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1. uvOD

1.1. Selen

Selen kao mikronutrijent iznimno je vazan za normalno funkcioniranje ljudskog organizma.
Najznacajniji izvori selena u prehrani su meso, riba, tjestenina, riza i orasasti plodovi, od kojih
po koli¢ini selena prednjacéi brazilski oras$¢i¢ koji je ujedno i najbolji izvor selena uopce.
Preporuceni dnevni unos selena za odrasle osobe je 55 pug dok maksimalna dnevna doza iznosi
300 pg. Medutim u Europi je prosjecan dnevni unos nizi od preporucene dnevne doze (40 pg),
dok je u SAD-u visi (93 ng). Razlika u prosjeénom dnevnom unosu selena izmedu drzava, a
pogotovo kontinenata, proizlazi iz izrazito varijabilnih koncentracija selena u tlu sto je izravno
povezano sa sadrzajem selena u namirnicama koje ljudi konzumiraju te u pitkoj vodi. Selen se
u namirnicama moze nalaziti u anorganskom i organskom obliku, a iako su oba oblika dobri
nutritivni izvori selena, organski oblik ima bolju bioraspolozivost (Rayman, 2000). Anorganski
oblici selena su selenit (SeOz%), selenid (Se?), selenat (Se04>) i elementarni selen dok su
najée$éi organski oblici selenocistein i selenometionin. Sto se ti¢e apsorpcije selena, ona se
gotovo potpuno dogada u dvanaesniku i slijepom crijevu. Na nju moze negativno utjecati visoka
koncentracija drugih elemenata u tijelu poput sumpora, kalcija i olova. Sami mehanizmi
apsorpcije razliciti su za razli¢ite oblike selena: selenit se apsorbira jednostavnom difuzijom,
selenat kotransportom s natrijem, dok organski oblici slijede mehanizam apsorpcije kao
aminokiseline. Anorganski oblici selena te selenocistein se nakon apsorpcije reduciraju do
selenida pomocu glutationa i glutation reduktaze. Selenid se nadalje pomocu istog enzima
prevodi u selenofosfat i selenocistein-tRNA, oblik selena koji organizam moze integrirati u
polipeptidni lanac ¢ime nastaju selenoproteini (Mehdi i sur., 2013). U aktivnom mjestu gotovo
svih selenoproteina nalazi se upravo selenocistein koji se naziva i dvadeset i prvom
aminokiselinom. Glutation predoksidaze, jodotironin dejodinaze i tioredoksin reduktaze samo
su neki od primjera selenoproteina presudnih za odrZavanje homeostaze. Selen u tim proteinima
funkcionira kao redoks centar, tako na primjer u aktivnom mjestu glutation peroksidaze
uzrokuje redukciju vodikovog peroksida u netoksi¢ne spojeve: alkohole i vodu (Rayman, 2000).
Nadalje, selenid koji nije iskoriSten za sintezu selenoproteina se u krvnoj plazmi u najvecoj
mjeri veze za albumin, ali takoder i za a- i B-globulin, LDL (lipoprotein niske gustoce) te VLDL
(lipoprotein vrlo niske gustoce). Vezan za proteine, selen se plazmom prenosi do jetre, koja uz
bubrege, sluzi za skladistenje rezerve selena. Bubrezi sudjeluju i u eliminaciji selena, koja se

najveé¢im dijelom odvija putem urina (Mehdi i sur., 2013).



Deficit selena uzrokuje opcenito loSije stanje imunoloskog sustava te je povezan s brojnim
patoloSkim stanjima. Za pocetak, istrazivanja pokazuju da osobe ¢ija je koncentracija selena u
serumu niska imaju vecéi rizik od oboljenja od ishemijskih bolesti srca. Nadalje, nedostatak
selena u organizmu se povezuje s razliCitim problemima u reproduktivnom sustavu. Kod Zena
nizak status selena u organizmu povecava vjerojatnost preeklampsije te povecéava rizik od
pobacaja u ranim stadijima trudnoce. Kod muskaraca je za pokretljivost spermija iznimno bitan
selenoprotein glutation peroksiraza 4, a nedostatak selena uzrokuje njegovu smanjenju sintezu
(Rayman, 2012). Postoje takoder i dvije endemske bolesti povezane s nedostatkom selena u
ljudskom organizmu koje se naj¢esc¢e pojavljuju u Kini zbog toga $to je kinesko tlo iznimno
siroma$no tim mineralom. Prva se zove Keshan bolest; to je kardiomiopatija koja najcesce
pogada djecu i Zene u reproduktivnoj dobi. Druga je Kashin-Beck bolest: kroni¢ni degenerativni
osteoartritis koji zahvaca periferne zglobove i kraljeznicu uzrokuju¢i apoptozu hijaline
hrskavice (Fordyce, 2013). Naposljetku selen se u velikoj mjeri povezuje s normalnim
funkcioniranjem S§titnjace, koja je ujedno i organ s najvecom koli¢inom selena po gramu tkiva.
Nedostatak selena za sobom povlaci smanjenu sintezu tiroidnih hormona, upravo zbog ¢injenice
da je o selenu ovisan enzim, jodotironin dejodinaza, zaduZzen za pretvorbu tiroksina (Ts) u
trijodtironin (T3). Smanjena razina trijodtironina nadalje dovodi do aktivacije hipotalamus-
hipofiza osi i povecéane sinteze THS koji potpomaze pretvorbu tiroksina u trijodtironin, ali uz
vodikov peroksid kao nusprodukt. Zbog nedovoljne koli¢ine selena u organizmu, koja uzrokuje
smanjenu aktivnost glutation peroksidaze, vodikov peroksid se ne razgraduje u dovoljnoj mjeri
te uzrokuje oStecenje Stitne zlijezde (Ventura i sur., 2017).

Zbhog svega navedenog, u nekim slucajevima potrebno je uz prehranu Koristiti i selen u obliku
dodatka prehrani. Takva suplementacija se preporuca ne samo u slucajevima nedostatnog unosa
selena prehranom, nego i kod nekih patoloskih stanja kao $to su Chronova bolest i HIV, takoder
kod osoba koje imaju kardiovaskularne probleme i probleme sa StitnjaCom poput Hashimoto
sindroma te kod osoba na dijalizi zbog o$tecenja bubrega (Skalickova i sur., 2017). Medutim,
bitno je naglasiti da je selen u previsokim dozama toksi¢an. Kroni¢na suplementacija visokim
dozama selena uzrokuje metalan okus u ustima, miris daha po ¢e$njaku te selenozu. Simptomi
selenoze su gubitak kose, lezije na koZzi, mu¢nina, povracanje, a napretkom stanja dolazi do

smanjene kognitivne funkcije mozga, slabosti i paralize (Nuttall, 2006).



1.1.1. Nanodestice selena

Veliki problem oralne primjene nekih lijekova jest njihova niska topljivost, a kod primjene
visokih doza lijekova takoder i toksi¢nost. Upravo zbog niske topljivosti neki lijekovi
primijenjeni per 0s, bez obzira na svoj odli¢an terapijski potencijal, imaju nezadovoljavajuc¢u
bioraspolozivost. Formuliranjem takvih lijekova u nanocestice moze Se izravno povecati
njihova oralna bioraspolozivost §to omoguc¢uje primjenu nize doze lijeka (Shubhika, 2013).
Takoder, nanocestice imaju bolju stabilnost, u odnosu na klasi¢ne ljekovite oblike, i znatno su
otpornije na nisku pH-vrijednost Zeluca te enzimsku razgradnju. 1z tog razloga mogu se koristiti
za ciljanu dostavu lijekova ¢ime se, osim poboljSanja aktivnosti i dostave vece doze lijeka na
mjesto djelovanja, smanjuje toksi¢nost za ostale organe. 1z istog razloga se u obliku nanocestica
mogu primjenjivati proteini: klasi¢éno primijenjeni bi se razgradili djelovanjem Zelucanih
enzima, medutim u nano obliku su zaSti¢eni i mogu do¢i na mjesto djelovanja (Hosendlova i
sur., 2018). Medutim postoje 1 mane primjene nanocestica. Smanjeni promjer ¢estica za sobom
povlaci povecanu kontaktnu povrsinu lijeka koja dovodi do njegove vece kemijske aktivnosti.
Veca kemijska aktivnost lijeka uzrokuje nesigurnost u predvidanju djelovanja lijeka pod
razli¢itim fizioloskim uvjetima. Takoder zbog vece kemijske aktivnosti proizvode se reaktivni
kisikovi spojevi koji mogu uzrokovati upale, oksidativni stres te oSte¢enje DNA. Nadalje,
promjene u obliku i veli¢ini mogu znac¢ajno utjecati na njihova fizikalna i kemijska svojstva pa
tako odredena nanocestica promjera 100 nm moZe biti netoksi¢na, dok ta ista Cestica promjera
1 nm mozZe biti iznimno toksi¢na i obrnuto (Shubhika, 2013). Naposljetku, manje Cestice imaju
znatno vecu aktivnost pa tako Cestice promjera 0,1 um imaju 2,5 — 6 puta vecu aktivnost od
onih promjera 1 — 10 um (Hosendlova i sur., 2018).

Znacaj i terapijske mogucnosti primjene selena su brojne, medutim terapijski indeks oralno
primijenjenog organskog i1 anorganskog selena je nizak zbog Cega se sve viSe sintetizira i
primjenjuje u obliku nanocestica.

Sintezu nanocestica moguce je provesti bioloskim, fizikalnim i kemijskim putem. Biolosku
sintezu nanoselena provode odredene bakterije (npr. Bacillus selenireducens i Sulfurospirillum
barnesii) (Prasad i sur., 2013) ili se provode pomocu ekstrakata biljaka (npr. Capsicum annuum
I Terminalia arjuna) (Prasad i Selvaraj, 2014). Zabiljezena su mnoga pozitivna svojstva cestica
nanoselena sintetiziranih na ovaj nacin; smanjenje toksi¢nosti na modelu humanih limfocita
uzrokovane UVB zracenjem ili trovalentnim arsenom te takoder pojacavanje protutumorskog
djelovanja (Prasad i sur., 2013; Prasad i Selvaraj, 2014; Sonkusre i sur., 2014). Nadalje, neke

od fizikalnih metoda sinteze nanocestica su laserska ablacija, termicka evaporacija i pulsiraju¢a



laserska desorpcija, a od kemijskih elektricna depozicija i sol-gel proces. LoSa strana
sintetiziranja nanocestica klasi¢nim kemijskim metodama jest da se koriste kemikalije u
visokim koncentracijama $to moze biti opasno i za okolis$ i za ljudsko zdravlje. Upravo zbog
toga se u danasnje vrijeme sve viSe paznje posvecuje takozvanoj zelenoj sintezi koji obuhvaca
sintezu nanocestica pomoc¢u ekoloski prihvatljivih, netoksi¢nih i sigurnih reagensa (Parveen i
sur., 2016). U zelenu sintezu se¢ ubraja i ranije spomenuta bioloSka sinteza nanocestica, ali
takoder 1 sinteza nanocestica kemijskim putem uz upotrebu netoksi¢nih otapala i spojeva
prirodnog podrijetla poput reducirajucih Secera, prirodnih spojeva izoliranih iz biljaka, kitozana
1 dr. Kada se takvi spojevi koriste kao omotaci u sintezi nanocestica, dobivene Cestice imaju
jace protutumorsko i imunomodulatorno djelovanje te takoder poboljSavaju regulaciju Stitne
zlijezde (Menon i sur., 2019).

