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1 UVOD

1.1 Nanocestice

Prefiks nano- dolazi od gr¢. nanos, nannos $§to znaéi patuljak (www.jezikoslovac.com).
Nanocestice ukljucuju Cestice veli¢ine 1-100 nm te se proizvode koriStenjem nanotehnologije.
Bioloska, kemijska i fizikalna svojstva takvih Cestica ovise o njihovoj veli€ini, obliku te omjeru
povrsine i volumena (Murugesan i sur., 2019). Ovisno o metodi izrade dijelimo ih na nanosfere
i nanokapsule. Cestice kod kojih je lijek uklopljen ili adsorbiran na povr§inu nazivaju se
nanosfere, a one kod kojih je lijek zatvoren u Supljini okruzen polimernim matriksom nazivamo

nanokapsule (Mohanraj i Chen, 2006).

Nanotehnologija pokazala se izuzetno korisnom u razli¢itim poljima znanosti, a naro¢ito u
nanomedicini i isporuci lijekova u organizmu. Nanomedicina predstavlja ogranak medicine
koja koristi nanotehnologiju kako bi sprijecila i lijeCila razne bolesti, koriste¢i pritom
nanosustave, kao $to su nanocestice, i hanorobote za postavljanje dijagnoze, dostavu lijeka te
za senzorne i aktivacijske svrhe u zivim organizmima. Sve se viSe proucava zbog velikog
interesa za to podruéje, ukljucujuci pritom jos i nanobiotehnologiju i tkivno inZenjerstvo (Patra

i sur., 2018).

Kod isporuke lijekova putem vecih Cestica Cesto se susre¢u izazovi kao $to su in vivo
nestabilnost, losa bioraspolozivost, topljivost i apsorpcija, te nezeljene nuspojave lijekova.
Smatra se da novi sustavi za isporuku lijekova, kao $to su nanosustavi koji mogu ciljano
djelovati, mogu rijesiti neke od ovih klju¢nih problema. Takve ¢estice imaju vecu
bioraspolozivost jer se apsorbiraju procesom endocitoze. Isto tako pokazuju manje fluktuacije
koncentracija u plazmi, a zbog svoje veli¢ine lak$e prodiru u tkiva $to ih ¢ini izrazito pogodnim
za ciljanu dostavu. Pritom im pomaze 1 moguénost vezanja razli€itih liganda na povrsini, ¢ime

se olaksava njihovo usmjeravanje u organizmu (Patra i sur., 2018).

Iako veli¢ina Cestica 1 njihova povrSinska svojstva uvelike potpomaZzu nanosustavima u njihovoj
primjeni, ponekad se pokazuju kao i njihovi nedostaci. Zbog male veli¢ine, ali velike dodirne
povrsine, moze do¢i do agregacije Cestica. Zato je bitno svojstvo Cestica zeta potencijal koji
predstavlja povrsinski naboj Cestica, a na koji utjeCu sastav Cestica i medij u kojem su
dispergirane. Cestice sa zeta potencijalom veéim od + 30 mV pokazuju stabilnost u suspenziji

jer povrsinski naboj onemogucava njihovu agregaciju.


http://www.jezikoslovac.com/

Uz agregaciju, isti ¢imbenici dovode do limitiranog uklapanja lijeka u Cesticu te mogu izazvati
tzv. "burst effect” odnosno nekontrolirano i naglo otpustanje lijeka. Takoder, potrebno je
reducirati opsonizaciju. Ona predstavlja proces vezanja proteina opsonina na ¢estice pri cemu
one postaju mete fagocita. To je moguce rijesiti djelovanjem na povrsinu Cestica, kako bi se
produljila cirkulacija Cestica iv vivo. Svi ovi izazovi trebaju biti savladani prije uporabe

nanocestica u klini¢ke ili komercijalne svrhe (Mohanraj i Chen, 2006).

Nanocestice uvelike pronalaze svoju primjenu u lijeCenju tumora. Zbog povecane
permeabilnosti i retencije te aktivnim usmjeravanjem na mjesto djelovanja putem specifi¢nih
liganda na povrsini nanocestica, moguce je dostaviti velike koli¢ine lijeka u tumor. Velika
prednost ovakvog nacina lijeCenja je to Sto se zbog ciljanog mjesta djelovanja, okolno, zdravo
tkivo ne izlaze djelovanju lijeka te se iz tog razloga smanjuju koli¢ina i intenzitet nuspojava
(Mohanraj i Chen, 2006). Mogucéa je primjena nanocestica u razli¢itim dodacima prehrani, pri
¢emu se inkapuslacijom u nanocesticu moze poboljsati bioraspolozivost aktivnih tvari tako sto
se modificiraju neka njihova svojstva, primarno osjetljivost na pH, zu¢ i utjecaj probavnih

enzima (Hosnedlova i sur., 2018).

1.2 Selen

Selen je nemetal, u prirodi pronaden u tragovima u svom elementarnom obliku (Se®) te u obliku
selenida (Se%), selenata ( Se®*; Se04?) i selenita (Se**; SeOs?"). Karakterizira ga lako¢a prijelaza
u susjedna oksidacijska stanja, na sto utjecu pH, koncentracija slobodnog kisika, redoks
potencijal 1 vlaznost. Moguce ga je pronac¢i u 5 alotropskih modifikacija, od cega su 2 u
amorfnom stanju, a 3 u kristalnom. Selen pokazuje i sposobnost formiranja prstenastih i
langastih struktura. Veéina njegovih izotopa je stabilna, osim radioaktivnog izotopa "°Se koji

emitira B iy zraGenje. Najrasprostranjeniji izotop u prirodi je 8°Se (Kieliszek, 2019).

Selen je poprilicno rasprostranjen element u okoliSu. Mogucée ga je pronaci u hidrosferi,
litosferi, biosferi i atmosferi Zemlje. Djelovanjem vulkana, razgradnjom organske tvari bogate
selenom i biometilacijom od strane mikroorganizama, njime se obogacuje atmosfera. Gledajuci
globalne razmjene, razina selena u tlu iznosi 0,33-2 mg/kg. U vodi ga pronalazimo u tragovima,
s time da ga ima viSe u podzemnim vodama nego morskoj vodi uslijed eluiranja selena sa stijena

ili pretjerane gnojidbe tla proizvodima bogatim selenom (Kieliszek, 2019).



Selen je jedan od esencijalnih elemenata naSeg organizma. Njegova koli¢ina u tijelu varira
ovisno o prehrani, dobi i geografskom smjestaju. Optimalna dnevna doza selena iznosi 55 pg
dok je njegova ukupna koli¢ina u organizmu 3-20 mg. Kao indikator statusa selena koristi se
serum u kojem je koncentracija 60-120 ng/ml. Koncentracija selena naglo pada nakon navr$enih
60 godina zivota (Kieliszek, 2019). Nedostatak selena kod ljudi je rijedak, a oc€ituje se kao
Keshan bolest, endemska kardiomiopatija, ili Keshan-Beck bolest, endemski osteoartritis. Obje
bolesti pojavljuju se u Kini u podru¢jima s niskom razinom selena u tlu. Nedostatak selena
povezuje se s povecanom incidencijom razli¢itih kroni¢nih bolesti kao $to su bolesti diSnog
sustava (astma), kardiovaskularne bolesti, rak te mnoge druge (Thomson, 2004). Nedostatak
Selena utjeCe i na zivcani sustav. Kod pojedinaca je uocena pojava depresije ili pojacavanje
anksioznosti, a takoder djeluje i na pojavu Alzheimerove bolesti. U trudnica nedostatak selena

negativno utjeCe na razvoj embrija (Kieliszek, 2019).

Selen se u najvecoj mjeri u organizam unosi ingestijom. Hrana bogata proteinima sadrzi viSe
razine selena, dok voce i povrée, te namirnice s niskom razinom proteina, imaju i nizu razinu
istog. Tako se u hranu bogatu selenom ubrajaju meso, riba i morski plodovi, mlije¢ni proizvodi
i orasasti plodovi (Tablica 1.). Koncentracija selena u hrani zivotinjskog porijekla ovisi o

geografskom polozaju i opskrbi selena u prehrani (Kieliszek, 2019).

Tablica 1. Sadrzaj selena u odabranim prehrambenim proizvodima

Hrana Sadrzaj selena (ng/g)
Brazilski orasi 0,2-512
Kvasac 500-4000
Kruh 0,09-0,20
Riba 0,06-0,63
Jaja 0,15
Govedina 0,01-0,73
Svinjetina 0,27-0,35
Brokula 0,012
Mlijeko 0,01-0,06
Cokolada 0,04
Jetra 0,3-0,4
Govedi bubreg 1,45




Biodostupnost i bioloska aktivnost unesenog selena ovise o koli¢ini unesenog selena, njegovom
obliku, topljivosti, dostupnosti i probavljivosti, prisutnosti drugih dijetalnih komponenti i
fizioloSkog statusa organizma. Kada je rije¢ o prehrani, organske forme selena imaju vecu
bioraspolozivost iz hrane i to 85-95%, dok je anorganske forme imaju tek 40-50%
(Constantinescu-Aruxandei i sur., 2018). U obliku selenometionina selen se pojavljuje u
namirnicama biljnog i zivotinjskog porijekla te u dodacima prehrani; u obliku selenocisteina
uglavnom u namirnicama zivotinjskog porijekla te kao selenat i selenit uglavnom u dodacima
prehrani. Bioraspolozivost i tkivna distribucija selena ovise o0 obliku selena kojeg unosimo u
organizam. Selenocistin predstavlja metabolicki aktivnu formu selena te se u toj formi nalazi u
selenoproteinima. Redukcijom selenita i selenata nastaje selenid, a zatim daljnjom redukcijom
selenofosfat. On predstavlja prekursor selenocisteina. 1z tog su razloga selenit i selenat
metabolicki dostupnije forme od selenometionina koji nije metabolicki aktivan te je potrebno
viSe koraka u njegovom katabolizmu kako bi nastao anorganski prekursor selenofosfat.

(Rayman, 2000).

Pri visokim koncentracijama selen moze pokazati i toksi¢na svojstva. Ona mogu nastupiti kod
unosa selena 1540-1600 pg/dan (Kieliszek, 2019). Znakovi trovanja selenom ukljucuju gubitak
kose, tesku anemiju, ukocenost i sljepo¢u. Simptomi toksi¢nosti ovise 0 dozi, a nastaju zbog
krivo slozenih, disfunkcionalnih selenoproteina i enzima ovisnih o selenu koji mogu dovesti do
disbalansa u funkcioniranju stanice (Kieliszek, 2019). Organski oblici selena su manje toksi¢ni

od anorganskih, a pritom se i u¢inkovitije apsorbiraju. Anorganski oblici selena, Se** i Se*®, su

.........

(Constantinescu-Aruxandei i sur., 2018).

Selen je element jake antioksidativne uc¢inkovitosti. Djeluje sinergijski s vitaminom E. Njihova
interakcija dovodi do najbolje zastite organa od destruktivnog djelovanja slobodnih radikala.
Zbog svojih antioksidativnih svojstava izrazito je bitan u ljudskom organizmu pa je tako
otkriveno nekoliko o selenu ovisnih proteina koji sadrze selen, u formi selenocisteina, u
aktivnom centru. Najbolje karakteriziran selenoprotein u sisavaca je glutation peroksidaza, ali
i selenoprotein P i tiroksin 5-dejodinaza (Kieliszek,2019). Glutation peroksidaza sadrzi 4
identi¢ne podjedinice. Svaka od njih sadrzi selenocisteinski ostatak (Stadtman, 1990).
Peroksidaza reducira vodikov peroksid pri ¢emu nastaje oksidirani oblik glutationa koji se
potom opet reducira uz glutation reduktazu i NADPH (Lockitch, 1989). Kao produkti redukcije
peroksida nastaju hidroksilne specije i voda (Kieliszek, 2019). Zajedno s superoksid

dizmutazom i katalazom dio je antioksidativnog obrambenog sustava organizma koji ga brani
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od slobodnih radikala (Lockitch, 1989). Tim mehanizmom, eliminacijom vodikovog peroksida,
glutation peroksidaza stiti eritrocite, masne kiseline i hemoglobin od oksidacije te $titi stani¢ne
membrane i DNA od Stetnih u¢inaka slobodnih radikala i rekativnih kisikovih spojeva.
Antioksidativna i protektivna svojstva selenoproteina prema DNA temelj su antikancerogenih
svojstava selena. Glutation reduktaza takoder sadrzi selen. Njezina je glavna uloga odrzavanje
prikladne koncentracije reducirane glutation peroksidaze pri ¢emu §titi stanicu od nakupljanja
peroksida i njihovih $tetnih u¢inaka. Stitnjada je organ koji sadrzi najveéu koli¢inu selena po
jedinici mase. U stitnjaci je selen nuzan za pravilnu sintezu, aktivaciju i metabolizam tireoidnih
hormona te se u $titnjaci nalazi kao dio selenoproteina tiroksin 5-dejodinaze. Taj enzim je
odgovoran za dejodinaciju tiroksina do 3,3,5-trijodtiroksina (T3) ili do neaktivnog oblika rT3.
Na ove procese u metabolizmu hormona bitno utjeCe status selena, stoga ga je nuzno uzeti u

obzir pri pregledu funkcije $titnjace (Kieliszek, 2019).

