifenolima masline na ukupni

redukcijski potencijal

M — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine, Mpr — nanocCestice selena stabilizirane pro¢is¢enim
pektinom iz kore mandarine, Mf — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine i funkcionalizirane
ekstraktom komine masline, Mprf — nanocCestice selena stabilizirane pro¢iséenim pektinom iz kore mandarine i
funkcionalizirane ekstraktom komine masline, R - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz komine raj¢ice, Rpr -
nanodestice selena stabilizirane pro¢i§¢enim pektinom iz komine raj¢ice, Rf - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom
iz komine rajéice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, Rprf — nanodestice selena stabilizirane pro¢i§¢enim
pektinom iz komine rajcice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline

Nadalje, na Slici 30. vidljivo je da nakon intestinalne faze probave svi funkcionalizirani uzorci
pokazuju znafajno viSe vrijednosti redukcijskog potencijala. Za razliku od njih,
nefunkcionalizirani uzorci nakon simulacije procesa probave pokazuju nizi antioksidacijski

potencijal.
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Slika 30. Utjecaj simulacije probave na ukupni redukcijski potencijal nano¢estica selena

M — nanodestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine, Mpr — nanocestice selena stabilizirane pro¢iséenim
pektinom iz kore mandarine, Mf — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine i funkcionalizirane
ekstraktom komine masline, Mprf — nanocCestice selena stabilizirane proé¢iséenim pektinom iz kore mandarine i
funkcionalizirane ekstraktom komine masline, R - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz komine raj¢ice, Rpr -
nanocestice selena stabilizirane pro¢is¢enim pektinom iz komine raj¢ice, Rf - nanogestice selena stabilizirane sirovim pektinom
iz komine raj¢ice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, Rprf — nanocestice selena stabilizirane proé¢is¢enim

pektinom iz komine raj¢ice i funkcionalizirane ekstraktom komine masline, I1F- intestinalna faza

Kod gotovo svih uzoraka vidljiv je porast ukupnog redukcijskog potencijala nakon gastri¢ne
faze i smanjenje nakon intestinalne faze. (Slika 27. i 28.) Porast antioksidativne aktivnosti
nanocestica selena nakon gastricne faze moze se objasniti otpuStanjem i transformacijom
polifenolnih  komponenti tijekom simulacije probave. Studije su ve¢ pokazale da se
antioksidativna sposobnost ¢esto znacajno poveca nakon gastri¢ne faze zbog kiselog medija.
Takav okoli§ pospjeSuje otpustanje i1 transformaciju polifenola i drugih antioksidativnih
komponenti. No, ova aktivnost se moZe smanjiti tijekom intestinalne faze zbog neutralnog ili
blago alkalnog pH, $to dovodi do razgradnje antioksidativnih komponenti u manje aktivne
oblike. (Lou i sur., 2022.) Stoga su rezultati dobiveni u ovom istrazivanju, a koji se tiCu utjecaja

probave na antioksidativnu sposobnost nanosustava, u skladu s podacima drugih autora.

4.2.3. Utjecaj funkcionalizacije povrsine selenovih nanocestica na veli¢inu i zeta

potencijal nanocestica i stabilnost tijekom probave
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Mjerenjem raspodjele veli¢ine Cestica prije 1 nakon in vitro simulacije probave moguce je
pretpostaviti bioraspolozivost i stabilnost Cestica. Dobra bioraspolozivost se povezuje s
nanocesticama veli¢ine do 200 nm i to zbog njihove poboljSane sposobnosti kretanja kroz
mukozni sloj 1 prodiranja u crijevni epitel. Na primjer, ¢vrste lipidne nanocCestice pokazale su
trostruko povecanje oralne bioraspolozivosti retinoicne kiseline kada je veliCina Cestica
smanjena s 328,8 nm na 89,3 nm Takoder, manje nanocestice pokazuju bolju bioadhezivnost
Sto produljuje njihovo vrijeme zadrzavanja i povecava oralnu bioraspolozivost. (Wang i sur,
2020).

Iz rezultata ovog istrazivanja (Slika 21. i Slika 22.) vidljivo je da je hidrodinamicki promjer
svih uzoraka prije i nakon simulacije probave manji od 200 nm $to ukazuje na potencijalno
zadovoljavaju¢u bioraspolozivost. Pri tome dodatno treba uzeti u obzir da vrijednost
izmjerenog hidrodinamickog promjera ukljucuje i vodeni hidratacijski sloj oko Cestice te je
njezina stvarna veli¢ina zapravo manja od izmjerene. Naime, hidrodinamicki promjer moze
povecati promjer nanocestice, ovisno o otapalu, 25-50 %. (Lou i sur., 2022.) Prije simulacije
procesa probave najveci hidrodinamicki promjer izmjeren je kod Mf i Mprf uzoraka (vec¢i od
160 nm). Mogu¢i uzrok povecanog hidrodinamickog promjera i agregacije kod Mf 1 Mprf
uzoraka je prisutnost vise funkcionalnih skupina koje su reagirale s drugim nanocesticama te
tako znacajno povecale promjer. (Lou i sur., 2022.) Kod svih uzoraka stabiliziranih kominom
raj¢ice doslo je do povecanja hidrodinami¢kog promjera Cestica tijekom gastri¢ne faze probave
te ponovnog smanjenja tijekom intestinalne faze. Moguci uzrok je reagiranje ionskih skupina
pektina s ionima u otopini te nizem pH u gastri¢noj fazi pri ¢emu dolazi do agregacije Cestica.
Pri ponovnom povisenju pH doslo je do deagregacije Cestica te smanjenja hidrodinamickog
promjera. (Jia H. Shi i sur, 2020.) Nakon provedene intestinalne faze probave samo kod M i Mf