Jo§ jedna dobra strana primjene selena u obliku nanocestica, nevezano uz tip sinteze, jest da
takav sferi¢an oblik Cestica pokazuje jednaki antioksidacijski potencijal kao i klasi¢an preoralni
oblik, ali sa smanjenom mogucénosti toksi¢nog u¢inka selena. Naime, zbog povecéane stabilnosti
nanocestica, selen u njima moze biti u oksidacijskom stanju 0 koje ima nizu toksicnost, a ujedno
i visu bioraspolozivost, od selena u ostalim oksidacijskim stanjima (SeV"™, Se'V* i Se'™).
Takoder, mnogim studijama je potvrdena antimikrobna i antifungalna aktivnost selena upravo
u ovom obliku (Hosendlova i sur., 2018). Antimikrobna aktivnost nanocestica selena ve¢inom
potjece od reaktivnih kisikovih spojeva ¢ije nastajanje nanoselen potice. Ti spojevi dovode do
poremecaja fosfolipodnog dvosloja stani¢ne stjenke bakterija gdje nanocestice selena ulaze u
interakcije s unutarstani¢nim proteinima te ih inaktiviraju. Ovakvo bakteriostatsko djelovanje
nanocestica selena pokazuje visoku efikasnost protiv rasta Klebsielle sp. i Staphylococcus
aureusa (Menon i sur., 2020; Nguyen i sur., 2017). Navedeno antimikrobno djelovanje nije
specificno isklju¢ivo za nanocestice selena, pokazuju ga i druge metalne nanocestice, pogotovo
nanocestice srebra, koje pokazuju visoku aktivnost protiv rasta E. coli i S. aureusa (Das i sur.,
2020). Uzevsi u obzir sve vecu rezistenciju bakterija na postojece antibiotske lijekove, ova

primjena nanocestica bi mogla biti iznimno bitna za budué¢nost medicine.

1.2. Pektin

Pektin ili pektinske tvari grupno je ime za strukturne polisaharidne spojeve koji se nalaze u
stani¢nom zidu biljaka i ¢ija je primarna uloga rast i diferencijacija stanica te zbog toga imaju
veliku ulogu u rigidnosti i integritetu tkiva biljaka. Takoder djeluju u obrambenim

mehanizmima biljaka protiv patogena i ozljeda (Voragen i sur., 2009). Strukturno gledajuci,



pektin je kompleks velike molekularne mase koji se sastoji parcijalnih metilnih estera
poligalakturonske kiseline i njihovih natrijevih, kalijevih i amonijevih soli. Specifi¢nije, pektin
spada u prehrambena vlakna, a iako neki tipovi mogu biti netopljivi, zbog velikog broja
hidroksilnih skupina koje potjecu od galakturonske kiseline pektin se karakterizira kao topljivo
vlakno. Kao dodatak hrani za ljudsku upotrebu, FDA (U.S. Food and Drug Administration) je
karakterizirala pektin kao GRAS (Generally Recognized as Safe), $to zna¢i da nema ogranic¢enja
za koristenje u tom aspektu. Pektin za komercijalnu upotrebu najcesée se izolira iz komine
jabuke ili kore citrusa, a najcesce se koristi kao gelirajuce sredstvo u izradi pekmeza i dZemova,
buduci da pektin ostaje stabilan u kiselim uvjetima (Nussinovitch, 1997).

Pektini pokazuju imunomodulatorno djelovanje; dijelovi njihove strukture djeluju
imunostimulatorno, a dijelovi imunosupresivno $to otvara brojne mogucénosti u njihovoj
primjeni kao imunomodulatora. Ogranci galakturonske kiseline djeluju inhibitorno na
leukocitnu aktivnost, a bo¢ni ugljikohidratni lanci blokiraju tu aktivnost. Vezano uz leukocitnu
aktivnost, dokazano je da ju inhibiraju pektini metilirani u niskom postotku, dok ju oni
metilirani u visokom postotku ne inhibiraju. Takoder, imunomodulatorno djelovanje ovisi o
molekularnoj masi samog pektina; oni kojima je molekularna masa ve¢a od 300 kDa imaju
moguénost smanjivanja reaktivnost imunoloskog sustava. S druge strane, mnogi pektini u
kojima je udio galakturonske kiseline manji od 75% mogu stimulirati fagocitozu budu¢i da
aktiviraju fagocite (Popov i Ovodov, 2013).

Svojstvo pektina da stvara viskozne gelove povoljno utjeCe na vezanje kolesterola i zu¢nih
kiselina, smanjujuc¢i njihovu apsorpciju i povecavajuéi izlucivanje. Pektini koji sadrze veliki
postotak metilnih estera povoljno utjecu na smanjenje kolesterola u krvnoj plazmi, zbog toga
Sto veca koli¢ina nepolarnih skupina povecava mogucnost vezanja Zu¢nih kiselina koje su
takoder nepolarne. To uzrokuje smanjenu interakciju izmedu Zucnih kiselina 1 kapljica masti
Sto u konacnici inhibira apsorpciju masti (Espinal-Ruiz i sur., 2014).

Nadalje, pektini koji su u niskom stupnju metilirani ili oni koji imaju visok udio
oligogalakuronskih segmenata imaju sposobnost vezanja na gastrointestinalnu mukozu i time
poboljsavaju zastitna svojstva mukozne membrane. Zbog toga potencijalno mogu pomoci kod
lije¢enja gastrointestinalnih oStecenja ili ¢ak infektivnih bolesti crijeva (Liu i sur., 2005).

lako sam pektin nema antikoagulatorno djelovanje, pokazano je da njegova sulfatacija uzrokuje
produzivanje vremena koagulacije ljudske plazme usporedivo s nefrakcioniranim heparinom,
naravno bez nezeljenih posljedica heparina poput trombocitopenije i hemoragije. Ovo
djelovanje pektina poveéava se brojem sulfatnih skupina u samom pektinu (Vityazev i sur.,

2010). Bitno je naglasiti da antikoagulatorno djelovanje, kao i sva ostala prethodno nabrojana
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u ovom poglavlju, ne pokazuju svi pektini, nego je vezano uz biljku iz koje su pektini izolirani.
Tako na primjer pektin izoliran iz biljke Citrus sinensis ima znacajnu antikoagulacijsku
aktivnost, dok pektin izoliran iz Decalepis hamiltonii pokazuje gastroprotektivnu aktivnost
(Zaitseva i sur., 2020).

1.2.1. Pektin kao inkapsulacijsko sredstvo

Pektin se moze koristiti za ciljanu dostavu lijekova, najé¢esce u kolon, budu¢i da se tamo nalaze
pektinoliticki enzimi koje proizvodi mikroflora debelog crijeva. Koristenje prirodnih pektina
kao nosaca lijekova, za razliku od sintetskih nosaca, ne uzrokuje alergijske reakcije te pokazuje
smanjenu toksi¢nost zbog Cinjenice da pektin nije osjetljiv na enzime koji se izlucuju u Zelucu
I tankom crijevu. (Zaitseva i sur., 2020). Nanocestice sintetizirane s pektinom kao omotacem
pokazuju visoku stabilnost budué¢i da zbog svojih elektricnih svojstava pektin stabilizira
povrsinsku raspodjelu naboja nanocestica te povoljno utjece na vrijednosti zeta potencijala.
Takve cCestice takoder pokazuju dobru koloidnu stabilnost do 96 sati te mogu u sebi pohraniti
visoku koli¢inu lijeka. Upotreba pektina kao inkapsulacijskog sredstva kod primjene citostatika
doksorubicina pokazala je da takve Cestice imaju jace protutumorsko djelovanje od klasi¢ne
otopine doksorubicina (Khotimchenko, 2020). Nadalje na ovaj nacin pektin se Koristi za
pakiranje inzulina u nanocestice $to omogucava oralnu primjenu inzulina kod dijabetic¢ara koja
inace nije moguca buduci da bi zelu€ani enzimi razgradili inzulin prije nego Sto bi doSao na
mjesto djelovanja (Zaitseva i sur., 2020). Pektin se takoder uspjesno koristi u zelenoj sintezi
nanocestica zlata, srebra te cinkovog oksida. Postoje mnoga istrazivanja koja pokazuju da su
takvom sintezom dobivene monodisperzne ¢estice male veli¢ine i visoke stabilnosti (Qiu i sur.,
2018). Drugacija primjena pektina kao inkapsulacijskog sredstva je kada se koristi u
kombinaciji s razli¢itim polisaharidnim nosa¢ima Cestica poput kitozana. Na primjeru 5-
fluorouracila je vidljivo da nanocestice koje imaju kombinirani omota¢ od pektina 1 kitozana
pokazuju jacu protutumorsku aktivnost na kulturu Hela stanica (epitelne stanice
adenokarcinoma vrata maternice) od nanocestica koje imaju samo kitozan kao omotac¢. Takav
kombinirani omota¢ moze se koristiti 1 za sintezu nanocestica prirodnih tvari koje imaju lo$

farmakoloski profil poput kurkumina (Khotimchenko, 2020).

1.3. Komina rajcice

Rajcica (Solanum lycopersicum, Solanaceae) je jedno od najkonzumiranijih vrsta povréa u
svijetu, ali samo mali dio se konzumira u svjezem obliku. U prehrambenoj industriji se
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preraduje te naj¢escée koristi U obliku soka, paste i koncentrata. Otpad koji nastaje pri njihovoj
proizvodnji, najcesce kora i koStice, u manjoj koli¢ini pulpa, naziva se komina rajcice i na nju
odlazi ¢ak 3 — 5% mase originalnog sirovog materijala raj¢ice. Budu¢i da je to velika koli¢ina
otpada, skladistenje i iskoriStenje predstavljaju problem, ne samo za prehrambenu industriju,
nego i opéenito, zbog znacajnog ekoloskog otiska. Zbog visokog sadrzaja vode u komini rajcice,
lako je kvarljiva te je potrebno ispravno skladistenje kako bi se njenom daljnjom preradom
mogli izolirati korisni spojevi poput likopena, prehrambenih vlakana i proteina. Kostice i kora
u komini imaju razli¢it sastav: dok kora sadrzi visok udio prehrambenih vlakana, likopena i
fenolnih spojeva, kostice ve¢inom sadrze proteine i ulja. Sukladno sadrzaju, i koStice i kora
rajéice mogu sluziti za izolaciju funkcionalnih spojeva koji se dalje mogu koristiti u
prehrambenoj, ali i u farmaceutskoj industriji. Likopen je, primjerice, karotenoid s iznimnim
antioksidacijskim potencijalom, dok su prednosti pektina, kao predstavnika prehrambenih
vlakana izoliranih iz kore rajCice, ve¢ prethodno navedene. Nadalje, primjena komine rajéice
nije ograni¢ena samo na izolaciju nutritivnih i funkcionalnih komponenti, ve¢ se moze koristiti

i u obliku praha kao dodataka prehrani te za hranjenje zivotinja (Lu i sur., 2019).