1.3 Nanoselen

Sve se vise istrazuje primjena nanocestica selena zbog njegovih zanimljivih svojstava i velikog
potencijala primjene u medicini kozmetici i elektronici (Murugesan i sur., 2019). Zbog vaznih
bioloskih uloga selena u organizmu, i sve veceg broja indikacija za suplementaciju selenom,

sve vise se razmatra i primjena nanoselena kao dodatka prehrani (Skalickova i sur., 2017).

Za razliku od njegovih organskih i anorganskih formi, nanoselen pokazuje visok stupanj
apsorpcije i nisku toksi¢nost (Hosnedlova i sur., 2018). Sli¢éno kao i druge nanocestice,
posjeduje zanimljiva kemijska, fizikalna i bioloska svojstva kao $to je npr. mala povrsinu po
jedinici volumena. Zbog tog razloga nanocestice su manje interaktivne i sporije otpustaju selen.
Takoder, moguce je posti¢i njihovu ciljanu dostavu funkcionaliziranjem ¢estica odredenim
liganadima. Osobito je vazno spomenuti nizu toksi¢nost nanoselena (Selena u njegovom
elementarnom obliku) u odnosu na toksi¢nost iona selena — selenita, selenata i selenida.
Nanoselen ima vec¢u bioraspolozivost od anorganskog selena ili aminokiselina koje sadrze selen
te moze povecati aktivnost selenoenzima peroksidaze i tioredoksin reduktaze (Skalickova i sur.,
2017). Provedeno je mnogo istrazivanja na temu suplementacije nanoselena u zivotinjama i
rezultati su obecavajuéi. Istrazivanja pokazuju da je veli¢ina glavni ¢imbenik aktivnosti
nanoselena te da su generalno manje nanocestice aktivnije od onih veéih (Slika 1.) (Skalickova

i sur., 2017). Nedostatak nanoselena je u njegovoj nestabilnosti i laganoj transformaciji u



inaktivni oblik. Njih je moguce promijeniti stabilizacijom cCestica inkapsulacijom u pogodni

nosa¢ (Hosnedlova i sur., 2018).

Selenkam Modified selenium

nanopartcies
Selenoproteins
Seleninum
amnino ackds
Inoeganic
selenium o )
'%~
Y - d\z\
» D ai e — <
‘ D

Slika 1. Usporedba veli¢ina razli¢itih oblika selena i nanocestica selena koje mogu biti

modificirane razli¢itim polimerima, kao $to je kitozan (Skalickova i sur., 2017)

Nanoselen je moguce sintetizirati kemijskim, fizikalnim i biolo§kim putem. Morfologija,
sastav, veli¢ina i svojstva nanoselena mogu biti drugaciji ovisno o izabranoj metodi sinteze.
Pritom je izrazito bitno za Cestice prisustvo/odsustvo te priroda oblagajucih sredstava kao $to
su polisaharidi, proteini pa ¢ak i polifenoli jer oni utjecu na njihovu biodostupnost, toksi¢nost i
ucinke nanomolekula tako S§to djeluju na njihovu veli€inu, hidrofobnost i povrSinski naboj
(Constantinescu-Aruxandei i sur., 2018). Kontrola najvaznijih parametara tijekom sinteze (kao
Sto su koncentracija prekursora, pH, temperatura reakcijske smjese i vrijeme pripreme) vazna
je za postizanje Zeljenih svojstava novosintetiziranih nanocestica - veli¢ine, oblika i povrsinske

funkcionalnosti ¢estice (Skalickova i sur., 2017).

Bioloska sinteza nanocCestica sve je popularnija jer se njome nastoje nadomjestiti nedostaci
klasi¢nih koraka sinteze. Ona ukljucuje prirodne izvore kao §to su enzimi, bakterije i biljke.
Sintezom nanoselena koristenjem biljnih ekstrakata postizu se bolja svojstva jer je za vrijeme
sinteze moguce u nanocestice uklopiti i razli¢ite bioaktivne sastojke, kao §to su fenoli,
flavonoidi, saponini, tanini, glikozidi u jednom koraku tijekom sinteze, a koji pritom djeluju
kao reducensi 1 stabilizatori. Njezine prednosti nad klasi¢nim metodama su odrzivost, niska
cijena, jednostavnost i sigurnost za okoli§ (Korde i sur., 2020). Bioloski sintetizirane
nanocestice su stabilne, tj. ne stvaraju agregate zbog inkapsulacije i stabilizacije biomolekulama

na njihovoj povrsini (Kumar i Prasad, 2020).

Bioloska svojstva nanocestica selena ovise o njihovoj veli€ini pri ¢emu manje Cestice imaju

vecu aktivnost jer veli¢ina Cestica utjee na njihovu apsorpciju. Oralna primjena nanoselena
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smatra se najprimjerenijom i isplativom metodom suplementacije (Hosnedlova i sur., 2018).
Danas se najéeS¢e primjenjuje u antitumorskoj terapiji, a posjeduju i antioksidativna i
antimikrobna svojstva koja su izrazito zanimljiva kada je rije¢ 0 antibiotskoj rezistenciji (Korde
1 sur., 2020). Prednost nanoselena u odnosu na elementarni selen su visoka gustoc¢a selena u
formulaciji te potencijal dostave velikih koli¢ina selena lokalno, tj. u stanice raka (Skalickova
I sur., 2017). Nanoselen pokazuje vaznu ulogu u terapiji karcinoma. U studijama koje se
provode najcesce se koristi bioloski sintetiziran nanoselen. Njegovo djelovanje temelji se na
mogucnosti da ubija stanice raka apoptozom. Kod stani¢nih linija raka dojke MCF-7 nanoselen
funkcionaliziran folnom kiselinom izaziva apoptozu stanica, s$to je uzrokovano produkcijom
reaktivnih kisikovih specija (ROS) koje dovode do oste¢enja mitohondrija te posljedi¢no i
staniéne smrti (Murugesan i sur., 2019). Nanoselen konjugiran s folatom pokazao je
antagonisticki efekt na multirezistentne jetrene stanice raka. Nanocestice selena Stite organizam
od toksi¢nih ucinaka teSkih metala 1 kemikalija tako $to smanjuju produkciju reaktivnih
kisikovih specija. Djeluje kao antioksidans tako $to reducira slobodne radikale regulirajuci
pritom ROS i glutation peroksidazu kako bi zastitili stanicu od oSteCenja (Kumar i Prasad,
2020). Zbog sve vece rezistencije bakterija na antibiotike, istrazuje se potencijal nanoselena i u
tom podru¢ju. Njegov mehanizam djelovanja ukljucuje vezanje nanocestica na povrsinu
bakterije te otpustanje iona selena u stani¢nu stijenku pri ¢emu uzrokuje oksidacijski stres,
inhibiciju sinteze proteina ili mutaciju DNA i na taj nacin uniStava bakteriju (Skalickova i sur.,
2017). Sve je vecéa uloga nanoselena i u lije¢enju bolnickih infekcija - studije su se pokazale

djelotvorne u ubijanju tih mikroba (Murugesan i sur., 2019).

Za morfolosku i strukturalnu karakterizaciju nanoselena najce$¢e se koriste mikroskop
atomskih sila (AFM), skeniraju¢i elektronski mikroskop (SEM), prijenosni elektronski
mikroskop (TEM) i difrakcija X-zraka (XRD). Za karakterizaciju koriste se jos i UV/Vis
spektroskopija i vibracijska spektroskopija koja ukljuc¢uje FTIR i Raman spektroskopiju.
Energetski disperzivna rentgenska spektroskopija koristi se sama ili zajedno s TEM i SEM pri
identifikaciji selena. Veli¢inu Cestica moguce je odrediti koriStenjem metode dinamickog
rasprSenja svjetlosti (DLS), kromtografijom isklju¢ivanja veli¢ina (SEC) i TEM metodom.
Problem ovih metoda su visoka cijena i nemogucnost da ih se uvrsti u rutinsku analizu
nanoselena u suplementima. Informacije koje se njima dobivaju su uglavnom kvalitativne, a
pritom je niske koncentracije od ng/kg tesko detektirati, karakterizirati i kvantificirati. Metoda
induktivno spregnute plazme s masenom spektrometrijom (ICP-MS) zasad izgleda obecavajuce

zbog ne-destruktivne, kontinuirane separacije Cestica s visokom rezolucijom od 1-100 nm



kojom se omogucava separacija izrazito malih Cestica. Pritom moze biti spregnuta s razli¢itim
metodama pomocu kojih omogucava bolju i1 precizniju karakterizaciju (Constantinescu-

Aruxandei i sur., 2018).

1.4 Gastrointestinalna stabilnost i biodostupnost nanocestica selena

Brojne studije govore kako je veli¢ina Cestica kljuCan parametar za biolosku aktivnost
nanoselena. Manje Cestice su aktivnije i pokazuju jaci citotoksi¢an uc¢inak od veéih nanocestica.
Neka istrazivanja pokazuju da nanoselen ima vecu biodostupnost i u¢inkovitost od anorganskih
oblika i aminokiselina koje sadrze selen (Skalickova i sur., 2017). U radu Cavala i sur. (2017)
prikazano je da nanoselen ima sli¢nu bioraspolozivost kao i drugi oblici selena, a ako se
usporeduje s selenometioninom, nanoselen pokazuje manju toksi¢nost i jednaku uc¢inkovitost u
povecanju aktivnosti selenoenzima. U radu Hosnedlove i sur. (2018) zakljucuju da bioloska
svojstva nanoselena ovise o njegovoj veliini jer o veli¢ini Cestica ovisi njihov transport u
stanice. Tako je npr., in vitro apsorpcija Cestica veli¢ine 0,1 um za 2,5-6 puta veca nego onih
veli¢ine 1-10 pm. Stoga je tijekom formulacije potrebno uzeti u obzir veli¢inu nastalih Cestica
i njihovu morfologiju. Vazan korak u tom procesu je odabir vrste i koncentracije
inkapsulacijskih sredstava koji zbog razli¢ite konformacije i strukture mijenjaju stericka
svojstva i elektrostatske interakcije te posljedi¢no veli¢inu i stabilnost nastalih nanocestica.
Utjecaj pH na Cestice takoder ovisi o navedenim parametrima (Constantinescu-Aruxandei i sur.,
2018).

Unos, apsorpcija, translokacija i ekskrecija nanoselena odredena je razli¢itim parametrima koji
ukljucuju i veli¢inu i povrSinska svojstva nanocestica. (Hosnedlova i sur., 2018). Topljivi oblici
selena ve¢im se dijelom apsorbiraju u nizim dijelovima tankog crijeva razli¢itim mehanizmima
koji ovise o obliku selena. Prvi korak ukljucuje prolazak kroz sloj mukusa kojim je prekrivena
povrsina GIT-a, a za taj proces su bitni njihov naboj i veli¢ina. Sljede¢i korak ukljucuje prolazak
kroz polarizirane epitelne stanice koje izlu€uju mukus, a poredane su u nekoliko slojeva.
Interakcija s proteinima djeluje na svojstva povrSine nanocestica $to dovodi do promjene
povrsinskog naboja i sklonosti aglomeraciji. Aglomeraciju moze potaknuti promjena pH u GIT-
u. Karakterizacija veli¢ina nanoCestica selena stabiliziranog pektinima, smjesom
pektini/alginati te ovalbuminom, pokazala je da se tijekom inkubacije nanoselena u

gastrointestinalnim uvjetima (pH 2,0-7,0), ukljuCuju¢i i enzimatski i neenzimatski medij,



mijenjaju povrsina i raspodjela veliCine Cestica. Primijeceno je da su pri uvjetima probave uz
enzime (uz dodatak pepsina) i pH 2,0 ¢estice manje (~2-11 nm), dok je pri pH 7,0 primijecen
obrnut efekt, tj. Cestice su uglavnom vece (~50 nm). Iz ovoga mozemo zakljuciti kako gastricni
enzimi i pH koji varira u GIT-u mogu uzrokovati znacajne promjene u veli¢ini (Skalickova i
sur., 2017).