uzoraka ne dolazi do naknadne deagregacije i smanjenja hidrodinami¢kog promjera.

Zeta potencijalom se takoder ispituje stabilnost Cestica i njihova svojstva u otopini. Ako Cestice
imaju negativniji potencijal od -30 mV smatraju se stabilnima te je manja $ansa da ¢e doc¢i do
koagulacije. Svi uzorci, osim Mf, prije simulacije probave imaju zeta potencijal negativniji od
30 mV. Od tih uzoraka se moze ocekivati dobra stabilnost u suspenziji. Moguée objasnjenje za
smanjenje zeta potencijala je prisutnost funkcionalnih skupina koje mogu reagirati s ionima u

okolnom mediju i tako smanjiti povrSinski naboj ¢estica. (Nawaz i sur., 2023.) Ocekuje se bolja

48



stabilnost uzoraka stabiliziranih kominom rajc¢ice zbog niZe prosje¢ne vrijednosti zeta

potencijala.

Nakon simulacije probave svim uzorcima se smanjuje zeta potencijal na -20 mV $to znaci da
probava ima negativan utjecaj na stabilnost sustava. Najlosija stabilnost je kod Mpr, Mprfi R
uzoraka kod kojih je vrijednost zeta potencijala smanjena gotovo za 50%. Nema znacajnih
razlika izmedu razli¢itih vrsta pektina nakon simulacije probave, $to znac¢i da sami pektini ne

stabiliziraju nanocestice dovoljno tijekom procesa probave.
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5. Zakljuéci

Sirovi i procisceni pektini ekstrahirani iz kore mandarine i komine rajéice mogu se

uspjesno primijeniti u sintezi nanocestica selena

Pektini razli¢itog stupnja Cistoce (sirovi 1 prociS€eni) te iz razliCitih izvora (kora
mandarine 1 komina rajCice) rezultiraju nastankom stabilnih nanosustava razlicitih

fizikalno-kemijskih svojstava

Ekstrakt komine masline bogat polifenolima moZze se uspjeSno primijeniti za
funkcionalizaciju povrSine nanoCestica selena stabiliziranih pektinima kore

mandarine/komine raj¢ice ¢ime se mijenjaju inicijalna svojstva nanosustava

Sve sintetizirane nanocestice selena Kkarakterizira monodisperzna i unimodalna
raspodjela veli¢ine, srednji hidrodinamicki promjer adekvatan za per os primjenu (<200

nm) i zadovoljavajuci zeta potencijal (> 30 mV)

Stupanj prociS¢enosti pektina i1 funkcionalizacija povrSine polifenolima masline
razli¢ito utje¢u na veli¢inu i zeta potencijal nanocestica selena, ovisno o vrsti koriStenog

pektina

Funkcionalizirane nanocestice selena stabilizirane pektinom kore mandarine imale su
znacajno vecéi hidrodinamicki promjer i znacajno manju apsolutnu vrijednost zeta

potencijala od ostalih nanocestica selena §to moguce ukazuje na manju stabilnost

Funkcionalizacija nanocestica selena polifenolima masline, bez obzira na tip pektina
koristen u sintezi, znacajno povecava redukcijski potencijal nanosustava (u prosjeku 5

puta).

Probava znaCajno smanjuje apsolutnu vrijednost zeta potencijala svih analiziranih
uzoraka (Sto ukazuje na moguce smanjenje stabilnosti sustava), dok je utjecaj na srednji
hidrodinamicki promjer i indeks polidisperznosti varijabilan. OpaZene promjene ne

ukazuju na znacajnu promjenu stabilnosti promatranog nanosustava.

Tijekom probave redukcijski potencijal funkcionaliziranih nanocestica selena raste, dok
se, inicijalno znacajno nizi redukcijski potencijal nefunkcionaliziranih nanocestica,

dodatno smanjuje.
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Uzorci stabilizirani pektinom komine rajcice pokazuju bolju gastrointestinalnu
stabilnost od uzoraka stabiliziranih pektinom iz kore mandarine (veéu apsolutnu
vrijednost zeta potencijala, manji hidrodinami¢ki promjer 1 manji indeks

polidisperznosti)
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6. Popis kratica, oznaka i simbola

Popis kratica:

ABTS - 2,2"-azinobis-(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonat
AML- acute myeloid leukemia