2. OBRAZLOZENIJE TEME

S obzirom na znacajnu proizvodnju i preradu raj¢ice u svijetu, troSkovi adekvatnog zbrinjavanja
otpada koji nastaje tijekom tih procesa su veliki. Kako bi se smanjio ekoloski otisak procesa
prerade uz istodobno povecanje njezine ekonomske isplativosti, raste broj istrazivanja kojima
se nastoje optimirati postojeci 1 razviti novi postupci iskoristenja komine rajCice kao sekundarne
sirovine u smislu formulacije novih kategorija funkcionalnih proizvoda s dodatnom
vrijednos¢u. U tom kontekstu komina rajéice je posljednjih godina prepoznata kao izvor
visokokvalitetnih pektina te su brojna istrazivanja usmjerena na razvoj u€inkovitih i odrzivih

postupaka ekstrakcije pektina iz komine rajcice.

Selen je Cest sastojak multimineralnih preparata, a na trziStu postoji i kao samostalan dodatak
prehrani. Iako se najceS¢e primjenjuje u obliku selenita, selenocisteina ili kvasaca bogatih
selenom, novija istrazivanja ukazuju na moguce koristi primjene selena u obliku nanocestica u
odnosu na navedene klasi¢ne oblike. Osnovni cilj ovog rada je istraziti moguénosti primjene
razli¢itih pektinskih frakcija izoliranih iz komine raj¢ice kao inkapsulacijskih sredstava u
zelenoj sintezi nanoselena. Cilj optimizacije takvog zelenog procesa sinteze nanoselena jest
razvoj stabilnog sustava odgovarajuc¢ih karakteristika koje ¢e omoguéiti adekvatnu
bioraspolozivost i biolosku aktivnost selena. Dodatno, ovakva inovativna primjena pektinskih
frakcija iz komine raj¢ice moze doprinijeti poboljsanju iskoristivosti otpada raj¢ice ¢ime se

direktno utjece na smanjenje ekoloskog otiska, ali i troskova procesa prerade.



3. MATERUALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Priprema komine rajcice

Istrazivanje je provedeno na uzorku komine rajéice (Solanum lycopersicum, Solanaceae).
Komina je ranije bila smrznuta te je nakon odmrzavanja bila dodatno posusena na 60 °C kako
bi se uklonio ostatak vode. Nakon toga je prosijana na veli¢inu ¢estica 0,8 mm zbog uklanjanja
kostica i homogenizacije uzorka. Prosijana frakcija komine bez kostica odmascéena je na Soxlet

uredaju uz koristenje petroletera kao otapala (Garcia-Vaquero i sur., 2020).

3.1.2. Ekstrakcija pektina komine rajcice

Ekstrakcija pektina iz odmaséene komine rajcice provedena je u trajanju 1,5 h koristenjem 1%-
tne limunske kiseline kojoj je pH-vrijednost namjestena na 1,5. Po zavrSetku ekstrakcije uzorak
je, jos§ vru¢, dva puta profiltriran kroz obican filter papir. Nakon filtracije u filtrat je dodan
volumen 96%-tnog etanola koji odgovara dvostrukom volumenu filtrata kako bi se pektin
istalozio te je Elernmayerova tikvica s uzorkom stavljena na magnetsku mijesalicu u periodu
od 2 h kako bi se postiglo maksimalno talozenje. Uzorak s istalozenim pektinom pohranjen je
na 1 h u hladnjak na temperaturi od oko 4 °C. Nakon hladenja uslijedila je vakuum filtracija
uzorka te suSenje u susioniku na 40 °C ¢ime je dobiven uzorak sirovog pektina. Dio uzorka je
nakon filtracije ispran Cetiri puta 63%-tnim etanolom kako bi se uklonili Seceri topljivi u tom
otapalu te je takoder susen na 40 °C ¢ime je dobiven uzorak pro¢is¢enog pektina (Casas-Orozco
i sur., 2015).

3.1.3. Priprema nanoselena

Inkapsulacijsko sredstvo se dispergira u deioniziranoj vodi te se u tu otopinu najprije doda
askorbinska kiselina, a potom i otopina Na>SeOs tako da konacna koncentracija natrijevog
selenita u otopini bude 0,58 mg/mL. Otopinu Na>SeOs potrebno je dodavati kap po kap (brzina
oko 1 kap / 2 s). Ovaj postupak se provodio koriStenjem razliCitih koncentracija sirove i

prociscene pektinske frakcije te komercijalnog pektina, prema podatcima prikazanim u Tablici



1. Takoder je pripremljen referentni uzorak gdje je kao inkapsulacijsko sredstvo koristen

sintetski polivinilpirolidon (PVP).

Tablica 1. Koncentracije inkapsulacijskih sredstava (pektina) koristene za pripremu nanocestica

selena
vrsta koriStenog inkapsulacijskog | 0znaka koncentracija inkapsulacijskog sredstva
sredstva uzorka (mg/mL)
PsR1 0,100
PsR:2 0,200
sirovi pektin komine rajéice PsR3 0,517
PSR4 1,03
PsRs 1,81
PpR1 0,100
PpR: 0,200
prociS¢eni pektin komine rajcice PpR3 0,517
PpR4 1,03
PpRs 1,81
Pk 0,100
Pk 0,200
komercijalni pektin Pks 0,517
Pka 1,03
Pks 1,86
PVP PVP 1,00

PVP — polivinilpirolidon

Kako bi se pripremljene nanocestice odijelile od ostatka reakcijske smjese potrebno je
sintetizirane nanocCestice selena procistiti postupkom dijalize. Kao pripremu za ovaj korak
potrebno je odrezati dijalizijske membrane na duljinu 14 cm te ih staviti u deioniziranu vodu na
3 — 4 sata kako bi se namocile. Vodu je potrebno nekoliko puta promijeniti kako bi se isprali
tragovi glicerola s membrana. Kada su membrane spremne najprije ih je potrebno zatvoriti s
jedne strane, zatim pazljivo dodati Zeljeni uzorak u membranu te ju naposljetku zatvoriti s druge
strane. [znimno je bitno paziti da ne ostanu mjehuri¢i zraka unutar membrana jer membrana ne

smije biti suha niti na jednom dijelu. Svaka napunjena membrana stavlja se u casu s
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deioniziranom vodom, a ¢aSe s membranama se mije$aju na magnetskoj mijeSalici kroz 24 h uz
povremeno mijenjanje vode u kojoj se nalaze membrane (minimalno tri puta). Ovaj korak je
bitan zbog procis¢enja nanocestica od ostataka reagenasa koristenih u procesu sinteze. Kako bi
se oneciscenja isprala u okolni medij, a ispitivani uzorak ostao unutar membrana, potrebno je

koristiti membrane s odgovaraju¢om veli¢inom pora.

3.1.4. Kemikalije

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

e 96%-tni etanol (Gram-mol, Hrvatska)

e Askorbinska kiselina (Gram-mol, Hrvatska)

e Natrijev selenit (Sigma-Aldrich, SAD)

e Ekstrakt komine rajcice

e Komercijalni pektin (Pectin E440, Esarom, Austrija)

e Voda — predestilirana, procis¢ena i deionizirana, otpor manji od 18,2 MQ pri 25 °C i
ukupne masene koncentracije organskog ugljika < 5 pg/L

e Folin-Ciocalteu fenol reagens (Sigma-Aldrich, SAD)

e 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijeva sol — ABTS
(Sigma-Aldrich, SAD)

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

o Kalijev persulfat (Sigma-Aldrich, SAD)

e Polivinilpirolidon (Sigma-Aldrich, SAD)

3.1.5. Kori$teni instrumenti i oprema

e Analiti¢ka vaga, AB265-S (Mettler Toledo, Indija)

e Soxhlet aparatura (Inko, Hrvatska)

e pH-metar s kombiniranom staklenom elektrodom (Metrohm, Svicarska)
e Vortex mjesalica, tip VTX-3000L (Mixer UZUSIO, Japan)

e Susionik (Inko, Hrvatska)

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

e Zetasizer Nano ZS (Malvern, Velika Britanija)

o Cita¢ mikrotitarskih plo¢a, VICTOR X3 (Perkin Elmer, SAD)

e PC racunalo te softveri Microsoft Excel i GraphPad Prism 9
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e Dijalizijska membrana, D9527-100FT, MWCO 14 000 Da (Sigma-Aldrich, SAD)

e Mikrotitarska ploca s 96 jazica

3.2. Metode

3.2.1. Mjerenje raspodjele velic¢ine ¢estica

Odredivanje raspodjele veliCine Cestica je iznimno bitno jer veli¢ina nanocestica utje¢e na
njihovu stabilnost, agregaciju, interakcije s otapalom, ali i njihovu biolosku aktivnost. Metoda
kojom se najcesc¢e odreduje velicina nanocestica je metoda dinamic¢kog rasprSivanja svjetlosti
(eng. Dynamic Light Scattering — DLS). Ona se temelji na Brownovom gibanju koje opisuje
nasumi¢no gibanje Cestica suspendiranih u odredenom tekuc¢em ili plinovitom mediju.
Promatraju se promjene intenziteta rasprSene svjetlosti u ovisnosti o vremenu koje se dogadaju
nakon §to je sustav izlozen laserskom zrafenju. Vece Cestice gibaju se sporije Sto rezultira
promjenom intenziteta rasprSene svjetlosti u ve¢em vremenskom intervalu, dok je kod manjih
Cestica obrnuto; gibaju se brZze pa do promjene intenziteta dolazi u manjem vremenskom
intervalu. DLS-om se moze izmjeriti translacijski difuzijski koeficijent (D) preko kojega se
pomocu Stokes-Einsteinove jednadzbe moZe izracunati polumjer Cestica. Matematicki zapis

Stokes-Einsteinove jednadzbe jest:

kT
~ 6mnRy

u kojemu Ry oznacava hidrodinamicki polumjer Cestice, k je Blotzmanova konstanta, T
temperatura sustava u kelvinima, a n oznacava viskoznost disperznog sustava (Tosi 1 sur.,
2020).

Za mjerenje veliCine Cestica koriSteni su nerazrijedeni uzorci unutar 24 sata od zavrsetka

postupka procis¢avanja dijalizom.

3.2.2. Odredivanje zeta potencijala

Sve nabijene nanocestice u otopini imaju tzv. Sternov omotac kojega ¢ine ioni suprotnog naboja
snazno vezani za povr$inu same nanolestice. Cestice takoder imaju i drugi difuzni vanjski
omotac koji se sastoji od slabo vezanih iona te zajedno sa Sternovim omotacem ¢ini elektri¢ni
dvosloj. Kako se Cestica giba kroz tekucinu stvara se razlika izmedu iona u difuznom sloju koji

se krec¢u s nanocesticom 1 iona koji ostaju u disperznom sredstvu te nastaje elektrostaticki
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potencijal koji se naziva zeta potencijal (Clogston i Patri, 2011). Na Slici 1 vidi se slikoviti

prikaz nanocestice, njezinog dvosloja i zeta potencijala.

Dvostruki elektricni sloj
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Udzljenost od povriine cestice

Slika 1. Slikoviti prikaz nanocestice (Preuzeto s

https://repozitorij.pharma.unizg.hr/islandora/object/pharma%3A600/datastream/PDF/view)

Odredivanje zeta potencijala je vazno kako bi se mogla predvidjeti stabilnost nanocestice.

Opcenito, veéi zeta potencijal moze ukazivati na vecu stabilnost suspenzije. Vrijednosti zeta

potencijala i odgovarajuce stabilnosti Cestica prikazane su u Tablici 2 (Kumar i Dixit, 2017).