Bioraspolozivost i gastrointestinalnu stabilnost moguce je proucavati in vivo na ljudima, ali
takve su studije problematicne jer nisu uvijek tehnicki, financijski i eticki pouzdane te ih je
tesko reproducirati zbog individualnih razlika (Li i sur., 2020). Istrazivanja se provode i na
Zivotinjama, ali ona ukljucuju operacije i usmréivanje zZivotinja, a pritom je i upitna u¢inkovitost
takvih modela u razumijevanju ljudskih probavnih procesa (Brodkorb i sur., 2019). Iz
navedenih razloga sve se vi$e poseze prema razvoju in vitro modela, koji su jeftiniji, u¢inkovitiji
i bez etickih restrikcija. Razvoj takvih modela je kompliciran zbog kompleksnosti ljudskog
gastrointestinalnog sustava, njegovog motiliteta, anatomske strukture, brojnih enzima i
hormona koji su krucijalni u normalnom radu GIT sustava, a koje je teSko simulirati in vitro.
Stoga su potrebna daljnja istraZivanja i napori kako bi se razvili poboljSani i bioloski relevantni

in vitro GIT modeli (Li i sur., 2020).

In vitro metode simulacije probave ukljuéuju staticke i dinamicke modele kojima se nastoji
simulirati probava hrane i farmaceutika u gornjem dijelu GIT-a (usta, Zeludac, tanko crijevo).
Dinamicki in vitro modeli simuliraju dinamicke procese probave, mehanicke sile te dinamiku
fluida tijekom procesa (Li i sur., 2020). Ovakvi modeli su kompleksni, visoke cijene
postavljanja i odrzavanja pa nisu dostupni vecini istraZivaca. Staticki modeli su jednostavniji 1
rasireniji 1 koriste konstantan omjer hrane, enzima i elektrolita te konstantan pH za svaku fazu
digestije (Brodkorb i sur., 2019). Njihova prednost su jednostavnost i niska cijena (Bohn i sur.,
2018). Problemi ovakvih metoda su preveliko pojednostavljivanje procesa probave i znacajne
varijacije parametara digestije u razli¢itim modelima. Varijabilnost parametara koji ukljucuju
pH, trajanje svakog koraka digestije, koli¢inu 1 tip koriStenih probavnih enzima, brzinu
mijeSanja/muckanja, koli¢inu uzorka hrane itd. mogu dovesti do velikih razlika u istraZivanjima
1 tako omesti usporedbu rezultata i zakljucke istrazivanja (Li 1 sur., 2020). Zbog velikog broja
protokola koji se razlikuju u eksperimentalnim uvjetima postignut je internacionalni konsenzus
u okviru COST Action Infogest-a te je objavljen protokol koji se od tada koristi u
medunarodnim okvirima (Bohn 1 sur., 2018). Uslijed razlika u parametrima postignut je
konsenzus na temelju kojega su odredeni parametri za stati¢ku in vitro digestiju hrane u odraslih

osoba, a metoda je generalno prozvana INFOGEST (Brodkorb i sur., 2019).



INFOGEST metoda (Slika 2.) ukljucuje 3 faze: priprema, digestija i obradu uzorka s
naknadnom analizom. Za pripremu je bitno eksperimentalno ispitati aktivnost svih probavnih
enzima i koncentraciju zu¢nih soli koriStenjem preporucenih standardiziranih testova. Hrana se
potom izlaze trima uzastopnim fazama probave, a to su oralna, gastri¢na i intestinalna. U
statickoj in vitro digestiji eksperimentalni uvjeti su konstantni za svaku fazu. Oralna faza
ukljucuje razrjedenje uzorka 1:1 sa simuliranom salivarnom teku¢inom (SSF), sa ili bez
salivarnih amilaza i simuliranje mastifikacije za krutu i polukrutu hranu. Ako se primjenjuje
salivarna amilaza, hrana joj treba biti izloZena 2 minute na pH 7. Oralna faza mora biti uklju¢ena
u svim simuliranim procesima digestije, bez obzira na stanje hrane (kruto/tekuce), kako bi se
postiglo konstantno razrjedenje. Oralni bolus se tada razrjeduje 1:1 sa simuliranom gastricnom
teku¢inom (SGF) 1 gastriénim enzimima, pepsinom i gastricnom lipazom, nakon cega slijedi
inkubacija na 2 sata pri pH 3,0. Gastricni himus se potom razrjeduje 1:1 sa simuliranom
intestinalnom tekué¢inom (SIF), Zu¢nim solima i enzimima pankreasa na 2 sata pri pH 7,0.
Zadnji korak digestije ukljucuje uzorkovanje, obradu uzorka, skladiStenje i naknadnu analizu

uzorka (Brodkorb i sur., 2019).

1. Perform enzyme activity and bile assays
— 2. Prepare SSF, SGF and SIF stock solutions
3. Perform pH-test adjustment experiment
¥
1. Mix food with SSF (1:1, wt/wt)
m 2. Include CaCl2 (1.5mM in SSF)
3. Add salivary amylase, if necessary (75U/mL)
SAAA 4. Incubate while mixing (2min, 37°C,pH7)
45 Tm“
g0 —
e 1. Mix oral bolus with SGF (1:1, vol/vol)
303 Gastric 2. Include CaCl2 (0.15mM in SGF)
= phase 3. Add pepsin (2000U/mL), gastric lipase (60U/mL)
’5: 4. Incubate while mixing (2h, 37°C,pH3)
B
— ‘
— Mix gastric chyme with SIF (1:1, vol/vol)
= Intestinal Include bile (10mM bile salts)

Include CaCl2 (0.6mM in SIF)

e
phase - . s

Add pancreatin (trypsin activity 100U/mL)

Incubate while mixing (2h, 37°C,pH7)

¥
1. Sampling

Slika 2. Stati¢ka in vitro digestija predlozena od strane COST INFOGEST-a (Li i sur., 2020)
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1.5 Pektini

Pektini su prirodni polisaharidi, dobiveni iz voca (naj¢eSce iz komine jabuke i kore citrusa) i
povrca, koji se ve¢ godinama koriste u prehrambenog industriji i industriji pi¢a kao ugusé¢ivaci,
geliraju¢i agensi i stabilizatori. Zbog njihovih svojstava postaju sve zanimljiviji i u
farmaceutskoj i biotehnoloskoj industriji (Sriamornsak, 2003). S obzirom da se porastom
populacije povecala i koli¢ina otpada, a pritom i briga za okolis, stru¢njaci pokuSavaju pronaci
nacine kako §to bolje gospodariti otpadom. 1z tog se razloga otpad od hrane (prvenstveno voca)
pokuSava iskoristiti kao izvor pektina. Ekstrakcija, kao jeftin 1 jednostavan postupak,
omogucava izolaciju molekula, u ovom slucaju pektina, koje je pritom moguce koristiti kao

dodatke prehrani i nutriceutike (Gama i sur., 2015).

Pektini pripadaju obitelj polisaharida bogatih galakturonskom kiselinom. Ona ¢ini 70% ukupne
strukture pektina (Mohnen, 2008). Samu strukturu mozemo podijeliti na glatku regiju (smooth
region) i razgranatu regiju (hairy region). Smooth region ve¢im dijelom ¢ini hemogalakturonan
koji je ve¢im dijelom graden od homopolimera parcijalno metil esterificirane (1-4) vezane a-
D-galakturonske kiseline. Hairy region ¢ini ramnogalatkuronan I (RGI) ¢iju okosnicu ¢ini
ponavljajuéi niz disaharida o-D-galakturonske kiseline i ramnoze [-4)-a-D-GalA-(1,2)-a-L-
Rha-(1]n te postrani¢ni lanci arabinana, galaktana i arabinogalaktana koji su vezani za ostatke
ramnoze. Puno manje od RGI pojavljuju se razgranate strukture ksilogalakturonana (XG) i
ramnogalakturonana Il (RGII) (Slika 3.) (Maxwell i sur., 2012). Lanac poligalakturonske
kiseline parcijalno je esterificiran metilnim skupinama dok su slobodne karboksilne skupine
neutralizirane ionima kalija, natrija i amonija. S obzirom na stupanj esterifikacije, pektin
dijelimo na visoko metoksilirani (HM; 60-75%) i nisko metoksilirani (LM; 20-40%) pektin
(Sriamornsak, 2003).
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Slika 3. Prikaz strukture pektina: RGI (hairy) regija je vezana za HG (smooth) regiju
(Maxwell i sur., 2012)

Strukturalno se pektini razlikuju jedni od drugih, a uzrok tome su podrijetlo i smjestaj u biljci
iz koje se ekstrahiraju te metoda ekstrakcije (Miiller-Maatsch i sur., 2016). Najveéa koli¢ina
pektina nalazi se u stani¢noj stijenki biljaka. S obzirom na razli¢itu molekulsku veli¢inu i
stupanj esterifikacije, razliite vrste pektina imaju razli¢itu sposobnost geliranja (Sriamornsak,
2003).

Najdostupniji izvori pektina su ostaci koji nastaju kao nusprodukti tijekom proizvodnje sokova
jabuke i citrusa. Pritom je prednost citrusa u odnosu na jabuke ta $to sadrze vecu koli¢inu
pektina (Dranca i Oroian, 2018). lako su takvi pektini naj¢esce koristeni, s obzirom na razmjere
primjene u prehrambenoj industriji, kao izvori pektina koriste se jos i pulpa Secerne repe, glave

suncokreta i mango (Sriamornsak, 2003).

Sposobnost pektina da tvore gel je svojstvo koje ih ¢ini posebno zanimljivima. HM pektin tvori
gel u prisutnosti Secera i kiselina. Smatra se da su vodikove veze i hidrofobne interakcije glavni

uzrok agregacije pektina. U neutralnom i blago kiselom mediju slobodne, neesterificirane
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karboksilne skupine pektina djelomi¢no su prisutne u obliku ioniziranih soli. Pritom se javljaju
odbojne sile, prisutne zbog negativnog naboja, koje mogu biti dovoljno jake da sprijece
stvaranje mreze pektina. Uz dodatak kiseline, vecina se soli pretvara u neionizirane karboksilne
skupine koje smanjuju odbojne sile medu skupinama i smanjuju privlacne sile izmedu molekula
vode i pektina. Dodatkom Secera dodatno se smanjuje hidratacija zbog kompeticije vode i
Secera. Ovi uvjeti smanjuju moguénost pektina da bude u disperznom obliku te hladenjem tvore
gel Cija stopa formiranja ovisi o stupnju esterifikacije (Sriamornsak, 2003). LM pektinima
potrebna je prisutnost kalcijevih iona kako bi formirali gel. Takoder, geliranje je moguce uz
prisutnost drugih multivalentnih iona, osim magnezijevih iona. Amidacija poboljSava geliranje
pektina jer je potrebno manje kalcijevih iona za formiranje gela,a pritom postoji manja Sansa
taloZenja pektina uz visoku koncentraciju kalcijevih iona. Kako bi se povecala ¢vrstoca gela,
moguce je dodati malu koli¢inu Secera. Potreban je oprez jer velike koli¢ine Secera interferiraju
s formacijom gela jer on doprinosi dehidraciji pektina i vezanju vodikovim vezama §to smanjuje

umrezavanja silama dvovalentnih iona (Sriamornsak, 2011).