DI1O- lodothyronine deiodinase

DLS-Dynamic light scattering

DNK- Deoksiribonukleinska kiselina

DSD- droplet size distribution

EKM-polifenolni ekstrakt komine masline
FA-SeNP- Se-NP functionalized folic acid

GAE- gallic acid equvalent

GPX- glutathion peroxidase

HPLC- High-Performance Liquid Chromatography
INFOGEST- International Network of Excellence on the Fate of Food in the Gastrointestinal

Tract

M — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine

Mf — nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz kore mandarine i funkcionalizirane

ekstraktom komine masline
Mpr — nanocestice selena stabilizirane pro¢is¢enim pektinom iz kore mandarine

Mprf — nanocestice selena stabilizirane procis¢enim pektinom iz kore mandarine i
funkcionalizirane ekstraktom komine masline

MSRB1- Methionine-R-Sulfoxide Reductase B1

NMR- Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy

PVP-polivinil-pirolidon
R - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz komine rajcice

Rf - nanocestice selena stabilizirane sirovim pektinom iz komine rajéice i funkcionalizirane
ekstraktom komine masline

RNS- Reactive nitrogen species
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ROS- Reactive oxygen species

Rpr - nanoCestice selena stabilizirane pro¢is¢enim pektinom iz komine rajCice

Rprf — nanocestice selena stabilizirane proc¢is¢enim pektinom iz komine rajéice i

funkcionalizirane ekstraktom komine masline
SEM-Scanning electron microscope

SGF — Simulated gastric fluid

SIF - Simulated intestinal fluid

SP- selenium polysaccharides

SPS2- Selenophosphate synthetase
TEM-Transmission electron microscope
TXNRD- Thioredoxin reductase

XRT- X-ray diffraction
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8. Sazetak/Summary

8.1. Sazetak

Razvoj novih oblika nutraceutika za per os primjenu koriStenjem zelenih i odrzivih
formulacijskih pristupa koji se uklapaju u nacela kruzne ekonomije vrlo je dinami¢no i aktualno

podrucje istrazivanja.

U ovom radu istrazene su mogucnosti zelene sinteze nanocestica Se koriStenjem pomoc¢nih tvari
koje je moguée jednostavnim i zelenim postupcima izolirati iz prehrambenog otpada te je
provedena funkcionalna karakterizacija dobivenih nanosustava s posebnim naglaskom na
gastrointestinalnu stabilnost. U postupku sinteze kao stabilizacijska sredstva koristeni su pektini
razli¢itog stupnja Cistoce (sirovi i proc¢iséeni) te iz razli¢itih izvora (kora mandarine i komina
rajcice), a u svrhu dodatne funkcionalizacije povrSine nastalih nanosustava koristen je ekstrakt
komine masline bogat polifenolima. Svojstva nanocestica prije 1 nakon in vitro simulacije

probave karakterizirana su odredivanjem raspodjele veli¢ine Cestica, zeta potencijala, indeksa

polidisperznosti te ukupnog redukcijskog potencijala.

Predlozeni zeleni postupci sinteze nanocestica rezultirali su nastankom stabilnih nanosustava
odgovarajucih fizikalno-kemijskih svojstava. Polifenoli masline uspjesno su primijenjeni za
funkcionalizaciju povrSine nanocestica selena te su znacajno povecali redukcijski potencijal
sustava. Tijekom probave dolazi do promjena fizikalno-kemijskih karakteristika nanosustava,

medutim sve istrazene nanocestice ostaju stabilne i primjenjive za per 0s primjenu.

Dobiveni rezultati pridonijet ¢e trenutnim saznanjima o moguénostima odrZivih postupaka
formulacije visokovrijednih oblika selena za peroralnu primjenu pobolj$anih biofarmaceutskih

svojstava.
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8.2. Summary

Development of innovative nutraceuticals for oral administration by using green and
sustainable formulation approaches that fit into the principles of the circular economy is
particularly dynamic and contemporary area of research.

This research investigated the possibilities of green synthesis of Se nanoparticles using
excipients that can be isolated from food waste by applying simple and green procedures.
Functional characterization of the obtained nanosystems was carried out with special emphasis
put on the investigation of on gastrointestinal stability. In the synthesis process pectins of
different degrees of purity (raw and purified) and from different sources (tangerine peel and
tomato pomace) were used as stabilizing agents, and for the purpose of additional
functionalization of the surface of the resulting nanosystems, olive pomace extract rich in
polyphenols was used. The properties of nanoparticles before and after in vitro digestion
simulation were characterized by determining the particle size distribution, zeta potential,

polydispersity index and total reduction potential.

The proposed green synthesis procedure resulted in the creation of stable selenium nanosystems
with appropriate physicochemical properties. Olive waste derived polyphenols were
successfully applied to functionalize the surface of selenium nanoparticles and significantly
increase the reduction potential of obtained nanoparticles. Even though digestion process
altered particular physicochemical characteristics of the investigated nanosystems, all

investigated nanoparticles remained stable and applicable for per os application.

Obtained results will contribute to current knowledge about the possibilities of sustainable
formulations of innovative per os selenium formulations with improved biopharmaceutical

properties.
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