Tablica 2. Povezanost stabilnosti nanocestica i zeta potencijala

Vrijednost zeta potencijala (mV) Stabilnost
0-+£5 flokulacija ili koagulacija
+10-+30 slaba stabilnost
+30-+40 srednja stabilnost
+40 - + 60 dobra stabilnost
>+ 60 odli¢na stabilnost
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Zeta potencijal u ovom istrazivanju odreden je pomoc¢u metode elektroforetskog rasprSenja
svjetlosti, §to je ujedno i najceS¢a metoda mjerenja elektroforetske pokretljivosti nanocestica
koja je indikator prosjecnog zeta potencijala. Nacelo metode zasniva se na Cinjenici da nabijena
nanocestica u prisustvu elektri¢nog polja putuje prema suprotno nabijenoj elektrodi gdje biva
osvjetljena laserskom svjetlosnom zrakom. Brzina Cestice odreduje se iz frekvencijskoga
pomaka laserske svjetlosne zrake, a mobilnost se izraCuna kao omjer brzine Cestice i jakosti
elektri¢nog polja (Sikora i sur., 2015).

Kao i kod mjerenja veli¢ine Cestica, analiza ovom metodom provedena je bez prethodnog

razrjedivanja uzoraka.

3.2.3. Spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja nanoselena

UV-Vis spektrofotometrija je primarno kvantitativna analiticka metoda u ¢ijoj srzi se nalazi
apsorpcija elektromagnetskog zra¢enja vidljivog i ultraljubicastog dijela spektra. Ultraljubicasti
dio spektra nalazi se na valnim duljinama 190 — 380 nm, dok se vidljivi dio spektra nalazi u
podrucju valnih duljina 380 — 800 nm. Valna duljina pri kojoj ¢e molekula apsorbirati
elektromagnetsko zracenje ovisi o jakosti veze kojom su vezani njezini elektroni. Apsorpcijom
elektromagnetskog zracenja ti elektroni prelaze iz osnovnog elektronskog stanja u jednu od
vibracijskih i rotacijskih razina pobudenog stanja. U navedene prijelaze, pri valnim duljinama
koje odgovaraju vidljivom 1 ultraljubi¢astom dijelu spektra, gotovo uvijek ulaze n elektroni
konjugiranih dvostrukih veza.

Instrument kojim se provodi analiza spektra elektromagnetskog zrafenja naziva se
spektrofotometar, a njegovi sastavni dijelovi su: izvor elektromagnetskog zradenja,

monokromator, nosa¢ uzorka i detektor zracenja (Slika 2).
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Slika 2. Princip rada UV-Vis spektrofotometra
(Preuzeto s
https://repozitorij.fkit.unizg.hr/islandora/object/fkit%3A402/datastream/PDF/view)

Pri analizi uzorak biva obasjan elektromagnetski zracenjem. Dio zracenja uzorak apsorbira, a
detektor spektrofotometra mjeri intenzitet propustenog tj. neapsorbiranog zracCenja te ga
usporeduje s intenzitetom ulaznog zraCenja. Logaritam omjera ulaznog zracenja (lo) i
izmjerenog zracenja (I) naziva se apsorbancijom. Apsorbancija je prema Beer-Lambertovom
zakonu proporcionalna s koncentracijom uzorka koji se odreduje. Sam Beer-Lambertov zakon

glasi:
Iy
A =log (T) = ecl
gdje A oznacava apsorbanciju na danoj valnoj duljini svjetlosti, &€ molarni apsorpcijski

koeficijent (L/molcm), 1 duljinu puta zracenja kroz uzorak (cm), a ¢ je molarna koncentracija
tvari u otopini (mol/L) (Watson, 1999).

U ovom istrazivanju otopine poznatih koncentracija natrijeva selenita prevedene su u nanoselen

metodom ranije opisane zelene sinteze te je mjerena apsorbancija na 405 nm. Priprema

koncentracijskog niza prikazana je u Tablici 3.
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Tablica 3. Shema pripreme ispitivanih otopina

R1 | R2 R3 | R4 R5 | R6 R7 | R8 R9 R10 R11 B
V (uzoraka) /pL | 200 | 133,5 | 100 | 66,75 50 | 33,38 25 | 16,69 125 | 8,35 6,25 0
V (deionizirane

0 66,5 | 100 | 133,25 | 150 | 166,62 | 175 | 183,31 | 187,5 | 191,65 | 193,75 | 200
vode) / uL

R1 — otopina u kojoj je koncentracija uzorka 0,58 mg/mL; R2 — otopina u kojoj je koncentracija uzorka 0,39

mg/mL; R3 — otopina u kojoj je koncentracija uzorka 0,29 mg/mL; R4 — otopina u kojoj je koncentracija uzorka

0,19 mg/mL; R5 — otopina u kojoj je koncentracija uzorka 0,15 mg/mL; R6 — otopina u kojoj je koncentracija

uzorka 0,097 mg/mL; R7 — otopina u kojoj je koncentracija uzorka 0,073 mg/mL; R8 — otopina u kojoj je

koncentracija uzorka 0,048 mg/mL; R9 — otopina u kojoj je koncentracija uzorka 0,036 mg/mL; R10 — otopina u

kojoj je koncentracija uzorka 0,024 mg/mL; R11 — otopina u kojoj je koncentracija uzorka 0,018 mg/mL; B —

slijepa proba (koncentracija uzorka je 0 mg/mL)

Izmjerene vrijednosti apsorbancija razlic¢itih koncentracija selena u otopini umanjene su za

srednju vrijednost izmjerene apsorbancije slijepe probe (deionizirana voda). Pomoc¢u dobivenih

vrijednosti razlika apsorbancija i ishodnih vrijednosti koncentracija selena u otopinama

napravljen je bazdarni dijagram (Slika 3).

Slika 3. Bazdarni pravac ovisnosti apsorbancije o koncentraciji nanoselena u uzorku

4_

3_

2_
y =5,109x + 0,0156
Rz =0,9997

1—

0 T T |

0.0 0.2 0.4 0.6

y Se (mg/mL)
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Dobiveni pravac koriSten je za izraCunavanje koncentracija nanoselena u ispitivanim uzorcima

buduci da su rezultati antioksidacijskih mjerenja izrazeni kao Trolox-a po koli¢ini nanoselena

(za TEAC metodu) odnosno galne kiseline po koli¢ini nanoselena (za Folin-Ciocalteu metodu).
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3.2.4. Ispitivanje antioksidacijskog kapaciteta TEAC (Trolox Equivalent

Antioxidant Capacity) metodom

U TEAC metodi ABTS radikal kation biva neutraliziran antioksidansom iz uzorka $to uzrokuje
smanjenje apsorbancije. Metoda je jednostavna, brza te je pogodna za mjerenje ukupnog
antioksidativnog kapaciteta uzoraka (Zhong i sur., 2015).

Uzorke koji sadrze nanocCestice selena najprije je potrebno dobro izmijesati, a zatim razrijediti
Cetiri puta deioniziranom vodom te u jazice pipetirati po 20 pL odgovarajuc¢eg uzorka ili
deionizirane vode u triplikatu te potom u svaku jazicu dodati po 200 pL otopine ABTS radikala.
Nakon toga slijedi 60 sekundi muckanja te 90 sekundi inkubacije na temperaturi od 30 °C.
Zadnji korak je mjerenje apsorbancije na valnoj duljini od 750 nm.

Koristena otopina ABTS radikala napravljena je tako da se najprije ABTS otopi u
odgovaraju¢em volumenu deionizirane vode kako bi kona¢na koncentracija otopine bila 7
mmol/L. Zatim se K2S;0g otopi u deioniziranoj vodi kako bi kona¢na koncentracija bila 2,45
mmol/L. Za dobivanje otopine ABTS radikala potrebno je pomijesati jednake volumene
neposredno prije izradenih otopina ABTS-a i kalijeva persulfata. Otopinu je potrebno drzati 12
— 16 h u mraku prije koristenja kako bi se osigurala potpuna oksidacija ABTS-a i nastajanje
dovoljne koli¢ine radikala (Re i sur., 1999).

3.2.5. Ispitivanje ukupnog redukcijskog potnecijala Folin-Ciocalteu metodom

Folin-Ciocalteu reagens smjesa je fosfomolibden i fosfovolfram kiseline u kojima se molibden
i volfram nalaze u oksidacijskom stanju VI+. Metoda je bazirana na sposobnosti fenolnih
skupina da u alkalnim uvjetima reduciraju molibden i volfram, koji prelaze u oksidacijsko stanje
V+, pri ¢emu nastaju volfram i molibden plavila. lako se metoda originalno Kkoristila za analizu
proteina, zbog Cinjenice da je tirozin fenolna aminokiselina i mozZe se mjeriti na ovaj nacin, U
srzi metode je oksidacijsko redukcijski proces pa se njena upotreba moze prosiriti na ispitivanje
ukupnog redukcijskog potencijala prakticki bilo kojeg uzorka sto se danas i radi (Ikawa i sur.,
2003).

10%-tna otopina Folin-Ciocalteu reagensa koji se koristi u ovoj metodi pripremi se adekvatnim
razrjedivanjem originalnog reagensa deioniziranom vodom.

Uzorke koji sadrze nanocestice selena najprije je potrebno dobro izmijesati, a zatim razrijediti
Cetiri puta deioniziranom vodom te u jazice pipetirati po 20 pL svakog uzorka ili deionizirane
vode u triplikatu. Nakon toga dodaje se 50 uL prethodno pripremljenog Folin reagensa i smjesa

se inkubira na temperaturi od 37 °C tijekom 5 minuta. Potom je potrebno u svaku jaZicu dodati
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160 pL vodene otopine natrijevog karbonata koncentracije 0,7 mol/L nakon cCega se
mikrotitarska plo¢a inkubira na 37 °C kroz trideset minuta te se po isteku tog vremena mijeri

apsorbancija na valnoj duljini od 750 nm (Ainsworth i Gillespie, 2007).

3.2.6. Statisticka analiza

Sve navedene metode radene su u triplikatu, a metoda dinamickog rasprSenja svjetlosti u
heksaplikatu. Analiza navedenih podataka i izrada grafickih prikaza provedena je pomocu
GraphPad Prism 9 programskog paketa. Rezultati su medusobno usporedivani koriStenjem
jednosmjerne analize varijance (one-way ANOVA) s post hoc Tukey testom, a vrijednosti p <

0,05 pokazuju statisticki znacajnu razliku izmedu uzoraka.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Veli¢ina nanocestica

Rezultati analize veli¢ine Cestica prikazani su na Slikama 4 — 16. Na navedenim grafickim

prikazima vidljiv je po jedan jasan pik za svaku reakcijsku smjesu te relativno uske baze Sto

ukazuje na unimodalnu i ne presSiroku raspodjelu veli¢ine Cestica, uz ravan ostatak bazne linije.

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da pektin mozemo smatrati dobrim inkapsulacijskim

sredstvima za zelenu sintezu nanocestica selena te da je proces CiS¢enja reakcijske smjese

nanoselena dijalizom ucinkovit.