Uporaba pektina Siroko je rasprostranjena jer se zbog njihovih svojstava Cesto koriste u
prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. U prehrambenoj industriji primjenjuju se kao
uguséivacl, gelirajuéi agensi i stabilizatori. U farmaceutskoj industriji njihova primjena korisna
je na nekoliko razina. U koncentraciji od > 6 g/dan pozitivno djeluju na smanjenje kolesterola
u krvi. Djeluju kao profilaksa protiv trovanja toksi¢nim kationima. Pokazali su se korisni u
odstranjivanju olova i zive iz gastrointestinalnog trakta i respiratornih organa uslijed trovanja.
Kod i.v. primjene skracuju vrijeme koagulacije pa pokazuju potencijal kod zaustavljanja
krvarenja. Zbog visoke sposobnosti vezanja vode stvara osjecaj sitosti te smanjuju potrebu za
unosom hrane. Koriste se kao vezujuci agensi, u formulaciji matriksnih tableta s kontroliranim
oslobadanjem te kao sredstva za oblaganje u formulaciji velikog broja lijekova. Pektini
pokazuju veliki potencijal kao nosaci za ljekovite oblike za dostavu lijekova u kolon uslijed
njihove acidorezistentnosit i otpornosti prema djelovanju probavnih enzima. Zanimljivi su
zbog svojih gelirajuc¢ih svojstava i sigurnog toksikoloskog profila te imaju obecavajucu
buduénost u industriji (Sriamornsak, 2003). U kolonu se pektini razgraduju pod utjecajem
pektinoliti¢kih enzima i dolazi do otpustanja lijeka. (Chomto i Nunthanid, 2017). Pektini
takoder omogucuju postizanje kontroliranog oslobadanja lijeka, upravo zahvaljujuci svojstvu
geliranja koje sprecava penetraciju vode do djelatne tvari i tako kontrolira otpustanje lijeka iz

dozirnog oblika.
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1.6 Komina masline

Komina masline nastaje tijekom procesa proizvodnje maslinovog ulja prilikom mehanickog
tijestenja plodova masline, bez uporabe ikakvih kemijskih agensa. Nusprodukt koji tada nastaje
je Cvrsta tvar bogata fenolnim frakcijama kao §to su oleuropeinom i hidroksitirozolom.
Navedene frakcije imaju izrazen povoljan antioksidativni ucinak (Cardoso i sur., 2005).
Komina koja nastaje tijekom procesa proizvodnje maslinovog ulja bogata je nutrijentima te se
moze koristiti kao bio gnojivo, a tekuc¢inska frakcija koja takoder nastaje u procesu proizvodnje

moze posluziti kako biogorivo (Jeguirim i sur., 2020).

1.7 Komina rajcice

Rajcica je jedna od najcesce koriStenih vrsta povréa. Koristi se sirova ili procesirana u obliku .
sosa od raj¢ice, paste, soka ili kecapa. Tijekom industrijskog procesa prerade nastaje komina
raj¢ica koju ¢ine kora, kostice i dio pulpe. Navedena komina bogata je pektina, ali sadrzi i
likopene, prehrambena vlakana te proteine i ulja koja se daljnjom preradom (Grassino i sur.,
2020). Uslijed velike koli¢ine vode u komini potrebno ju je na ispravan nacin skladistiti jer
voda ubrzava proces kvarenja, a na taj nacin propadaju velike koli¢ine nutritivno vrijednih

sastavnica 1 nastaje nepozeljno velika koli¢ina otpada (Lu 1 sur., 2016).

1.8 Komina citrusa

Mandarina predstavlja biljku koja pripada rodu Citrus. Biljke iz toga rod obiluju aktivnim
fitokomponentama koje djeluju protektivno na ljudsko zdravlje. NajceS¢e se primjenjuju u
industriji sokova prilikom cega nastaju velike koli¢ine kore koja zatim zavrSi kao otpad.
Navedena kora predstavlja glavni dio komine citrusa te je bogata ponajvise pektinima, a zatim
I prehrambenim vlaknima, polifenolima itd (Rafiq i sur., 2018). Iz te komine moguce je
ekstrahirati pektine nakon ¢ega se suha tvar bogata proteinima moze upotrebljavati kao hrana
za stoku. Takoder, ekstrahirani pektini mogu se iskoristiti i u famaceutskoj industriji. Komini
se pokuSavaju naci nove uloge kako bi se smanjila koli¢ina otpada koja nastaje tijekom razli¢itih

procesa u industrijama u kojima su glavni sastojak citrusi (Twinomuhwezi i sur., 2020).
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2 OBRAZLOZENJE TEME

Selen je jedan od esencijalnih elementa klju¢nih za normalno funkcioniranje ljudskog
organizma. Primijenjen u nano obliku posjeduje bolje farmakokineticke parametre u odnosu na
anorganske oblike te se zbog toga intenziviraju istrazivanja o moguénostima primjene
nanoselena kao dodatka prehrani. Kako bi bile primjenjive, nastale formulacije moraju biti
odgovarajucih karakteristika koje ¢e osigurati zadovoljavajucu stabilnost i bioraspolozivost. Za
postizanje navedenih svojstava izuzetno je vazan odabir inkapsulacijskog sredstva. U tu svrhu
sve se ceSce koriste bioloski aktivni prirodni spojevi izolirani iz biomase ili prehrambenog
otpada te se na taj nacin poboljSava funkcionalnost nastalih nanocestica i smanjuje ekoloski

otisak procesa sinteze.

Glavni ciljevi ovog rada bili su istraziti mogucnosti zelene sinteze nanoselena primjenom
sirovih i procis¢enih pektina ekstrahiranih iz kore mandarine i komine i ekstrakta komine
masline bogatog polifenolima. Istrazen je utjecaj razlicitih uvjeta sinteze na raspodjelu velicine

dobivenih nanocestica i zeta potencijal i gastrointestinalnu stabilnost.

Rezultati ovog istrazivanja doprinijeti ¢e znacajno trenutno vrlo oskudnim saznanjima o
mogucénostima primjene prirodnih ekstrakata u sintezi metalnih nanocestica te
gastrointestinalnoj stabilnosti nanoselena te moguénostima i opravdanosti njegove primjene

kao nutraceutika.
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3 MATERIJALI I METODE

3.1 Materijali

- UZORCI: Komina raj¢ice i mandarine (prosijano na veli¢inu 0,8mm)
- Petroleter (Carlo erba reagents, Francuska)

- Limunska kiselina 1-hidrat (Gram-mol, Hrvatska)

- Etanol, 96% (Carlo erba reagents, Francuska)

- Polivinilpirolidon (Sigma-Aldrich, SAD)

- Polisorbat/ Tween 20 (Sigma-Aldrich, SAD)

- Natrijev selenit (Sigma-Aldrich, SAD)

- L(+)-askorbinska kiselina (Gram-mol, Hrvatska)

- Hidrokloridna kiselina 37% (Panreac Quimica, Spanjolska)

- Natrijev hidrogenkarbonat (Kemika, Hrvatska)

- Natrijev klorid (Kemika, Hrvatska)

- Kalijev klorid (Gram-mol, Hrvatska)

- Dikalijev hidrogenfosfat (Siegfried Handel, Njemacka)

- Kalcij klorid dihidrat (Sigma-Aldrich, SAD)

- Magnezijev klorid heksahidrat (Alkaloid, Makedonija)

- Amonij hidrogen karbonat (Sigma-Aldrich, SAD)

- Natrijev hidroksid (Sigma-Aldrich, SAD)

- Pepsin iz svinjske gastri¢ne mukoze, > 500 U/mg (Sigma-Aldrich, SAD)
- Pankreatin iz svinjskog pankreasa, 8xUSP (Sigma-Aldrich, SAD)

- Zuéne soli (Sigma-Aldrich, SAD)

- ultracista voda
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INSTRUMENTI:

- Analiti¢ka vaga (Mettler Toledo, AB236-S, Indija)

- Vodena kupel; s tresilicom (GFL, 1086, Njemacka)

- Pjescana kupelj (INKO, SK6ESS, Hrvatska)

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

- Termostat (INKO, Hrvatska)

- Magnetska mijesalica (2mag AG, MIX 15 eco, Njemacka)
- Mlinac za kavu Miki (MK84, Koncar, Hrvatska)

- Inkubator (BIOSAN, ES-20/60, Latvija)

- Vortex mixer (LMS Mixer uzusio, VTX-3000L, Japan)

- Multi-rotator (BIOSAN, Multi Bio RS-24, Latvija)

- UV/Vis spektrofotometar + ¢ita¢ mikrotitarskih plo¢ica (PerkinElmer, Victor X3, SAD)
- Rotavapor (Biichi, R-200, Svicarska)

- Zetasizer (Nano ZS, Malvern, UK)
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3.2 METODE

3.2.1 Ekstrakcija pektina iz komine mandarine i rajcice
3.2.1.1 Odmaséivanje komine mandarine i raj¢ice primjenom Soxhlet ekstrakcije

Soxhlet ekstrakcija, poznatija kao ekstrakcija ¢vrsto-tekuce, ukljucuje ekstrakciju organskih
spojeva otapalom iz krutog uzorka (De Castro i Garcia-Ayuso, 1998). Pritom se ¢vrsti uzorak,
iz kojeg se vrsi ekstrakcija, stavlja u papirnate ¢ahure koje moraju biti dovoljno ¢vrste, a
istovremeno moraju omoguéavati protok otapala tijekom ekstrakcije (Petek, 2020). Cahura se
smjesta u ekstraktor gdje se postepeno puni destiliranim otapalom iz destilacijske tikvice. Kad
otapalo dosegne nivo prelijevanja, sifon usisa sadrzaj iz ekstraktora te se otapalo s ekstrahiranim
tvarima iz uzorka prelije nazad u tikvicu. Ovaj postupak se ponavlja sve do kraja ekstrakcije
(De Castro i Garcia-Ayuso, 1998).

Prednosti postupka su te §to uzorak kontinuirano dolazi u doticaj s otapalom te nije potreban
korak filtracije nakon prelijevanja tekucine iz ekstraktora, a S obzirom na povoljnu cijenu
aparature moguce je napraviti paralelne ekstrakcije. Metoda je jednostavna i zahtjeva vrlo malo
prakse. Nedostaci metode su trajanje same ekstrakcije, primjena za okoli§ neprihvatljivih
otapala i visoka cijena njihovog odlaganja. (De Castro i Garcia-Ayuso, 1998)

POSTUPAK:

Uzorak (5 g ) se vaze u papirnate ¢ahure koje se zatvore vatom kako bi se sprijec¢io gubitak
uzorka tijekom ekstrakcije. Cahura se zatim smjesta u ekstraktor, sredi$nji dio Soxhlet aparature
(Slika 4.). Donji kraj ekstraktora spaja se s okruglom tikvicom s ravnim dnom u kojoj se nalazi
nekoliko staklenih kuglica te se ulijeva otapalo, petroleter. Otapala mora biti toliko da zauzima
volumen od % tikvice. Gornji kraj ekstraktora spaja se potom s vodenim hladilom kroz koji se
pusti voda. Nakon spajanja svih dijelova ukljucuje se zagrijavanje za §to se koristi pjes¢ana
kupelj. Ekstrakcija traje cca 2 sata, a kraj ekstrakcije provjerava se testom masne mrlje. Nakon
zavrSetka ekstrakcije ¢ahura s uzorkom vadi se iz ekstraktora, a ekstraktor se ponovo spaja s

tikvicom i hladilom kako bi se otapalo predestiliralo iz tikvice u ekstraktor.
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Slika 4. Aparatura za Soxhlet ekstrakciju (www.researchgate.net)

3.2.1.2 lzolacijai ¢iséenje pektina iz odmaséene komine mandarine i rajcice

Ekstrakcija pektina iz odmaS¢ene komine mandarine i rajcice izvrSena je prema postupku
Casas-Orozco 1 suradnika (2015) uz manje preinake. Kao ekstrakcijsko sredstvo koriStena je

1% otopina limunske kiseline.
PRIPREMA KEMIKALIJA:

Limunska kiselina (1%): 20 g krute limunske kiseline prenese se u preciznu odmjernu tikvicu
od 2000 mL, otopi i nadopuni ultra¢istom vodom do oznake. pH se podesi koristenjem HCI
(5M) na 1,5.

Etanol (63%): 1354,84 ml 96% etanola prenese se u preciznu odmjernu tikvicu od 2000 mL i

nadopuni ultrac¢istom vodom do oznake.
POSTUPAK:

10 g odmaséene kore mandarine ili 15 g odmascene komine rajice prenese se u Erlenmeyerove
tikvice od 500 mL i preliju prethodno pripremljenom otopinom limunske kiseline (komina
mandarine s 200 ml otopine limunske kiseline, a komina rajcice s 300 ml iste otopine). Tikvice

se Cvrsto zatvore aluminijskom folijom te se stave u vodenu kupelj prethodno zagrijanu na
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85°C, 2 sata, uz konstantno protresanje (100 o/min). Nakon 2 sata uzorci se prvo profiltriraju
kroz gazu, kako bi se ubrzala filtracija uklanjanjem vec¢ih komada komina, a zatim kroz obican
filter papir kako bi se u potpunosti uklonila onecis¢enja (interferenti). Pritom se filtracija
ekstrakta komine mandarine odvija u termostatu na 60 °C kako bi se ubrzao postupak, dok za
filtraciju komine raj¢ice ovaj korak nije potreban jer je filtracija jednaka na 60 °C, sobnoj
temperaturi i +4 °C . Pri kraju filtracije uzorci se stavljaju u hladnjak na +4 °C preko noc¢i.
Sljede¢i dan uzorci se jo$ jednom profiltriraju, koriStenjem obi¢nog filter papira, U
Erlenmeyerove tikvice od 1000 mL. Zatim slijedi korak precipitacije koji ukljucuje dodatak
400 mL 96% etanola za pektine mandarine i 600 mL 96% etanola za pektine rajcice. Odmah
pri dodatku etanola primjecuje se odvajanje pektina jer pektini nisu topljivi u etanolu. Smjese
filtrata i etanola ostave se da odstoje 10 minuta, zatvore parafilmom te se stavljaju na magnetsku
mijesalicu 2 sata, 650 o/min. Ovaj korak provodi se kako bi se pospjesilo odvajanje pektina.
Radi maksimalne precipitacije nakon 2 sata mijesanja uzorci se ostavljaju preko no¢i na +4 °C
u hladnjaku (Slika 5.)

Slika 5. Prikaz precipitiranih pektina (raj¢ice lijevo, mandarina desno) nakon svih provedenih

koraka ekstrakcije (snimljeno prilikom izvodenja eksperimentalnog dijela diplomskog rada)

Sljede¢i dan slijedi korak filtracije pektina. Pritom se koriste Biichenrovi lijevci sa sinter
ploc¢icom i glatkim filter papirom. Dio pektina dodatno se ispire 63% etanolom kako bi se
uklonile preostale topljive necistoce. Takav pektin naziva se proc¢iséeni pektin, a onaj pektin
koji nije dodatno ispiran naziva se sirovi pektin. Obje frkacije pektina mandarine se u krajnjem
koraku filtracije profiltriraju i vakuum filtracijom kako bi se odvojila sto veéa koli¢ina tekucine

i necistoca od pektina. Profiltrirani pektin se potom prebacuje na Petrijeve zdjelice (Slika 6.) na
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koje je stavljen parafilm radi lakSeg uklanjanja nakon suSenja te se prekriva stani¢evinom i
ostavlja na susenju na sobnoj temperaturi 2,3 dana. Nakon $to se potpuno osusio, pektin se skida

s parafilma, vaze i usitnjava u mlincu radi homogenizacije te sprema do daljnje uporabe.

Slika 6. Prikaz izoliranih pektina prije koraka suSenja. Tamniji pektini pripadaju pektinima
rajcice, a svjetliji mandarine. Lijevi su sirovi, a desni procis¢eni pektini (snimljeno prilikom

izvodenja eksperimentalnog dijela diplomskog rada)

3.2.2 lzrada ekstrakta komine masline

U istrazivanju je koriSten prethodno pripremljen ekstrakt komine masline dobiven postupkom

opisanim u nastavku (Albahari et al., 2018)

Komina masline uzeta je iz dvofaznog mlina nakon proizvodnje maslinovog ulja. Svjeza
komina se zamrzava na - 20 °C kako bi se sprijecio raspad vrijednih sastavnica. S ciljem
uklanjanja vode uzorak se susi u termostatu (24 sata / 60°C) na velikim Petrijevim zdjelama, a
zatim usitnjava u tarioniku i mlincu te prosijava kroz sito @ 0,8 mm kako bi nastao homogen
uzorak. Koristenjem Soxhlet uredaja komina se odmasti. Slijedi korak ekstrakcije u vodenoj
kupelji (2 sata / 70 °C / 110 rpm / 60% etanol), a zatim filtriranje i alikvotiranje u tikvice za

uparavanje. Na 50 °C i ~ 60 mbar proveden je korak uparavanja na rotavaporu; u tom koraku
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se uklanja etanol koji onemoguéava smrzavanje uzoraka na - 20 °C. smrznuti ekstrakti

podvrgavaju se postupku liofilizacije tijekom 48 sati.

3.2.3 Zelena sinteza nanoselena

Sinteza nanoselena provodi se redukcijom Na2SeOs uz reducens, L-askorbinsku kiselinu uz
prisutnost razliitih sredstava za oblaganje kako je prikazano u Tablici 2. Nakon sinteze
reakcijska smjesa se procis¢ava postupkom dijalize kako bi se sintetizirani nanoelen izdvojio
iz reakcijske smjese. Kao inkapsulacijsko sredstvo u pripremi uzorka sa ekstraktom komine
masline koriSteni su sintetski polivinilpirolidon (PVP) 1 polisorbat (PS). Kontrolni uzorci
pripremljeni su procesom kemijske sinteze koristenjem PS i PVP-a kao inkapsulacijskih
sredstava. Uzorci niZe koncentracije nanoselena po potrebi se ukoncentriravaju uparavnjem na

rotavaporu.

Tablica 2. Sastav reakcijskih smjesa koristenih u zelenoj sintezi nanoselena

Oznaka NaSe | L- PRr PRp PMr PMp EKM | PVP PS voda/ | Vtot/

O3 askorb | (0,1%) | (0,1%) | (0,1%) | (0,1%) | (1%)/ | (1%)/ | (10%)/ | mL mL

(0,AM) | inska |/ / / / mL mL mL

mL mL mL mL

1 1(AM) | 7,5 19,5 29
bnSeRr

0,5 0,5 2,9 10,6 14,5
bnSeRp (IM)

1 1(1M) 7,5 19,5 29
bnSeMr

0,5 0,5 2,9 10,6 14,5
bnSeMp (1IM)

0,33 3,3 5 3 18,37 | 30
bnSePVP- (0,1M)
EKM

0,35 1,7 5 0,08 22,87 |30
bnSePS- (0,1M)
EKM

0,5 0,5 1,45 12,05 | 14,5
nSePVP (1M)

0,35 1,7 0,08 27,87 |30
nSePS (0,1M)

*nSe-nanoselen; bnSe-biogeni nanoselen; EKM-ekstrakt komine masline; PVP-polivinil pirolidon; PS-polisorbat; PRr-sirovi pektini
rajéice; PRp-pro¢iscéeni pektini raj¢ice; PMr- sirovi pektini mandarine; PMp-prociséeni pektini mandarine
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PRIPREMA KEMIKALIJA:
Polivinilpirolidon/PVP (1%): 250 mg PVP-a, prenese se u preciznu odmjernu tikvicu od 25 mL

1 nadopuni ultracistom vodom do oznake.

Tween 20 (10%): Pomoc¢u mikropipete odvaze se 100 mL Tween 20 u ependorf tubu te se doda

ultraciste voda do 1000 mL. Tuba se zatvori i homogenizira na vortex mijesalici.

L-askorbinska kiselina (0,1M): 0,3524 g krute askorbinske Kkiseline prenosi se u preciznu

odmjernu tikvicu od 20 mL, nadopuni ultrac¢istom vodom do oznake i promucka.

L-askorbinska kiselina (1M): 3,524 g krute askorbinske kiseline prenosi se u preciznu odmjernu

tikvicu od 20 mL nadopuni ultrac¢istom vodom do oznake i promucka.

Na>SeOs (0,1M): 172,9 mg krutog Na>SeOz prenese se u preciznu odmjernu tikvicu od 10 mL

i nadopuni ultracistom vodom do oznake.

Ekstrakt komine masline/EKM (1%): Za pripremu 30 mL ekstrakta potrebno je izvagati 300
mg ekstrakta komine masline te ju otopiti u 30 mL ultraciste vode. Neposredno prije sinteze

nanoselena EKM je potrebno profiltrirati kroz HPLC filter.

Pektini (0,1%): Priprema otopina svih vrsta pektina (sirovi pektin rajéice, pro¢iséeni pektin
raj¢ice, sirovi pektin mandarine, pro¢iS¢eni pektin mandarine) izvodi se na isti nacin. VaZze se
50 mg pektina u Erlenmeyerovu tikvicu od 100 mL te se dodaje jos 50 mL ultraciste vode. Tako
pripremljena otopina stavlja se na magnetsku mijesalicu (1200 o/min) preko no¢i. Nakon toga

otopine se prebacuju u Falkon epruvete i stavljaju u hladnjak na +4°C do koristenja.
POSTUPAK:
» Sinteza uzoraka nanoselena:

Uzorci nanoselena pripremaju se dodatkom reagensa prikazanih u Tablici 2. te prema sljede¢em

naputku.

Uzorci s dodatkom ekstrakta komine masline (EKM) pripremaju se dodatkom ultraciste vode i
inkapsulacijskog sredstva koji ukljucuje PS (10%) ili PVP (1%) u reakcijsku posudu nakon
¢ega Se uzorci mijesaju 15 minuta na magnetskoj mijesalici. Potom se dodaju L-askorbinska
kiselina (0,1 M) i EKM (1%) te na kraju kap po kap Na>SeOs (0,1 M) brzinom 1 kap/2 sekunde
pri ¢emu otopina mijenja boju u narancasto. Po dodatku Na,SeO3z otopina se ostavlja na

magnetskoj mijesalici jo§ 20 minuta.
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Uzorci nanoselena s inkapsulirani pektinom pripremaju se dodatkom ultraciste vode i pektina
(0,1%) u reakcijsku posudu te se uzorci mijesaju 15 minuta na magnetskoj mijesalici. Nakon
toga se dodaje L-askorbinska kiselina (1M) te na kraju kap po kap Na.SeOz3 (0,1M) brzinom od
cca 1 kap/2 sekunde pri ¢emu se otopina boja narancasto (Slika 7.). Dodatkom Na>SeOz otopina
se ostavlja na magnetskoj mijesalici jo§ 20 minuta. Zbog slabe topljivosti pektina koristila se

askorbinska kiselina veée koncentracije Sto je pritom zahtijevalo i veéu koli¢inu vode.

Slika 7. Narancasto obojenje nakon dodatka selenita pri sintezi nanocestica selena (snimljeno

prilikom izvodenja eksperimentalnog dijela diplomskog rada)
» Ciséenje uzoraka nanoselena dijalozom:

Dijalizacijska membrana (MWC membrane je 14 000 Sto znaci da membrana zadrzava Cestice
vece od 14 000 Da) reze se na veli¢ine od 14 cm. Preko no¢i se namoci u ultracistoj vodi uz
mijenjanje vode barem 3 puta kako bi se uklonili ostaci glicerola. Membrane se na jednom kraju
zatvaraju Stipaljkom te se u svaku od njih prebacuje novosintetizirana otopina nanoselena te se
zatvara Stipaljkom i na drugom kraju. Potom se svaka membrana stavlja u veliku c¢asu
(zapremnine 1000 mL) punu ultraciste vode. Membrane se zakace za rub ¢ase tako da pritom
ne dodiruju stijenke case te su jednako udaljene od stijenki sa svih strana. Membrane se potom
vracaju na magnetsku mijesalicu preko no¢i s tim da je vodu potrebno promijeniti najmanje 3
puta. Prvi put nakon 30 minuta - 3 sata, drugi put nakon 4 - 5 sati i tre¢i put sljede¢i dan. Nakon
postupka dijalize otopine nanoselena spremaju se u hladnjak na + 4 °C do daljnje uporabe.

» Uparavanje uzoraka na rotavaporu:

Uslijed nize koncentracije Na;SeOs uzorci nSePS, bnSePVP-EKM, bnSePS-EKM prebacuju se
u tikvice s ravnim dnom te se uparavaju na rotavaporu na volumen od 10 mL. Uzorci se
uparavaju na temperaturi od 60 °C i tlaku koji se spusta od 300 — 400 Mbar do 100 mbar jer je

pri nizem tlaku brze uparavanje.
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3.2.4 Ispitivanje gastrointestinalne stabilnosti nanoselena

In vitro simulacija gastrointestinalne digestije provedena je prema modificiranoj INFOGEST
metodi Brodkorb-a i suradnika (2019). Postupak je podijeljen u dvije faze, gastricnu i
intestinalnu koje su se provodile po 2 sata na 37°C. Sve kemikalije i reagense je potrebno

zagrijati na 37°C prije uporabe. Svi uzorci pripremani su na isti nacin.
PRIPREMA KEMIKALIA:

NaHCO3 (1M): 8,4 g krutog NaHCO3 prenese se u preciznu odmjernu tikvicu od 100 mL i

nadopuni ultracistom vodom do oznake.

NaCl (2M): 5,85 g krutog NaCl prenese se u preciznu odmjernu tikvicu od 50 mL i nadopuni

ultrac¢istom vodom do oznake.

KCI (0,5M): 1,865 g krutog KCI prenese se u preciznu odmjernu tikvicu od 50 mL i nadopuni

ultrac¢istom vodom do oznake.