Volume (Percent)

Size Distribution by Volume

1000 10000

Size (d.nm)

Record 92: Analiza 1 - uzorak 1 1
—— Record 84: Analiza 1 - uzorak 1 3
—— Record 96: Analiza 1 - uzorak1 5

Record 93: Analiza 1 - uzorak 1 2
—— Record 85: Analiza 1 - uzorak 1 4
—— Record 97: Analiza 1 - uzorak 1 6

Slika 4. Graficki prikaz raspodjele veli¢ine Cestica po volumenu za uzorak nanoselena s

omotacem sirovog pektina izoliranog iz komine raj¢ice ¢ija je koncentracija 0,100 mg/mL

Wolume (Percent)

Size Distribution by Volume

Size (d.nm)

—— Record 137: Analiza 2 - uzorak 2 1
— Record 139: Analiza 2 - uzorak 2 3
—— Record 141: Analiza 2 - uzorak 2 5

Record 138: Analiza 2 - uzorak 2 2
Record 140: Analiza 2 - uzorak 2 4
— Record 142: Analiza 2 - uzorak 2 6

Slika 5. Graficki prikaz raspodjele velic¢ine cestica po volumenu za uzorak nanoselena s

omotacem sirovog pektina izoliranog iz komine raj¢ice ¢ija je koncentracija 0,200 mg/mL
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Size Distribution by Volume
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—— Record 2 Analiza 3 - uzorak 3 1 Record 3: Analiza 3 - uzorak 3 2
—— Record 4: Analiza 3 - uzorak 3 3 —— Record 5: Analiza 3 - uzorak 3 4
—— Record 6 Analiza 3 - uzorak 3 5 —— Record 7: Analiza 3 - uzorak 3 6

Slika 6. Graficki prikaz raspodjele veli¢ine ¢estica po volumenu za uzorak nanoselena s

omotacem sirovog pektina izoliranog iz komine raj¢ice ¢ija je koncentracija 0,517 mg/mL
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—— Record 11: Analiza 3 - uzorak4 1 Record 12 Analiza 3 - uzorak 4 2
—— Record 13: Analiza 3 - uzorak4 3 — Record 14: Analiza 3 - uzorak4 4
— Record 15: Analiza 3 - uzorak4 5 —— Record 16: Analiza 3 - uzorak4 6

Slika 7. Graficki prikaz raspodjele veli¢ine Cestica po volumenu za uzorak nanoselena s

omotafem sirovog pektina izoliranog iz komine raj¢ice ¢ija je koncentracija 1,03 mg/mL



Size Distribution by Volume
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Size (d.nm)
—— Record 101: Analiza 1 - uzorak 6 1 Record 102: Analiza 1 - uzorak 6 2
—— Record 103: Analiza 1 - uzorak 6 3 —— Record 104: Analiza 1 - uzorak 6 4
Record 105: Analiza 1 - uzorak 6 5 — Record 106: Analiza 1 - uzorak 6 6

Slika 8. Graficki prikaz raspodjele veli¢ine Cestica po volumenu za uzorak nanoselena s
omotacem procis¢enog pektina izoliranog iz komine rajéice ¢ija je koncentracija 0,100

mg/mL

Size Distribution by Volurme
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—— Record 146: Analiza 2 - uzorak 7 1 Record 147: Analiza 2 - uzorak 7 2
— Record 148: Analiza 2 - uzorak 7 3 — Record 149: Analiza 2 - uzorak 7 4
— Record 150: Analiza 2 - uzorak 7 5 —— Record 151: Analiza 2 - uzorak 7 6

Slika 9. Graficki prikaz raspodjele veli¢ine Cestica po volumenu za uzorak nanoselena s
omotacem procis¢enog pektina izoliranog iz komine rajcice ¢ija je koncentracija 0,200

mg/mL
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Size Distribution by Volume

Volume (Percent)

1000 10000

Size (d.nm)

—— Record 20: Analiza 3 - uzorak 81 Record 21: Analiza 3 - uzorak 8 2
—— Record 22: Analiza 3 - uzorak 8 3 Record 23: Analiza 3 - uzorak 84
Record 24: Analiza 3 - uzorak 85 Record 25: Analiza 3 - uzorak 86

Slika 10. Graficki prikaz raspodjele veli¢ine Cestica po volumenu za uzorak nanoselena s
omotacem procisc¢enog pektina izoliranog iz komine rajéice ¢ija je koncentracija 0,517

mg/mL

Size Distribution by Volume

volume (Percent)

1000 10000

Size (d.nm)
—— Record 29: Analza 3 - uzorak 9 1 Record 30: Analiza 3 - uzorak 9 2|
—— Record 31: Analiza 3 - uzorak 9 3 —— Record 32 Analiza 3 - uwzorak 9 4
——— Record 33: Analza 3- uzorak9 5 — Record 34: Analiza 3 - wzorak 9 6

Slika 11. Graficki prikaz raspodjele veli¢ine Cestica po volumenu za uzorak nanoselena s

omotacem proc¢is¢enog pektina izoliranog iz komine raj¢ice ¢ija je koncentracija 1,03 mg/mL
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Volume (Percent)

Size Distribution by Volume

Size (d.nm)

Record 128: Analiza 1 - uzorak 11 1
Record 130: Analiza 1 - uzorak 11 3
Record 132: Analiza 1 - uzorak 11 5

Record 129 Analiza 1 - uzorak 11 2
Record 131 Analiza 1 - uzorak 11 4
Record 133 Analiza 1 - uzorak 11 6

10000

Slika 12. Graficki prikaz raspodjele veli¢ine Cestica po volumenu za uzorak nanoselena s

omotac¢em komercijalnog pektina ¢ija je koncentracija 0,200 mg/mL

Yolume (Percent)
>

Size Distribution by Volurre

Size (d.nmj)

1000

Record 1684: Analza 2 - uzorak 12 1
—— Record 166: Analiza 2 - uzorak 123
—— Record 168: Analiza 2 - uzorak 125

Record 165: Analiza 2 - uzorak 12 2
Record 167: Analiza 2 - uzorak 12 4
Record 169: Analiza 2 - uzorak 12 §

10000

Slika 13. Graficki prikaz raspodjele veli¢ine Cestica po volumenu za uzorak nanoselena s

omotac¢em komercijalnog pektina ¢ija je koncentracija 0,200 mg/mL
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“olume (Percent)
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Size Distribution by YWelume

1 10 1000
Size (d.nm)
—— Record 74: Analiza 4 - uzorak 13 1 Record 75: Analiza 4 - uzorak 13 2
—— Record 78: Analiza 4 - uzorak 133 Record 77: Analiza 4 - uzorak 13 4
—— Record 78: Analiza 4 - uzorak 13 5 —— Record 7% Analiza 4 - uzorak 13§

10000

Slika 14.

Grafi¢ki prikaz raspodjele veli¢ine Cestica po volumenu za uzorak nanoselena s

omota¢em komercijalnog pektina ¢ija je koncentracija 0,517 mg/mL

“olume (Percent)

Size Distribution by Welume

1000

Size (d.nm})

Record 83: Analiza 4 - uzorak 14 1 Record 84: Analiza 4 - uzorak 14 2
Record 85: Analiza 4 - uzorak 14 3 —— Record 86: Analiza 4 - uzorak 14 4
Record 87: Analiza 4 - uzorak 14 5 —— Record 88 Analiza 4 - uzorak 14 6

10000

Slika 15. Graficki prikaz raspodjele veli¢ine ¢estica po volumenu za uzorak nanoselena s

omotacem komercijalnog pektina ¢ija je koncentracija 1,03 mg/mL
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Size Distribution by Volume

Volume (Percent)
=

A 1000 10000
Size (d.nm)
— Record 182: Analza 2 - uzorak 16 1 Record 183: Analiza 2 - uzorak 16 2
—— Record 184: Analiza 2 - uzorak 16 3 —— Record 185: Analiza 2 - uzorak 16 4
— Record 186: Analiza 2 - uzorak 16 5 — Record 187: Analiza 2 - uzorak 16 6

Slika 16. Graficki prikaz raspodjele veli¢ine ¢estica po volumenu za uzorak nanoselena s

omotacem polivinilpirolidona ¢ija je koncentracija 1,00 mg/mL
Na Slici 17 prikazani su srednji promjeri nanocestica selena u ovisnosti o vrsti i koncentraciji

primijenjenog inkapsulacijskog sredstva te standardne devijacije koje ukazuju na

zadovoljavajucu ponovljivost mjerenja.
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Slika 17. Srednji promjeri nanocestica u ispitivanim uzorcima
PsR1 — uzorak nanoselena s omotacem sirovog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina je 0,100
mg/mL); PSR, —uzorak nanoselena s omotacem sirovog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina
je 0,200 mg/mL); PsRz — uzorak nanoselena s omotaem sirovog pektina izoliranog iz komine rajlice
(koncentracija pektina je 0,517 mg/mL); PsRs — uzorak nanoselena s omotac¢em sirovog pektina izoliranog iz
komine raj¢ice (koncentracija pektina je 1,03 mg/mL); PpR; — uzorak nanoselena s omota¢em pro¢isé¢enog pektina
izoliranog iz komine rajéice (koncentracija pektina je 0,100 mg/mL); PpR, — uzorak nanoselena s omota¢em
proc¢iséenog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina je 0,200 mg/mL); PpRs — uzorak
nanoselena s omotacem procis¢enog pektina izoliranog iz komine rajéice (koncentracija pektina je 0,517 mg/mL);
PpR4 — uzorak nanoselena s omotac¢em procis¢enog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina je
1,03mg/mL); Pk: — uzorak nanoselena s omota¢em komercijalnog pektina (koncentracija petina je 0,100 mg/mL);
Pk, — uzorak nanoselena s omota¢em komercijalnog pektina (koncentracija pektina je 0,200 mg/mL); Pks — uzorak
nanoselena s omota¢em komercijalnog pektina (koncentracija pektina je 0,517 mg/mL); Pk — uzorak nanoselena
s omota¢em komercijalnog pektina (koncentracija pektina je 1,03 mg/mL); PVP — uzorak nanoselena s omota¢em

polivinilpirolidona (koncentracija PVP-a je 1,00 mg/mL)

Na Slici 17 vidljivo je da vrsta i koncentracija inkapsulacijskog sredstva bitno utjecu na srednji
promjer nastalih nanocestica selena, a izmjerene veli¢ine kretale su se od 93,1 nm (PsR3) do
216 nm (Pk2). Opéenito govoreéi, frakcije sirovog i prociS¢enog pektina komine rajéice
primjene u odgovarajucoj koncentraciji daju Cestice nanoselena srednjeg promjera usporedivog
s onim koji imaju Cestice nanoselena nastale kemijskom sintezom uz koristenje sintetskih
inkapsulacijskih sredstava. To je iznimno povoljan rezultat ne samo zato $to bi pektini mogli
zamijeniti sintetska inkapsulacijska sredstva poput polivinilpirolidona u sintezi nanocestica

selena, nego 1 zbog toga Sto proces proc¢is¢avanja pektina u pripremi uzoraka oduzima mnogo
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vremena. Koristenje sirovog pektina umjesto procis¢enog uvelike bi moglo pojednostaviti
postupak prerade komine raj¢ice sa svrhom izolacije pektina.

S druge strane, primjena komercijalnog pektina rezultira nastajanjem znatno veéih nanocestica,
neovisno o njegovoj primijenjenoj koncentraciji.

Statistickom usporedbom podataka dolazi se do zakljucka da koncentracija sirovog pektina u
uzorku znacajno utjeCe na promjer nanocestica i to na nacin da povecéanje koncentracije pektina
do 0,517 mg/mL smanjuje promjer Cestica, a ¢estice u uzorku s najviSom koncentracijom
pektina ponovo imaju ve¢i promjer (Slika 18). Kao sto je u uvodu objasnjeno optimalna veli¢ina
nanocCestica jest oko 100 nm, uzimajuc¢i u obzir zadovoljavaju¢u bioraspolozivost i nisku
toksic¢nost. Iz toga se moze zakljuciti da su nanocestice selena u uzorku gdje je koncentracija
sirovog pektina 0,517 mg/mL optimalne veli¢ine dok su nanocestice pripremljene sa sirovim

pektinom koncentracije 0,200 mg/mL zadovoljavajuée veli¢ine.

200

PsR; PsR, PsR; PsR,

Slika 18. Utjecaj koncentracije sirovog pektina izoliranog iz komine rajéice na veli¢inu

nanodestica selena

PsR1 — uzorak nanoselena s omotacem sirovog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina je 0,100
mg/mL); PSR, — uzorak nanoselena s omotacem sirovog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina
je 0,200 mg/mL); PsRsz — uzorak nanoselena s omotatem sirovog pektina izoliranog iz komine rajcice
(koncentracija pektina je 0,517 mg/mL); PsRs — uzorak nanoselena s omotacem sirovog pektina izoliranog iz

komine raj¢ice (koncentracija pektina je 1,03 mg/mL);

Kod nanocestica s omotacem procis¢enog pektina situacija je nesto drugacija nego kod onih s
omotatem sirovog pektina. Naime, u ovom slucaju veli¢ina Cestica raste povecanjem
koncentracije pektina (Slika 19), a u uzorcima u kojima je koncentracija procis¢enog pektina

0,100 mg/mL, 0,200 mg/mL i 0,517 mg/mL su nastale Cestice zadovoljavajuce veli¢ine.
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Slika 19. Utjecaj koncentracije procis¢enog pektina izoliranog iz komine raj¢ice na veli¢inu

nanocestica selena

PpR: — uzorak nanoselena s omotac¢em procis¢enog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina je
0,100 mg/mL); PpR2 — uzorak nanoselena s omotaem prociséenog pektina izoliranog iz komine rajéice
(koncentracija pektina je 0,200 mg/mL); PpRs — uzorak nanoselena s omota¢em prociséenog pektina izoliranog iz
komine rajéice (koncentracija pektina je 0,517 mg/mL); PpRa4 — uzorak nanoselena s omotacem proéis¢enog

pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina je 1,03mg/mL)

Sto se ti¢e nano&estica kod kojih je inkapsulacijsko sredstvo bio komercijalan pektin, vidljivo
je da na veli¢inu cCestica utjeCe koncentracija pektina u uzorku, medutim nema nekakve
pravilnosti (Slika 20). Bez obzira na nedostatak pravilnosti moze se zakljuciti da su cak i
nanocestice u uzorku gdje je koncentracija komercijalnog pektina bila 0,517 mg/mL, koje su

po veli€ini najmanje u promjeru, prevelike.
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Slika 20. Utjecaj koncentracije komercijalnog pektina na veli¢inu nanocestica selena

Pk — uzorak nanoselena s omota¢em komercijalnog pektina (koncentracija petina je 0,200 mg/mL); Pk, — uzorak
nanoselena s omota¢em komercijalnog pektina (koncentracija pektina je 0,200 mg/mL); Pks — uzorak nanoselena
s omota¢em komercijalnog pektina (koncentracija pektina je 0,517 mg/mL); Pks — uzorak nanoselena s omotacem

komercijalnog pektina (koncentracija pektina je 1,03 mg/mL)

Hileuskaya i sur. (2020) u svojem su radu koristili pektin kao inkapsulacijsko sredstvo, ali u
sintezi nanocCestica srebra te su istrazivali kako koncentracija pektina mijenja svojstva
nanoCestica. Rezultati njihovog eksperimentalnog rada pokazuju da vece povecanje
koncentracije pektina znacajno povecava promjer nanosrebra, $to je dosljedno rezultatima
dobivenim u ovome radu. Qiu i sur. (2018) takoder su u svom istrazivanju koristili pektin kao
omota¢ za nanocestice, ali ne srebra nego upravo selena. Njihovi rezultati dobiveni DLS
metodom ponovo su sukladni rezultatima izloZzenim u ovome radu: poveéanje koncentracije do
odredene vrijednosti utjeCe povoljno na veli¢inu Cestica (smanjuje ju), a daljnje povecanje

koncentracije pektina povecava promjer nanoselena.

4.2. Zeta potencijal nanocestica

Srednja vrijednost izmjerenog zeta potencijala uzoraka, njegove standardne (SD) i relativne

standardne devijacije (RSD) koje ukazuju na to¢nost mjerenja prikazane su u Tablici 4.
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Tablica 4. 1zmjeren zeta potencijal ispitivanih uzoraka

oznakauzorka | {/mV | SD | RSD
PsR1 -37,0 /0,961 | 2,59
PsR:2 -39,1 |0,153 | 0,39
PsRs3 -32,3 | 1,63 | 5,04
PsR4 -29,2 0,755 | 2,59
PpR: -38,0 |0,808 | 2,13
PpR2 -374 10416 | 1,11
PpRs3 32,4 | 1,32 | 4,07
PpR4 295 | 1,56 | 5,27
Pk -39,6 | 0,608 | 1,54
Pk -39,1 | 0,361 | 0,92
Pks -33,2 /0,833 2,51
Pka -35,5 10,500 | 1,41
PVP -24,4 0,404 | 1,65

PsR1 — uzorak nanoselena s omotacem sirovog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina je 0,100
mg/mL); PsR, — uzorak nanoselena s omota¢em sirovog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina
je 0,200 mg/mL); PsRsz — uzorak nanoselena s omotaem sirovog pektina izoliranog iz komine rajCice
(koncentracija pektina je 0,517 mg/mL); PsRs — uzorak nanoselena s omotacem sirovog pektina izoliranog iz
komine rajéice (koncentracija pektina je 1,03 mg/mL); PpR1— uzorak nanoselena s omotac¢em procis¢enog pektina
izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina je 0,100 mg/mL); PpR, — uzorak nanoselena s omota¢em
proc¢iséenog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina je 0,200 mg/mL); PpRs — uzorak
nanoselena s omotacem procis¢enog pektina izoliranog iz komine rajéice (koncentracija pektina je 0,517 mg/mL);
PpR4 — uzorak nanoselena s omota¢em procis¢enog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina je
1,03mg/mL); Pk; — uzorak nanoselena s omota¢em komercijalnog pektina (koncentracija petina je 0,100 mg/mL);
Pk, — uzorak nanoselena s omota¢em komercijalnog pektina (koncentracija pektina je 0,200 mg/mL); Pks — uzorak
nanoselena s omota¢em komercijalnog pektina (koncentracija pektina je 0,517 mg/mL); Pk — uzorak nanoselena
s omota¢em komercijalnog pektina (koncentracija pektina je 1,03 mg/mL); PVP — uzorak nanoselena s omotacem

polivinilpirolidona (koncentracija PVP-a je 1,00 mg/mL)

Statisticka usporedba podataka uzoraka s razli¢itom koncentracijom sirovog pektina izoliranog
1z komine raj€ice pokazuje da pri niskim koncentracijama pektina (0,100 1 0,200 mg/mL) nema
statisticki znacajne razlike izmedu zeta potencijala dobivenih nanocestica, ali daljnjim

povecanjem koncentracije pektina zeta potencijal raste (Slika 21). Uzevsi u obzir vrijednosti
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zeta potencijala pri svim koncentracijama moguce je zakljuciti da su upravo uzorci koji sadrze

najnize koncentracije pektina oni u kojima su nastale nanocestice najvece stabilnosti.
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Slika 21. Utjecaj koncentracije sirovog pektina izoliranog iz komine rajice na zeta potencijal

nanocestica selena

PsR1 — uzorak nanoselena s omotacem sirovog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina je 0,100
mg/mL); PsR, — uzorak nanoselena s omota¢em sirovog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina
je 0,200 mg/mL); PsRsz — uzorak nanoselena s omotaem sirovog pektina izoliranog iz komine rajlice
(koncentracija pektina je 0,517 mg/mL); PSR4 — uzorak nanoselena s omotaem sirovog pektina izoliranog iz

komine raj¢ice (koncentracija pektina je 1,03 mg/mL)

Jednako kao i kod cestica s omotatem sirovog pektina, nanocestice koje za omotac¢ imaju
pro¢is¢en pektin izoliran iz komine raj¢ice pri najnizim koncentracijama pektina pokazuju
statisticki jednak zeta potencijal koji pokazuje da upravo te Cestice imaju najvecu stabilnost. Pri
vi§im koncentracijama pektina stabilnost Cestica znatno opada tj. zeta potencijal raste (Slika
22).
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Slika 22. Utjecaj koncentracije procis¢enog pektina izoliranog iz komine rajcice na zeta

potencijal nanocestica selena

PpR: — uzorak nanoselena s omotac¢em procis¢enog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina je
0,100 mg/mL); PpR2 — uzorak nanoselena s omotatem prociséenog pektina izoliranog iz komine rajéice
(koncentracija pektina je 0,200 mg/mL); PpRs — uzorak nanoselena s omota¢em prociséenog pektina izoliranog iz
komine raj¢ice (koncentracija pektina je 0,517 mg/mL); PpRs — uzorak nanoselena s omota¢em prociséenog

pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina je 1,03mg/mL)

Kod nanoselena ¢ije je inkapsulacijsko sredstvo bio komercijalan pektin rezultati su dosljedni
prethodnima: u uzorcima gdje je koncentracija pektina bila 0,100 i 0,200 mg/mL zeta potencijal
je jednak i najnizi §to odgovara najvecoj stabilnosti ¢estica, a porastom koncentracije pektina

smanjuje se stabilnost (Slika 23).
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Slika 23. Utjecaj koncentracije komercijalnog pektina na zeta potencijal nanocestica selena

Pk — uzorak nanoselena s omota¢em komercijalnog pektina (koncentracija petina je 0,200 mg/mL); Pk, — uzorak
nanoselena s omota¢em komercijalnog pektina (koncentracija pektina je 0,200 mg/mL); Pks — uzorak nanoselena
s omota¢em komercijalnog pektina (koncentracija pektina je 0,517 mg/mL); Pks — uzorak nanoselena s omotacem

komercijalnog pektina (koncentracija pektina je 1,03 mg/mL)

Izmedu zeta potencijala Cestica u uzorcima U kojima je koncentracija sirovog i pro¢is¢enog
pektina bila 0,200 mg/mL nema statisticki znacajne razlike, a isto tako nema statisti¢ki znacajne
razlike izmedu zeta potencijala u uzorcima s koncentracijom procis¢enog i komercijalnog
pektina 0,100 mg/mL (Slika 24). Takoder, prema njihovim vrijednostima zeta potencijala, sve
navedene Cestice s omotacem pektina mogu se svrstati u Cestice srednje stabilnosti, ali nalaze
se na samoj gornjoj granici prema cesticama s dobrom stabilnosti, dok Cestice s omotacem
polivinilpirolidona spadaju u nanocestice slabe stabilnosti. Iz toga se moze zakljuciti da je
pektin, uzimajuéi u obzir izmjereni zeta potencijal, bolje inkapsulacijsko sredstvo nego

polivinilpirolidon.
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Slika 24. Utjecaj vrste inkapsulacijskog sredstva na zeta potencijal nanocestica selena

PsR1 — uzorak nanoselena s omotacem sirovog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina je 0,100
mg/mL); PpR; — uzorak nanoselena s omota¢em pro¢i§¢enog pektina izoliranog iz komine rajcice (koncentracija
pektina je 0,100 mg/mL); Pk; — uzorak nanoselena s omotacem komercijalnog pektina (koncentracija petina je

0,100 mg/mL); PVP — uzorak nanoselena s omota¢em polivinilpirolidona (koncentracija PVP-a je 1,00 mg/mL)

Zeta potencijal za nanosrebro s omota¢em pektina, prema Hileuskaya i sur. (2020), iznosi -35
mV ili viSe za sve Cestice, bez obzira na koncentraciju pektina. Takoder, zeta potencijal
nanoselena s omota¢em pektina iznosti vise od -30 mV prema Qiu i sur. (2018). Zeta potencijal
nanoselena s omotacem pektina iz komine raj¢ice ne odstupa mnogo od zeta potencijala
izmjerenog u navedenim istrazivanjima S$to ponovo pokazuje da je taj pektin dobro

inkapsulacijsko sredstvo koje bi moglo naci svoju ulogu u sintezi metalnih nanocestica.