K2HPO4 (0,5M): 1,36 g krutog KoHPO4 prenese se u preciznu odmjernu tikvicu od 20 mL

nadopuni ultra¢istom vodom do oznake.

CaClz(H20)2 (0,3M): 0,882 g krutog CaClz(H20). prenese se u preciznu odmjernu tikvicu od

20 mL i nadopuni ultracistom vodom do oznake.

MgCl2(H20)e (0,15M): 0,61 g krutog MgCl2(H20)s prenese se u preciznu odmjernu tikvicu od

20 mL 1 nadopuni ultrac¢istom vodom do oznake.

CHsNO3 (0,5M): 0,7904 g krutog CHsNOs prenese se u preciznu odmjernu tikvicu od 20 mL,

zagrije kako bi se krutina otopila 1 nadopuni ultracistom vodom do oznake.

Priprema HCI (6M): 9,9368 mL 37% HCl-a razrjedi se ultrac¢istom vodom do 20 mL u preciznoj
odmyjernoj tikvici s time da se u tikvicu prvo dodaje manja koli¢ina vode, zatim kiselina pa se

do kraja tikvica nadopuni ultracistom vodom do oznake.

NaOH (1M): 4,0 g krutog NaOH prenese se u preciznu odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni

ultra¢istom vodom do oznake.

Priprema 500 mL (x1,25 koncentrata) simulirane gastricne tekucine (SGF) i simulirane

intestinalne tekucine (SIF) prikazana je u Tablici 3.
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Tablica 3. Priprema 1,25x koncentrata SGF i SIF

SGF SIF

pH 3 pH 7
Stock otopina | V/ mL V/mL
KCI 8,625 8,5
K2HPO4 1,125 1
NaHCOs 15,625 53,125
NaCl 14,75 12
MgCl2(H20)s 0,5 1,375
CHsNOs 0,625 -
HCI (6M) 1,625 0,875

Gore navedene koli¢ine otopina soli dodaju se u odmjernu tikvicu od 500 mL, homogeniziraju
te im se podesi pH pomocu luzine (1M NaOH) ili kiseline (1M HCI) i nadopune se ultracistom
vodom do oznake,. Pripremljene otopine prenose se u Falcon kivete od 50 mL te ih se do pokusa
pohranjuje na temperaturu od -20°C. Cuvanje otopina na toj temperaturi omogucéava njihovu

stabilnost i do godinu dana.

POSTUPAK:
» Gastricna faza digestije:

U staklene epruvete dodaje se 600 pL uzorka (ili vode u slucaju slijepe probe/sp). Zatim se
dodaje 2275 uL SGF otopine, 1,25 pL otopine CaCl2(H20). (0,3M), 50 uL. HC1 (6M). Potom
se mjeri pH i podesava na 3 ukoliko je potrebno, a zatim se uzorcima dodaje jos 174 uL
ultraciste vode. Epruvete se zatvaraju s ubrusenim ¢epom i ovijaju parafilmom. Epruvete se
stavljaju na multi-rotator (recipro¢no mijesanje 90°, okomito usmjerenje epruvete), a zatim na

2 sata i 37 °C u inkubator na inkubaciju.

Uz gore navedene uzorke na inkubaciju u istim uvjetima stavljaju se i nedigerirani uzorci koji
sadrze 600 uL uzorka i 2500 pL ultraciste vode koja predstavlja volumen svih sastavnica

gastri¢ne faze dodanih digeriranim uzorcima.
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» Intestinalna faza digestije:

Nakon 2 sata inkubacije uzorci se vade iz inkubatora i dodaju im se sastavnice intestinalne faze.
Svakoj reakcijskoj smjesi nakon gastri¢ne digestije dodaje 4000 pL SIF otopine, 10 uL otopine
CaCl2(H20)2(0,3M), 37,5 uL NaOH (1M) nakon ¢ega je potrebno provjeriti pH i podesiti ga
na 7. Na kraju se dodaje 953 pL ultraciste vode te se epruvete opet zatvaraju ubrusenim ¢epom
i ovijaju parafilmom. Tako pripremljene smjese stavljaju se na multi-rotator (recipro¢no

mijesanje 90°, okomito usmjerenje epruvete) pa u inkubator na 2 sata i 37°C (Slika 8.).

Paralelno s prethodno pripravljenim uzorcima, nedigeriranim uzorcima se dodaje 5000 pL
ultraciste vode, koja predstavlja ukupni volumen svih sastavnica intestinalne faze, te se stavljaju

u inkubator na 2 sata, 37°C (Slika 9.).

Slika 8. Prikaz uzoraka i slijepe probe nakon digestije (snimljeno prilikom izvodenja

eksperimentalnog dijela diplomskog rada)
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Slika 9. Prikaz nedigeriranih uzoraka nakon inkubacije uz SGF i SIF (snimljeno prilikom

izvodenja eksperimentalnog dijela diplomskog rada)
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3.2.5 Spektrofotometrijsko odredivanje nanoselena

Apsorpcijska spektrofotometrija je metoda koja mjeri koli¢inu apsorbiranog svjetla od strane
materije mjereéi pritom intenzitet svjetlosti prije i nakon prolaska zrake svjetlosti kroz otopinu.
(www.chem.libretexts.org). Tijekom postupka koristena je UV/Vis spektrofotometrija koja se
temelji na pracenju apsorbancije u ovisnosti o valnoj duljini zracenja koje je proslo kroz
ispitivani uzorak. Apsorpcija zracenja prati se u UV (200-380nm) i vidljivom (380-780nm)
dijelu spektra. Mjerenje nepoznate koncentracije u uzorku mogu¢ je zahvaljuju¢i Beer-

Lambertovom zakonu:
A=cXlX¢e

A-apsorbancija pri danoj valnoj duljini; c-molarna koncentracija otopine (mol/dm?3); I-duljina

uzorka kroz koji prolazi svjetlost (cm); e-molarni apsorpcijski koeficijent (dm*mol cm)

POSTUPAK:
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1,4
1,2

0,8

A (405 nm)

0,6

y.=5,4214x +0,0191
R?=0,9983
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Slika 10. Bazdarni pravac ovisnosti apsorbancije o koncentraciji nanoselena (poznate ishodne

koncentracije selena uz pretpostavku 100%-tne redukcije Se** u Se%)

Nakon postupka digestije provodi se spektrofotometrijsko odredivanje nanoselena. Digerirani
1 nedigerirani uzorci prenose se u triplikatu u mikrotitarsku plocicu koja se stavlja u UV/Vis
spektrofotometar. Apsorbancija se mjeri na valnoj duljini od 405 nm na 37°C uz protresanje.
Bazdarni pravac (Slika 10.), izraden na temelju mjerenja apsorbancije otopina poznatih
koncentracija selenita uz pretpostavku 100%-tnog iskoristenja procesa redukcije u Se® i sinteze

nanoselena.
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3.2.6 Odredivanje raspodjele veliCine ¢estica nanoselena

Dinamicko rasprSenje svjetlosti (DLS) je Siroko rasprostranjena metoda koja omoguéava
razumijevanje distribucije veli¢ina, aglomeraciju i1 posljedi¢no stabilnost molekula u otopini.
Na temelju Brownovog gibanja Cestica u otopini moguce je procijeniti veli¢inu molekula.
Brownovo gibanje predstavlja nasumi¢no gibanje molekula u otopinu koje su bombardirane
molekulama otapala koje ih okruzuju. Vece Cestice gibaju se sporije dok se male gibaju brze
uslijed sudara s molekulama otapala. Tijekom mjerenja bitno je znati to¢nu temperaturu, koja
mora biti konstantna, jer viskoznost otopine ovisi 0 temperaturi. Bitna je stabilnost temperature
u uzorku jer konvekcija struje moze uzrokovati nesluc¢ajne pokrete koji mogu interferirati u
ispravnoj interpretaciji velic¢ine Cestica (Oreskovié¢, 2015). Uredaj kojim se mjeri raspodjela

veli¢ina ¢estica metodom dinamickog rasprsenja svjetlosti je zetasizer.
POSTUPAK:

Uzorci digeriranih i nedigeriranih uzoraka vortexiraju se u svrhu homogeniziranja neposredno
prije mjerenja. Mjerenje se vrsi pri 25°C. Alikvoti uzorka prenose se u Kivetu koja se potom

stavlja u zetasizer pri ¢emu se mjeri raspodjela Cestica.
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3.2.7 Odredivanje zeta-potencijala nanoselena

Elektroforetsko rasprSenje svjetlosti (ELS) je metoda koja se temelji na mjerenju
elektroforetske mobilnosti molekule u otopini ili Cestice u suspenziji. Nabijena Cestica giba se
u tekucini pod utjecajem elektri¢nog polja. Nju privlac¢i suprotno nabijena elektroda te joj se na
tom putu suprostavlja viskoznost. Pri uravnotezenju tih dviju sila dolazi do konstantnog gibanja
Cestica. Elektroforetska mobilnost predstavlja brzinu Cestice u elektricnom polju. Na nju utje¢u
zeta-potencijal, dielektricna konstanta, viskoznost i jakost primijenjenog polja. Zeta-potencijal
indikator je stabilnosti ¢estica. Ukoliko je on jako pozitivan ili jako negativan Cestice se
odbijaju, ali ako je on niske vrijednosti nema sile koja sprje¢ava zblizavanje Cestica pa dolazi

do agregacije. KoriStenjem Henryjeve jednadzbe mogude je izraCunati zeta potencijal Cestice

preko njezine elektroforetske mobilnosti (Safarik, 2018):
Ue=2ezf(Ka)3n

Uk - elektroforetska mobilnost; ¢ - dielektricna konstanta; 7z - zeta potencijal; f(Ka ) - Henryjeva

funkcija; n - koeficijent viskoznosti
POSTUPAK:

Uzorci digeriranih i nedigeriranih uzoraka vortexiraju se u svrhu homogeniziranja neposredno
prije mjerenja. Mjerenje se vrsi pri 25°C. Alikvot pojedinog uzorka prenosi se u kivetu koja se

potom stavlja u zetasizer pri cemu se mjeri zeta potencijal.
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4 REZULTATI | RASPRAVA

41 REZULTATI

4.1.1 Karakterizacija nanoc¢estica selena prije in vitro gastrointestinalne
digestije

» Raspodjela velicina cCestica:
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Slika 11. Prikaz raspodjele veli¢ina Cestica uzoraka prije digestije

Veli¢ina nanocestica od 1-100 nm doprinosi optimalnoj bioraspoloZivosti nakon probave.
Mjerenjem raspodjele Cestice prije (Slika 11.) i nakon simulacije probave moguce je utvrditi

njihovu stabilnost u gastrointestinalnom sustavu i pretpostaviti bioraspolozivost.

Sve nanocestice, osim nanocCestica selena iz uzorka bnSePVP-EKM (stabiliziranih polivinil
pirolidonim i ekstraktom komine masline), prije procesa digestije pokazuju unimodalnu
raspodjelu veli¢ina. Kod cestica iz uzorka bnSePVP-EKM javljaju se dvije frakcije Cestica
razlic¢itih veli¢ina pri ¢emu je 17,9 % cestica veli¢ine 241,8, a 82,1 % veli¢ine 48,1 nm.
Nanocestice iz uzoraka bnSeMp i bnSeMr, koji sadrze pro¢is¢ene i sirove pektine mandarine,
veli¢ine su 224,1 nm i 246,2 nm ¢ine pokazuju loSiju stabilnost jer Cestice vec i prije digestije
aglomeriraju. Najmanjima su se pokazale Cestice uzoraka bnSePS-EKM, veli¢ine 44,4 nm, i

nSePS, veli¢ine 59,3 nm, $to bi se moglo pripisati koristenju sintetskog polisorbatnog coatinga.
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Uslijed takve raspodjele veli¢ina o¢ekuje se i najveca bioraspolozivost istih. Prosjecnu veli¢inu
Cestica od ~ 100 nm pokazuju uzorci bnSeRr, bnSeRp i nSePVP stoga je za ocekivati dobru
bioraspolozivost nanoselena iz tih uzoraka. Stvarna veli¢ina Cestica zapravo je | manja jer se
koriStenjem DLS metode pri mjerenju raspodjele veli¢ina mjeri i vodeni sloj koji okruzuje

Cestice pa je veli¢ina Cestica prividno veca.