4.3. TEAC antiradikalna ucinkovitost

Izmjerene vrijednosti apsorbancija uzoraka umanjene su za srednju vrijednost izmjerenih
vrijednost apsorbancija slijepih proba te su dobiveni rezultati uvrsteni u jednadzbu kalibracijske
krivulje standarda Troloxa kako bi se dobili ekvivalenti Trolox-a po koli¢ini nanoselena

sadrzani u svakom pojedinom uzorku (Slika 25).
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Slika 25. Antioksidacijski kapaciteti nanocestica u ispitivanim uzorcima izrazeni kao

ekvivalenti Trolox-a po koli¢ini nanoselena
PsR1 — uzorak nanoselena s omotacem sirovog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina je 0,100
mg/mL); PSR, — uzorak nanoselena s omotac¢em sirovog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina
je 0,200 mg/mL); PsRsz — uzorak nanoselena s omotaem sirovog pektina izoliranog iz komine rajcice
(koncentracija pektina je 0,517 mg/mL); PSR4 — uzorak nanoselena s omotaem sirovog pektina izoliranog iz
komine raj¢ice (koncentracija pektina je 1,03 mg/mL); PsRs — uzorak nanoselena s omotac¢em sirovog pektina
izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina je 1,81 mg/mL); PpR1 — uzorak nanoselena s omotatem
proc¢is¢enog pektina izoliranog iz komine rajéice (koncentracija pektina je 0,200 mg/mL); PpR. — uzorak
nanoselena s omotacem proci§¢enog pektina izoliranog iz komine rajcice (koncentracija pektina je 0,200 mg/mL);
PpR3 — uzorak nanoselena s omota¢em procis¢enog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina je
0,517 mg/mL); PpRs — uzorak nanoselena s omotatem proci§¢enog pektina izoliranog iz komine rajCice
(koncentracija pektina je 1,03mg/mL); PpRs — uzorak nanoselena s omotacem procis¢enog pektina izoliranog iz
komine rajéice (koncentracija pektina je 1,81 mg/mL); Pki— uzorak nanoselena s omota¢em komercijalnog pektina
(koncentracija petina je 0,100 mg/mL); Pk, — uzorak nanoselena s omotaéem komercijalnog pektina (koncentracija
pektina je 0,200 mg/mL); Pks — uzorak nanoselena s omota¢em komercijalnog pektina (koncentracija pektina je
0,517 mg/mL); Pks — uzorak nanoselena s omotatem komercijalnog pektina (koncentracija pektina je 1,03
mg/mL); Pks — uzorak nanoselena s omotaéem komercijalnog pektina (koncentracija pektina je 1,86 mg/mL); PVP

— uzorak nanoselena s omotacem polivinilpirolidona (koncentracija PVP-a je 1,00 mg/mL)

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da ve¢ina uzoraka ne posjeduje antiradikalnu u¢inkovitost, a
oni C¢ije su vrijednosti pozitivne imaju minimalnu, gotovo zanemarivu antiradikalnu
ucinkovitost. Dodatno je napravljena statisticka usporedba po€etno dobivenih apsorbancija tako

da je set apsorbancija svakog uzorka usporeden sa setom apsorbancija slijepih proba. Analiza,
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prikazana na Slici 26, je pokazala da nema statisticki zna¢ajne razlike izmedu tih apsorbancija

Sto znaci da niti jedan od ispitivanih uzoraka nema znac¢ajan antioksidacijski potencijal.
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Slika 26. Usporedba apsorbancija ispitivanih uzoraka i slijepe probe
PsR1 — uzorak nanoselena s omotacem sirovog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina je 0,100
mg/mL); PSR, — uzorak nanoselena s omotac¢em sirovog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina
je 0,200 mg/mL); PsRz — uzorak nanoselena s omotaem sirovog pektina izoliranog iz komine rajCice
(koncentracija pektina je 0,517 mg/mL); PsRs — uzorak nanoselena s omotaem sirovog pektina izoliranog iz
komine raj¢ice (koncentracija pektina je 1,03 mg/mL); PsRs — uzorak nanoselena s omotac¢em sirovog pektina
izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina je 1,81 mg/mL); PpR1 — uzorak nanoselena s omotatem
pro¢is¢enog pektina izoliranog iz komine rajéice (koncentracija pektina je 0,100 mg/mL); PpR. — uzorak
nanoselena s omotacem procis¢enog pektina izoliranog iz komine rajéice (koncentracija pektina je 0,200 mg/mL);
PpR3 — uzorak nanoselena s omota¢em procis¢enog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina je
0,517 mg/mL); PpRs — uzorak nanoselena s omotatem procis¢enog pektina izoliranog iz komine rajCice
(koncentracija pektina je 1,03mg/mL); PpRs — uzorak nanoselena s omotacem procis¢enog pektina izoliranog iz
komine rajéice (koncentracija pektina je 1,81 mg/mL); Pki— uzorak nanoselena s omota¢em komercijalnog pektina
(koncentracija petina je 0,100 mg/mL); Pk. — uzorak nanoselena s omota¢em komercijalnog pektina (koncentracija
pektina je 0,200 mg/mL); Pks — uzorak nanoselena s omota¢em komercijalnog pektina (koncentracija pektina je
0,517 mg/mL); Pks — uzorak nanoselena s omotatem komercijalnog pektina (koncentracija pektina je 1,03
mg/mL); Pks — uzorak nanoselena s omotaéem komercijalnog pektina (koncentracija pektina je 1,86 mg/mL); PVP
— uzorak nanoselena s omotaéem polivinilpirolidona (koncentracija PVP-a je 1,00 mg/mL); BLANK - slijepa

proba (deionizirana voda)
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4.4. Ukupan redukcijski potencijal

Kao i u prethodnoj metodi, izmjerene vrijednosti apsorbancija uzoraka umanjene su za srednju
vrijednost izmjerenih vrijednosti apsorbancija slijepih proba te su dobiveni rezultati uvrSteni u
jednadzbu bazdarnog pravca kako bi se izracunao ukupni redukcijski potencijal izrazen kao

ekvivalenti galne kiseline (Slika 27).
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Slika 27. Ukupni redukecijski potencijali nanocestica u ispitivanim uzorcima izrazeni kao

ekvivalenti galne kiseline po koli¢ini nanoselena
PsR1 — uzorak nanoselena s omotacem sirovog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina je 0,100
mg/mL); PSR, — uzorak nanoselena s omotac¢em sirovog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina
je 0,200 mg/mL); PsRz — uzorak nanoselena s omotaem sirovog pektina izoliranog iz komine rajcice
(koncentracija pektina je 0,517 mg/mL); PSR4 — uzorak nanoselena s omotaem sirovog pektina izoliranog iz
komine raj¢ice (koncentracija pektina je 1,03 mg/mL); PsRs — uzorak nanoselena s omota¢em sirovog pektina
izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina je 1,81 mg/mL); PpR1 — uzorak nanoselena s omotatem
pro¢is¢enog pektina izoliranog iz komine rajéice (koncentracija pektina je 0,100 mg/mL); PpR. — uzorak
nanoselena s omotacem proci§¢enog pektina izoliranog iz komine rajcice (koncentracija pektina je 0,200 mg/mL);
PpRs — uzorak nanoselena s omotacem procis¢enog pektina izoliranog iz komine rajéice (koncentracija pektina je
0,517 mg/mL); PpRs — uzorak nanoselena s omotadem procis¢enog pektina izoliranog iz komine rajéice
(koncentracija pektina je 1,03mg/mL); PpRs — uzorak nanoselena s omota¢em procis¢enog pektina izoliranog iz
komine rajéice (koncentracija pektina je 1,81 mg/mL); Pki— uzorak nanoselena s omota¢em komercijalnog pektina
(koncentracija petina je 0,100 mg/mL); Pk. — uzorak nanoselena s omota¢em komercijalnog pektina (koncentracija
pektina je 0,200 mg/mL); Pks — uzorak nanoselena s omota¢em komercijalnog pektina (koncentracija pektina je
0,517 mg/mL); Pks — uzorak nanoselena s omotatem komercijalnog pektina (koncentracija pektina je 1,03
mg/mL); Pks — uzorak nanoselena s omotaéem komercijalnog pektina (koncentracija pektina je 1,86 mg/mL); PVP

— uzorak nanoselena s omotacem polivinilpirolidona (koncentracija PVP-a je 1,00 mg/mL)
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Iz podataka dobivenih za nanocCestice s omotacem sirovog pektina izoliranog iz komine rajéice
vidljivo je da uzorci imaju to veci ukupni redukcijski potencijal izraZzen kao ekvivalenti galne

kiseline po koli¢ini nanoselena $to je visa koncentracija pektina u uzorku (Slika 28).
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Slika 28. Utjecaj koncentracije sirovog pektina izoliranog iz komine raj¢ice na ukupni
redukcijski potencijal (izrazen kao ekvivalenti galne kiseline po koli¢ini naoselena)

nanocestica selena

PsR1 — uzorak nanoselena s omotacem sirovog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina je 0,100
mg/mL); PSR, — uzorak nanoselena s omotac¢em sirovog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina
je 0,200 mg/mL); PsRz — uzorak nanoselena s omotaem sirovog pektina izoliranog iz komine rajcice
(koncentracija pektina je 0,517 mg/mL); PsRs — uzorak nanoselena s omotacem sirovog pektina izoliranog iz
komine raj¢ice (koncentracija pektina je 1,03 mg/mL); PsRs — uzorak nanoselena s omotac¢em sirovog pektina

izoliranog iz komine rajéice (koncentracija pektina je 1,81 mg/mL)

Statistickom usporedbom podataka pokazano je da postoji statisticki znacajna razlika izmedu
ukupnog redukcijskog potencijala uzoraka u kojima je najviSa koncentracija prociS¢enog
pektina izoliranog iz komine rajéice od ostalih nizih koncentracija istog pektina koje statisticki
imaju sve jednaki rezultat (Slika 29). Takoder, obradom rezultata dolazi se do zakljucka da
uzorak koji sadrzi procis¢en pektin komine raj¢ice u koncentraciji 1,81 mg/mL ima visi ukupni
redukcijski potencijal izrazen kao ekvivalenti galne kiseline po koli¢ini nanoselena od svih

ostalih uzoraka.
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Slika 29. Utjecaj koncentracije pro¢is¢enog pektina izoliranog iz komine raj¢ice na ukupni
redukcijski potencijal (izrazen kao ekvivalenti galne kiseline po koli¢ini nanoselena)

nanocestica selena

PpR: — uzorak nanoselena s omota¢em procis¢enog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina je
0,100 mg/mL); PpR2 — uzorak nanoselena s omotaem prociséenog pektina izoliranog iz komine rajéice
(koncentracija pektina je 0,200 mg/mL); PpRs — uzorak nanoselena s omota¢em prociséenog pektina izoliranog iz
komine rajcice (koncentracija pektina je 0,517 mg/mL); PpRs — uzorak nanoselena s omota¢em procisc¢enog
pektina izoliranog iz komine rajéice (koncentracija pektina je 1,03mg/mL); PpRs — uzorak nanoselena s omotacem

procis¢enog pektina izoliranog iz komine rajéice (koncentracija pektina je 1,81 mg/mL);

Podatci pokazuju nesto drugaciju sliku za komercijalni pektin. Porast udjela inkapsulacijskog
sredstva 0,100 - 0,517 mg/mL doveo je do porasta redukcijskog potencijala nanoselena, a porast
iznad 0,517 mg/mL nije rezultirao daljnjim porastom redukcijskog potencijala.
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Slika 30. Utjecaj koncentracije komercijalnog pektina na ukupni redukcijski potencijal

(izrazen kao ekvivalenti galne kiseline po koli¢ini nanoselena) nanocestica selena
Pk — uzorak nanoselena s omota¢em komercijalnog pektina (koncentracija petina je 0,200 mg/mL); Pk, — uzorak
nanoselena s omota¢em komercijalnog pektina (koncentracija pektina je 0,200 mg/mL); Pks — uzorak nanoselena
s omota¢em komercijalnog pektina (koncentracija pektina je 0,517 mg/mL); Pks — uzorak nanoselena s omotacem
komercijalnog pektina (koncentracija pektina je 1,03 mg/mL); Pks — uzorak nanoselena s omota¢em komercijalnog

pektina (koncentracija pektina je 1,86 mg/mL)

Usporedba istih koncentracija, ali razlicitih vrsta pektina u uzorcima pokazala je da ne postoji
statistiCki znaCajna razlika izmedu ukupnog redukcijskog potencijala Cestica kod kojih je
inkapsulacijsko sredstvo bio sirovi pektin i Cestica kod kojih su inkapsulacijska sredstva bili
prociscenti ili komercijalni pektin. Takoder, pektin izoliran iz komine raj¢ice pokazuje znac¢ajno
visi ukupni redukcijski potencijal od Cestica koje za omotac imaju polivinilpirolidon.

To je bitno jer su nanocCestice koje su sintetizirane uz inkapsulacijsko sredstvo izolirano iz
komine ne samo bolje od sintetskog polivinilpirolidona, nego i od komercijalnog pektina. Dakle
postoji mogucnost, uz daljnja istrazivanja, da se pektin izoliran iz otpada pri proizvodnji rajéice

koristi kao zamjena za komercijalan pektin u zelenoj sintezi nanoselena.
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Slika 31. Utjecaj vrste inkapsulacijskog sredstva na ukupni redukcijski potencijal (izrazen kao

ekvivalenti galne kiseline po koli¢ini nanoselena) nanocestica selena

PsRs — uzorak nanoselena s omotac¢em sirovog pektina izoliranog iz komine raj¢ice (koncentracija pektina je 1,81
mg/mL); PpRs — uzorak nanoselena s omota¢em procisc¢enog pektina izoliranog iz komine rajcice (koncentracija
pektina je 1,81 mg/mL); Pks — uzorak nanoselena s omotac¢em komercijalnog pektina (koncentracija pektina je

1,86 mg/mL); PVP — uzorak nanoselena s omotac¢em polivinilpirolidona (koncentracija PVP-a je 1,00 mg/mL)

Visoka vrijednost ukupnog redukcijskog potencijala iznosi > 20 ug GAE/mg (Ké&hkaonen i sur.,
1999) sto znaci da ispitivani uzorci koji pripremljeni s visim koncentracijama pektina izoliranog
1z komine raj¢ice (1,03 1 1,81 mg/mL) spadaju u tu skupinu dok ostali uzorci imaju slabiji
redukcijski potencijal, pogotovo uzorci s najnizom koncentracijom (0,100 mg/mL) sirovog

pektina komine raj¢ice i komercijalnog pektina.
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5. ZAKLJUCCI

Pektin komine rajéice primijenjen u koncentracijama 0,100 — 1,03 mg/mL pogodno je
inkapsulacijsko sredstvo za formulaciju nanocestica selena, bez obzira na to radi li se o
prociséenoj ili sirovoj pektinskoj frakciji, usporedivo s komercijalnim pektinom te

sintetskim inkapsulacijskim sredstvima poput polivinilpirolidona.

Primjenom sirovog pektina komine rajéice u koncentraciji 0,100 — 1,03 mg/mL nastaju
Cestice nanoselena srednjeg raspona promjera 93,1 — 143 nm. Najmanje Cestice nastaju
kada je primijenjena koncentracija sirovog petina 0,517 mg/mL. Primjenom
procis¢enog pektina komine raj¢ice u koncentraciji 0,100 — 1,03 mg/mL nastaju
nanocestice selena srednjeg raspona promjera 104 — 156 nm; najmanje Cestice nastaju
primjenom inkapsulacijskog sredstva u najnizoj koncentraciji. Primjenom komercijalno
dostupnog pektina nastaju Cestice znatno veceg promjera (191 —216 nm). Uzevsi u obzir
da je bioraspolozivost nanocestica ovisna o njihovoj veli¢ini te znacajno opada kad je
prosjecan promjer Cestica vec¢i od 100 nm, izmedu ispitivanih inkapsulacijskih sredstava
sirovi pektin rajéice u koncentraciji 0,517 mg/mL je najbolji.

Primjenom sirovog pektina komine rajéice u koncentraciji 0,100 — 1,03 mg/mL nastaju
nanocestice selena zeta potencijala -29,2 — -37,1 mV, a primjenom procis¢enog pektina
komine raj¢ice nastaju ¢estice nanoselena zeta potencijala -29,5 —-38,0 mV s§to ih ubraja
u Cestice srednje-dobre stabilnosti, a rezultati su usporedivi s rezultatima dobivenim za
komercijalni pektin (-35,5 — -39,6 mV). Kemijski sintetizirane nanocestice imale su
znatno manji zeta potencijal (-24,4 mV).

Provedenim mjerenjima zakljuceno je da nanocestice selena ne pokazuju direktan
antiradikalan potencijal, ali nanocestice u uzorcima s visokom koncentracijom pektina
izoliranog iz komine raj¢ice imaju znacajan redukcijski potencijal. Pri tome su najveci
redukcijski potencijal imale nanoCestice pripremljene koriStenjem sirovog pektina
komine raj¢ice, pogotovo u vi§im koncentracijama (0,517 mg/mL i 1,03 mg/mL).
Uzevsi u obzir dobivene rezultate, komina raj¢ice moze se koristiti za izolaciju pektina
koji bi sluzili kao inkapsulacijsko sredstvo u sintezi metalnih nanocestica.

Preliminarni rezultati dobiveni ovim istrazivanjem ukazuju na moguce prednosti
koristenja sirove pektinske frakcije komine rajéice u odnosu na procisc¢enu frakciju,
¢ime bi se mogla znacajno pojednostaviti i olaksati izolacija pektina iz komine rajcice.
Potrebna su daljnja istrazivanja kojima ¢e se dodatno usavrsiti protokol sinteze

nanocCestica selena s ciljem dobivanja Cestica visokog redukcijskog potencijala, a
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promjera manjeg od 100 nm. Takoder je potrebno provesti istraZivanja stabilnosti i
bioraspolozivosti nanoselena dobivenog koriStenjem pektina komine rajCice kao

inkapsulacijskog sredstva.
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7. SAZETAK

Komina rajcice je otpad koji zaostaje pri preradi rajcice u razli¢ite prehrambene proizvode.
Buduc¢i da sadrzi visok postotak korisnih spojeva poput likopena i pektina, predstavlja vrijednu
sekundarnu sirovinu u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji.

Cilj ovog rada bio je istraziti moguénosti primjene sirovog i pro¢is¢enog pektina komine rajéice
kao inkapsulacijskih sredstava za sintezu Cestica nanoselena usporedbom veli¢ine srednjeg
promjera, zeta potencijala i antioksidativnog ucinka tih Cestica s Cesticama dobivenim
koriStenjem komercijalno dostupnih pektina ili polivinilpirolidona kao uobicajenog sintetskog
inakapsulacijskog sredstva. Rezultati istrazivanja pokazuju da su i sirovi i pro¢iS¢eni pektini
izolirani iz komine rajéice primjenjivi u sintezi nanocCestica selena te da su dobivene Cestice
prema promatranim svojstvima ili usporedive ili bolje od nanocestica selena dobivenih
koristenjem komercijalno dostupnog pektina ili polivinilpirolidona. Cestice najmanjeg srednjeg
promjera i najveceg redukcijskog potencijala dobivene su upravo primjenom sirovog pektina
ekstrahiranog iz komine rajCice. Potrebna su daljnja istrazivanja kojima ¢e se usavrsiti protokol
za sintezu nanocestica selena s ciljem dobivanja Cestica visokog redukcijskog potencijala, a
promjera manjeg od 100 nm. Takoder potrebno je provesti istrazivanja stabilnosti i
bioraspolozivosti nanoselena dobivenog koriStenjem pektina komine raj¢ice kao

inkapsulacijskog sredstva.
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SUMMARY

Tomato pomace is a waste that is left behind when processing tomatoes into various food
products. Because it contains a high percentage of useful compounds such as lycopene and

pectin, it is a valuable secondary raw material in the pharmaceutical and food industries.

The aim of this study was to investigate the possibilities of using raw and purified pectin
fractions obtained from tomato pomace as encapsulating agents for the synthesis of
nanoselenium. Mean diameter, zeta potential and antioxidant effect of these particles were
compared to nanoparticles obtained using commercially available pectin or
polyvinylpyrrolidone as common synthetic encapsulation agent. The results of the study show
that both crude and purified pectins isolated from tomato pomace are applicable in the synthesis
of selenium nanoparticles and that obtained are either comparable or better than selenium
nanoparticles obtained using commercially available pectin or polyvinylpyrrolidone (according
to the observed properties). Particles that had the smallest medium diameter and the highest
reduction potential were obtained by applying crude pectin extracted from tomato pomace.
Further research is needed to refine the protocol for the synthesis of selenium nanoparticles with
the aim of obtaining particles with a high reduction potential and a diameter of less than 100
nm. It is also necessary to conduct further research on the stability and bioavailability of

nanoselenium obtained using tomato pomace pectin as an encapsulating agent.
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