» Zeta potencijal Cestica:
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Slika 12. Prikaz zeta potencijala uzoraka prije digestije

Cestice sa zeta potencijalom veéim od + 30 mV pokazuju stabilnost u suspenziji. Slika 12.
pokazuje zeta potencijale estica nanoselena prije procesa gastrointestinalne digestije. Cestice
uzoraka koje pokazuju manje negativan zeta potencijal od 30 mV su bnSePVP-EKM, bnSePS-
EKM pri ¢emu njihov zeta potencijal iznosi -19,0 i -18,6 mV. Uzorak nSePVP pokazuje jo$
nizi zeta potencijal od -2,9 mV ¢ime bi se moglo pretpostaviti da su ovakve Cestice nestabilne.
Ipak, niza vrijednost ovih zeta potencijala ne zna¢i nuzno da su sustavi nestabilni jer je moguce
da je uslijed adsorpcije polimera na povrsinu Cestica postignuta stericka stabilizacija koja
sprjecava kontakt medu ¢esticama. Najvisi zeta potencijal od -38 mV pokazuje uzorak bnSeRtr,

dok su svi ostali uzorci u rasponu od -33 mV do -37,5 mV.
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4.1.2 Nanocestice nakon gastrointestinalne digestije

» UV/VIS spektrofotometrija:
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Slika 13. Koncentracije nanoselena u reakcijskoj smjesi prije i nakon digestije
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Slika 14. Gastrointestinalna stabilnost nanoselena izrazena kao postotak nanoselena nakon
GIT digestije, u odnosu na pocetne koncentracije nanoselena

Mjerenjem apsorbancije reakcijskih smjesa na 405 nm odredene su koncentracije razli¢itih
formulacija nanoselena u uzorcima prije i poslije digestije (Slika 13.) kako bi se procijenila
njegova stabilnost tijekom procesa probave (Slika 14.). Dobiveni podaci samo okvirno ukazuju
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na koli¢inu nanoselena u reakcijskoj smjesi jer tijekom procesa probave cestice aglomeriraju
pa im se smanjuje broj, a tako prividno opada i njihova koncentracija. Dakle, smanjenje
apsorbancije nije nuzno posljedica oksidacije Se’ veé moze biti posljedica promjene
morfoloSkih karakteristika nanoSe, ali u svakom slucaju ukazuju na promjene odnosno
nestabilnost sustava. Na temelju toga vidljivo je da su koncentracije uzoraka bnSeRp, bnSeRr
I nNSePVP pale na 0 kao sto ukazuje na losu gastrointestinalnu stabilnost navedenih nanocestica.
Uzorci nanoselena oblozeni pektinima rajcice (bnSeMr i bnSeMp) pokazuju nisku stabilnost
od 6,3% i 8,63%. Prosjecnu stabilnost od 76,98% pokazuje uzorak bnSePVP-EKM, a najbolju
stabilnost na temelju apsorbancije mozemo procijeniti za uzorke nSePS (118,45%) i bnSePS-

EKM (122,99%) ¢emu opet moze biti razlog prisutnost polisorbata kao sintetskog coatinga.
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» Raspodjela velicina Cestica:

Koristenjem metode dinami¢kog rasprSenja svjetlosti prati se promjena raspodjela veliina

Cestica prije 1 poslije digestije.

186.5 nm
100%

Slika 15. Prikaz raspodjele veli¢ina ¢estica nanoselena u uzorku bnSeMp prije (A) i nakon

digestije (B)

326.1 nm
86%

246.2 nm
100%

Slika 16. Prikaz raspodjele veli¢ina nanoselena u uzorku bnSeMr prije (A) i nakon digestije

(B)

Slika 15. prikazuje uzorak nanoselena s proc¢is¢enim pektinima mandarine (bnSeMp) koji
pokazuje unimodalnu raspodjelu veli¢ina Cestica prije i poslije digestije. Pritom dolazi do
smanjenja Cestica, ali su novonastale Cestice ve¢e od 180 nm §to bi moglo narusiti njihovu
optimalnu bioraspolozivost. Slika 16. prikazuje uzorak nanoselena sa sirovim pektinima
mandarine (bnSeMr) kod kojeg tijekom digestije dolazi do aglomeracije Cestica, a samim time
i povecanja Cestica §to je rezultiralo pojavom frakcije od 14 % cestica koje su presle u

mikropodrucje.

36



102,7 nm

100%

Slika 17. Prikaz raspodjele veli¢ina ¢estica nanoselena u uzorku bnSeRp prije (A) 1 nakon

digestije (B)

389.3 nm
89%

116.6 nm
100%

Slika 18. Prikaz raspodjele veli¢ina nanoselena u uzorku bnSeRr prije (A) i nakon
digestije (B)

Dijagrami uzorka nanoselena s proc¢is¢enim pektinima rajéice (bnSeRp) pokazuju nestabilan
sustav (Slika 17.). Prije digestije veli¢ina Cestica iznosila je optimalnih 102,7 nm, a nakon
digestije dolazi do promjene u njihovim veli¢inama pri ¢emu najveca frakcija koju €ini 51 %
nanocestica, sadrzi raspadnute Cestice, a frakcija od 4 % sadrzi aglomerirane nanocestice. Slika
18. prikazuje dijagrame uzoraka nanoselena sa sirovim pektinima raj¢ice (bnSeRr). Na njima

je vidljiv nestabilan sustav kod kojeg vecéina Cestica aglomerira.

37



Slika 19. Prikaz raspodjele veli¢ina ¢estica nanoselena u uzorku bnSePS-EKM prije (A) i

nakon digestije (B)

Slika 20. Prikaz raspodjele veli¢ina Cestica nanoselena u uzorku bnSePVP-EKM prije (A) i
nakon digestije (B)

Uzorak nanoselena s polisorbatom i ekstraktom komine masline (bnSePS-EKM) pokazuje
unimodalnu raspodjelu Cestica prije i nakon digestije (Slika 19.). Pritom su Cestice nakon
digestije nesto vece nego one prije digestije, ali i dalje manje od 100 nm iz ¢ega se moze
pretpostaviti njihova stabilnost i dobra bioraspolozivost. Uzorak nanoselena s polivinil
pirolidonom i ekstraktom komine masline (bnSePVP-EKM) jedini je uzorak koji nije imao
pocetnu unimodalnu raspodjelu Cestica (Slika 20.). Uz to dolazi do aglomeracije ¢estica nakon

digestije pri ¢emu frakcija od 13 % nanocestica prelazi u mikropodrucje.
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Slika 21. Prikaz raspodjele veli¢ina ¢estica nanoselena u uzorku nSePS prije (A) i nakon

digestije (B)

210.1 nm

13%

Slika 22. Prikaz raspodjele veli¢ina Cestica nanoselena u uzorku nSePVP prije (A) i nakon (B)
digestije

Slika 21. uzorka nanoselena s polisorbatom (nSePS) prikazuje unimodalnu raspodjelu veli¢ina

Cestica prije 1 nakon digestije. Pritom u manjoj mjeri dolazi do aglomeracije Cestica Sto rezultira

njihovim blagim povecanje, ali 1 dalje u granicama u kojima bi se Cestice mogle smatrati

stabilne jer ne prelaze veli¢inu od 100 nm. Kod uzorka nanoselena s polivinil pirolidonom

(nSePVP) dolazi do raspada i aglomeracije Cestica (Slika 22.), pri ¢emu se njihova veli¢ina

smanjuje, odnosno povecava za duplo.
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4.2 RASPRAVA

Mjerenjem apsorbancije uzorka procjenjuje se koncentracija nanoselena i stabilnost uzorka, dok
je koristenjem metode dinamickog rasprSenja svjetlosti i pracenjem raspodjela veli¢ina Cestica

nanoselena prije i poslije digestije moguce stvarno ustanoviti stabilnost sustava.

Daljnjom raspravom pokusati ¢e se objasniti moze li se na temelju mjerenja apsorbancije
UV/Vis spektrofotometrijom, kao izrazito dostupnom metodom analize nanoselena zapravo
odrediti njegova stabilnost i koncentracija. Mjerenje zeta potencijala koristi se takoder koristi
za odredivanje stabilnosti sustava pri ¢emu se ¢estice s potencijalom ve¢im od 30 mV smatraju
stabilne. Cestice s manjim zeta potencijalom ne predstavljaju nuzno nestabilan sustav. Niske
vrijednosti potencijala mogu biti nadoknadene sterickom stabilizacijom koja nastaje uslijed
adsorpcije polimera na povrSinu ¢estice pri ¢emu im Se na taj na¢in onemogucava kontakt i
aglomeracija. Sve ove parametre potrebno je uzeti u obzir kod donosenja kona¢nog zakljucka

o stabilnosti sustava.

Uz odredivanje stabilnosti sustava bitno je uzeti u obzir i bioraspolozivost Cestica nakon
digestije koja se procjenjuje na temelju veli¢ine Cestica. Na temelju mnogih radova, Cestice
veli¢ine <100 nm pokazuju dobru bioraspolozivost nakon digestije. Cestice veée od toga ne
znace nuzno loSu bioraspolozivost jer se tijekom mjerenja treba uzeti u obzir i doprinos vodenog
sloja oko molekule koji moze prividno povecati promjer Cestice. Navedeni omotac nema utjecaj

na kasniju apsorpciju nanocestica.

Prilikom mjerenja vidljivo je da uzorci bnSePS-EKM i nSePS pokazuju korelaciju u
odredivanju stabilnosti pracene preko mjerenja apsorbancije i1 raspodjele veli¢ina Cestica. Oba
uzorka pokazuju stabilnost >100% preracunatu iz koncentracija nakon mjerenja apsorbancije
uzoraka, a pritom se mjerenjem raspodjele veli¢ina Cestica pokazuju stabilnima jer zadrzavaju
unimodalnu raspodjelu i veli¢ina im ne prelazi 86 nm ¢ak niti nakon digestije. Na temelju
zapaZanja mogu se pretpostaviti stabilnost i dobra bioraspoloZivost nanoselena iz uzoraka. Uz
to, potencijal uzorka nSePS prije digestije negativniji je od - 30 mV, §to bi trebalo znaciti da je
sustav stabilan. Naravno na taj parametar kao i samu stabilnost moze utjecati promjena pH
tijekom procesa digestije uslijed koje moze do¢i do promjene zeta potencijala na povrSini
Cestica. Uzrok stabilnosti ovih uzoraka moze biti polisorbat koji kao sintetsko oblagajuce
sredstvo pokazuje povoljnu i konstantnu stabilizaciju molekula uslijed svoje uniformnosti i

definiranog sastava. Pritom stabilizaciji uzorka bnSePS-EKM pridonosi i ekstrakt komine
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masline koji uz to pospjesuje dopremanje polifenolnih sastavnica u organizam. Sam ekstrakt
komine masline sadrzi manji udio pektinske frakcije Sto bi moglo povecati stabilnost takvog

sustava.

Sukladno njima, uzorci bnSeRp, bnSeRr, nSePVP kojima je koncentracija, mjerena preko
apsorbancije, nakon digestije prividno pala na 0, a uslijed ¢ega je i njihova stabilnost
procijenjena 0%, pokazuju promjenu u raspodjeli veli¢ina pri ¢emu Cestice aglomeriraju ili se
raspadaju na Cestice upola manje od njihove pocetne veli¢ine. Aglomeracija ¢estica dovodi do
smanjenja broja Cestica nanoselena, ali njegova koncentracija u uzorku ostaje stalna.
Spektrofotometrijsko mjerenje iz tog razloga pokazuje nedostatke jer se smanjenjem broja
¢estica mijenja apsorbancija uslijed koje daljnjim izra¢unima i sama koncentracija u uzorcima
prividno opada. Temeljem ovih podataka moze se zakljuciti da uporaba pektina rajéice nikako
ne doprinosi stabilnosti sustava, kao ni polivinil pirolidon koji je za razliku od navedenih
pektina sintetsko oblagajuce sredstvo definiranog sastava. Uzorak bnSePVP-EKM od pocetka
pokazuje nestabilnost jer jedini od pocetka nema unimodalnu raspodjelu veli¢ina Cestica.
Nakon digestije i mjerenja raspodjele veli¢ina ta teza je i potvrdena jer su Cestice aglomerirale
s time da je odredena frakcija presla i u mikrometarsko podrucje. Ove rezultate nije moguce
povezati sa stabilnos$¢u koja je izracunata preko apsorbancije jer ona iznosi 76,98 %, a veli¢ine
Cestica nakon digestije povecale su se za vise od 10 puta. Uzorak nSePVP i prije digestije ima

zeta potencijal od - 2,9 mV sto pridonosi tezi da se radi o nestabilnom sustavu.

Mjerenjem zeta potencijala uzoraka bnSeMr i bnSeMp prije digestije, za pretpostaviti je da se
radi o stabilnim sustavima jer je zeta potencijala u oba slu¢aja bio negativniji od - 35 mV.
Stabilnost uzorka bnSeMr od 6,3 %, i veli¢ine ¢estica od >320 nm i >5400 nm nakon digestije,
pokazuju nestabilan sustav uz pretpostavku loSe bioraspolozivosti. Uzorak bnSeMp sa
stabilno$¢u < 20%, ali ¢esticama od 186,5 nm nakon digestije pokazuje potencijalnu stabilnost
1 dobru bioraspolozivost sustava. S obzirom da je veli¢ina Cestica odredena DLS metodom te
podrazumijeva i doprinos vodenog omotaca oko Cestice, moze se pretpostaviti da je stvarna

veli¢ina Cestice nesto manja, dakle upravo oko optimalnih 100 nm.

Usporedbom sirovih pektina rajéice sa sirovim pektinima mandarine vidljivo je da su oba
sustava nestabilna. Sirovi pektini rajCice pri tome su ipak nesto stabilniji jer nakon aglomeracije
njihova veli¢ina ne prelazi 400 nm, dok Eestice oblozene sirovim pektinima mandarine prelaze
u mikropodrucje. Usporedbom zeta potencijala prije digestije i koncentracije i stabilnosti nakon

digestije moze se utvrditi da su razlike medu uzorcima zanemarive i da uzorci nanoselena sa
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sirovim pektinima predstavljaju nestabilan sustav. Nasuprot uzorcima inkapsuliranim sirovim
pektinima, uzorci oblozeni s proc¢is¢enim pektinima rajéice i mandarine pokazuju razlike.
Gledajuci raspodjelu veli¢ina Cestica nakon digestije moze se zakljuciti da su uzorci koji sadrze
procis¢ene pektine mandarine stabilniji jer zadrzavaju unimodalnu raspodjelu i nakon digestije
pri ¢emu im se smanuje i veli¢ina. Kod uzoraka nanoselena s proc¢is¢enim pektinima rajcice
dolazi do raspada nanoselena pri cemu nastaju 3 frakcije od kojih 2 sadrze ¢estice manje od 150
nm te frakcija od 4% cestica veli¢ine 378,6 nm. Ovakav uzorak je nestabilan zbog raspada
Cestica, ali 1 dalje zadrzava potencijalno dobru bioraspolozivost. Uzorak nanoselena s
procis¢enim pektinima mandarine predstavlja potencijalno stabilan sustav. Usporedbom
uzoraka sa sirovim i procis¢enim pektinima moze se zakljuciti da su uzorci koji sadrze sirove
pektine u potpunosti nestabilni, a oni s proc¢iS¢enim pektinima pokazuju potencijalnu stabilnost.
Razlog ovakvih rezultata mogu biti onecis¢enja prisutna u frakcijama sirovih pektina, a koji su
isprani etanolom u proc¢is¢enim frakcijama. Ovo je dokaz da je potrebno utvrditi ¢istocu pektina

te ih detaljno okarakterizirati prije nego Sto se pocnu komercijalno koristiti u ovakve svrhe.

Potrebno je provesti jo§ mnogo istrazivanja kako bi se utvrdila stvarna gastrointestinalna
stabilnost, kako samih nanocestica medu kojima je i nanoselen, tako i oblagajucih sredstava
kao Sto su pektini. Zasada postoje tek malobrojna istrazivanja koja ne pokazuju prevelike
rezultate. Jedno od njih je i ono Pornwilard-a i sur. (2014) koji su proveli istrazivanje stabilnosti
nanoselena u gastrointestinalnim uvjetima. Nanoselen je pritom stabiliziran polisaharidnim
frakcijama pektina i smjesom alginata i paktina te proteinskim frakcijama ovalbumina i -
laktoglobulina. Nakon provedene digestije pikovi promatrani UV/Vis i ICP-MS detektorima
pokazali su sli¢ne rezultate. Pikovi u uzorcima s pektinima, nakon digestije bez enzima,
pokazali su maksimum na 64 nm, a oni sa smjesom alginata i pektina na 37 nm. Pri pH 7,0
manja je viskoznost uzoraka nanoselena sa smjesom alginata i pektina pa dolazi do povremenih
sudaranja molekula. Pri pH 2,0 toga nema jer alginati tvore viskozan gel onemogucava gibanje
Cestica. Ovo je mogucéi razlog manjih Cestica nanoselena kod uzorka sa smjesom alginata i
pektina od onog sa selenom. Pikovi u uzorcima nanoselena s proteinskim frakcijama pokazuju
maksimum na 30 nm za ovalbumin i 23 nm za B-laktoglobulina. Nakon toga provedenom TEM
metodom takoder je utvrdeno da su nanocestice s pektinima bile vece od onih s ovalbuminom.
Iz ¢ega se moze zakljuciti da su proteinske frakcije stabilnije od polisaharidnih u ulozi

oblagajuceg sredstva.

Takoder, zanimljiv je rad Huang-a i sur. (2019) koji su provodili ispitivanje gastrointestinalne

stabilnosti nanoCestica resveratrola oblozenih smjesom zeina i pektina. Cestice su se pokazivale
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otpornim na agregaciju pri pH 2-7 te im promjer nije prelazio 230 nm. Pri porastu pH 6,0-6,5
dolazi do rasta cestica nakon ¢ega slijedi pad u veli¢ini pri pH 7,0. Tada Cestice pokazuju
najmanji promjer od cca 120 nm. Smatra se da pritom dolazi do promjene u elektrostatskim
interakcijama medu pektinskih i zeinskim molekulama koje uzrokuju ovakvo ponasanje. Zeta
potencijal Cestica bez oblagaju¢ih molekula pektina kretao se od jako negativnog pri pH 7,0 do
jako pozitivnog pri pH 2,0. Pri pH 6,0 zeta potencijal bio je 0 Sto se poklapa s izoelektri¢nom
tockom zeina. Cestice kapsulirane sa zein/pektinskim omotatem pokazivale su negativan
potencijal u cijelom podrucuju pH Sto dovodi do zakljucka da je zeta potencijal Cestice odreden
potencijalom pektinskog omota¢a. NanoCestice oblozene kombinacijom zeina i pektina
otpornije su na agregaciju nakon oblaganja Cestice s dva sredstva suprotnog naboja zbog

povecanog sterickog i elektrostatskog odbijanja medu Cesticama.

Uz navedene radove moze se zakljuciti da su nanocestice same po sebi izrazito nestabilne te
da se moze utjecati na njihovu gastrointestinalnu stabilnost koriStenjem razli¢itih oblagajucih
molekula. Pritom su oblagajuc¢a sredstva u kombinacijama bolja od onih koji se koriste
samostalno. Tu i sami pektini pokazuju veliku ulogu jer odrZavaju negativan potencijal na
povrsini Cestice te tako smanjuju njihovu aglomeraciju, ali sami po sebi nisu dovoljno stabilni

kako bi zadrzali stabilnost nanoc¢esticama.

43



5 ZAKLJUCCI

e Primjenom sirovih i proc¢iséenih frakcija pektina izoliranih iz komine rajcice i kore
mandarine moguce je sintetizirati nanocestice selena unimodalne raspodjele veli¢ine

Cestica (104.2-147.6 nm) i zadovoljavajuéeg zeta potencijala (0ko -35 mV)

e Koristenjem pektina rajéice dobiju se manje nanocestice (oko 100 nm), a koriStenjem

pektina mandarine nanocestice srednjeg promjera od oko 250 nm

e Ekstrakt komine masline moze se koristiti u sintezi nanocestica selena samo u
kombinaciji sa sintetskim inkapsulacijskim sredstvima kao $to je polisorbat pri ¢emu

nastaju ¢estice prosje¢nog promjera 44.4 nm i zeta potencijala oko -20 mV

e Gastrointestinalnu stabilnost nanocestica mogucée je istraziti in vitro simulacijom
procesa probave pri ¢emu se promjene prate kombiniranjem spektrofotometrijskog
odredivanja koncentracije nanoselena u sustavu i metode laserskog rasprSenja svjetlosti.
Spektrofotomoterijsko odredivanje nanoselena ograni¢eno je ¢injenicom da promjena
apsorbancije sustava reflektira ne samo oksidaciju elemantarnog selena ve¢ i promjenu
veli¢ine (broja) nanocestica u sustavu te su moguca razlic¢ita tumacenja opaZenih

promjena

e Proces probave znaCajno utjeCe na raspodjelu veli¢ina Cestica nanoselena Svih

istrazivanih uzoraka pri ¢emu nanocestice aglomeriraju ili se raspadaju na manje cestice

e Uzorci inkapsulirani proci§¢enim pektinima mandarine se tijekom procesa probave
smanjuju (na 186.5 nm), ali ostaju u obliku nanocestica, a manji srednji promjer
navijeSta bolju apsorpciju nakon procesa probave. Nasuprot tome, nanoselen
inkapsuliran sirovom pektinskom frakcijom nestabilan je tijekom procesa probave

(nastajanje aglomerata)

e Kod uzoraka nanoselena s proc¢is¢enim pektinima rajc¢ice dolazi do raspada nanoselena

pri ¢emu nastaju 3 frakcije od kojih 2 sadrze Cestice manje od 150 nm te frakcija od 4%
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Cestica veli¢ine 378,6 nm. KoriStenjem sirove pektinske frakcije nastaju nestabilnije

Cestice koje aglomeriraju tijekom procesa probave

e Nanocestice pripremljene koriStenjem ekstrakta komine masline zadovoljavajuc¢ih su
karakteristka samo uz istovremenu primjenu polisorbata kao inkapsulacijskog sredstva.

Sustav je stabilan i tijekom probave (dolazi do porasta srednjeg promjera, ali Cestice Su

I dalje manje od 100 nm)
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7 SAZETAK

Glavni ciljevi ovog rada bili su istraziti mogucnosti zelene sinteze nanoselena primjenom
sirovih i proc¢iS¢enih pektina ekstrahiranih iz kore mandarine i komine rajcice i ekstrakta
komine masline bogatog polifenolima. Istrazen je utjecaj razlicitih uvjeta sinteze na raspodjelu
veli¢ine dobivenih nanocestica i zeta potencijal te gastrointestinalnu stabilnost. Primjenom
sirovih 1 prociS¢enih frakcija pektina izoliranih iz komine raj¢ice i kore mandarine moguce je
sintetizirati nanocCestice selena unimodalne raspodjele veliCine Cestica (104.2-147.6 nm) i
zadovoljavaju¢eg zeta potencijala (oko -35 mV) dok je ekstrakt komine masline moguce
primijeniti samo u kombinaciji sa sintetskim inkapsulacijskim sredstvima (polisorbat). Proces
probave znacajno utjece na raspodjelu veli¢ina Cestica nanoselena svih istrazivanih uzoraka pri
¢emu nanocestice aglomeriraju ili se raspadaju na manje Cestice. Najstabilniji sustavi
potencijalno dobre bioraspolozivosti bili su oni inkapsulirani pro¢is¢enim pektinskim
frakcijama. Rezultati ovog istrazivanja znacajno doprinose postoje¢im saznanjima o
moguénostima primjene prirodnih ekstrakata u sintezi metalnih nanocestica te
gastrointestinalnoj stabilnosti nanoselena te moguénostima i opravdanosti njegove primjene

kao nutraceutika.
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SUMMARY

The main objectives of this study were to investigate the possibilities of green synthesis of
nanoselenium using raw and purified pectins extracted from mandarin peel, tomato pomace and
olive pomace extract rich in polyphenols. The influence of different synthesis conditions on the
size distribution, zeta potential and gastrointestinal stability of the obtained nanoparticles was
investigated. It is possible to synthesize selenium nanoparticles with unimodal particle size
distribution (104,2-147,6 nm) and satisfactory zeta potential (around -35 mV) using raw and
purified pectin fractions isolated from tomato pomace and mandarin peel, while olive pomace
extract can be used only in combination with encapsulating agents (polysorbate). The process
of digestion significantly affects particle size distribution of nanoselenium of all investigated
samples, whereby the nanoparticles agglomerate or disintegrate into smaller particles. The most
stable systems with potentially good bioavailability were those encapsulated with purified
pectin fraction. The results of this research significantly contribute to the existing knowledge
about possibilities of using natural extracts in synthesis of metal nanoparticles and the
gastrointestinal stability of nanoselenium, as well as the possibilities and justification of its use

as a nutraceutical.
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