Mogucénosti koristenja otpada prehrambene industrije
u biogenoj sintezi nanoselena

Dragas, Andela

Master's thesis / Diplomski rad
2020

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry / SveuciliSte u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:860635

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-21

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:860635
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pharma:1930
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:1930
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:1930

Andela Dragas

Mogucnosti koristenja otpada prehrambene
Industrije u biogenoj sintezi nanoselena

DIPLOMSKI RAD

Predan Sveucilistu u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu

Zagreb, 2020.



Ovaj rad je prijavljen na kolegiju Fizioloski i biokemijski aspekti prehrane Sveucilista u
Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta i izraden na Zavodu za kemiju prehrane pod

stru¢nim vodstvom izv. prof. dr. sc. Dubravke Vitali Cepo.

Ovaj diplomski rad je nastao kao rezultat istrazivanja u sklopu projekta ,,Primjena
nanobiotehnologije u suplementaciji hrane sa selenom (HRZZ-1P-2018-01-8119)*

financiranom od strane Hrvatske zaklade za znanost.

This Master thesis was done as a result of investigations under the project entitled ,,Application
of Nanobiotechnology for Nutritional Supplementation with Selenium — (HRZZ-1P-2018-01-

8119)“ financed by Croatian Science Foundation.

Zahvaljujem se mentorici izv. prof. dr. sc. Dubravki Vitali Cepo na strucnim savjetima, trudu
i velikoj pomodi prilikom izrade i pisanja ovog diplomskog rada. Zahvaljujem se i dr.sc. Maji
Sikiri¢ Dutour te svim djelatnicima Zavoda za kemiju prehrane na pomoci pri izvodenju rada.
Zahvaljujem se svojim roditeljima, sestri Danijeli i bratu Zvonimiru na neizmjernoj podrsci i
razumijevanju tokom cijelog studija. Hvala svim prijateljima i kolegama koji su mi uljepsali
studentske dane.



Sadrzaj:

S U Y L I P ESUP PRSPPI 1
1.1 Otpad prehrambene iNAUSIITJE.........ocviiiiiii e 1
1.1.1  Polifenoli u otpadu prehrambene industrije, djelovanje i podjela....................... 1
1.1.2  KomMIN@ MASHING ..o 3
1.1.3  KOMINA TAJCICE ...uvvieitiieiiiiieiieeesieee ettt ettt et e et e e e e e e eennes 5
1.1.4  KOMING MANUAITNE ..ottt ettt 6

O 1= 1= o SRR 7
1.2.1  Uloge Selena U OFQaNIZIMU .........eeeiieiiieiieeiee sttt 8

1.3 NANOSEIBN.. .ttt 9
1.3.1  Biomedicinska primjena nanoSelena...........cccoiieiiiiiieiiie s 9
1.3.2  Metode Sinteze NANOSEIENA ........cuviiiiiiiiiie s 10

1.4  Biogena sinteza nanoselena pomocu biljnih ekstrakata ..........c.ccoeviiiiiiiiiniiinnnn, 11

2. OBRAZLOZENJIE TEME .....ootiiiioieteeeeeeeeeeee ettt 13
3. MATERIJALI I METODE ...ttt n e e aararaa e 14
3.1 KemiKaliJe I PrIDOK ...ooiiiie et 14
3.2 INSEEUMENTE ...ttt et e st e be e nees 14
3.3 Plan eksperimentalnog rada..........cccuveeiieeeiiie e 15
3.4  Priprema suhih ekstrakata komine masline, rajcice i mandarine.............ccccccvveeennnns 15
341 Priprema rEAJENSA ....cccuveeeuieeeiurreessieeestreesseaeassereassseeasseeeasssseessseeesseeessesesnsees 15
34,2 POSTUPAK.....ceeiiiee et e e res 15

3.5 Biogena Sinteza NANOSEIENA ..........ccueiiiiiieeiiie ettt 16
3.5.1  Priprema rEAJEINSA .....ccuuveeiuireeiuireeiieeesteeeasteaeateeeasteeeassaeeasseeeessaeeesnteeesnseeeanses 16
3.5.2  POSTUPAK......eeiiiee it res 16

3.6 Odredivanje raspodjele veli¢ine Cestica 1 zeta potencijala ..........ccccoovvvveeeiiiinineennnn. 18
3.7  Odredivanje antioksidacijskog potencijala uzorka...........cccceeeriiiiiiiniiiiiieieee 19
371 TEAC MELOUA ...ccveiiiiieiiieeiie ettt be e 19
3.7.2  Folin-Ciocalteu Metoda .........ccveiiieiiieiie e 20

3.8  StatistiCka obrada podataka .............cooiiiiiiiiiiiii 21

4, REZULTATI T RASPRAVA ..ottt 22
4.1 Raspodjela veli¢ine Cestica, zeta potencijal i stabilnost biogenog nanoselena.......... 22
4.1.1  Stabilnost biogeno sintetiziranog NaNOSeleNa............ccccocvvveeiiveeviiie e, 25

4.2  Antioksidacijski potencijal biogeno sintetiziranog nanoselena ...............ccccccvveeenee. 31



5. ZAKLJUCCI ....ccovvrrrrnnnn.
6. LITERATURA........ccooveeen.
7. SAZETAK....cooomnininreien.
Temeljna dokumentacijska kartica



POPIS KRATICA

ABTS : 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat )

DLS: Dynamic light scattering, Dinamicko rasprsivanje svjetlosti

FTIR: Furierova transformacija infracrvenog spektra

HIV : Virus humane imunodeficijencije

LDL : low — density lipoprotein, lipoprotein niske gustoce

PEG : polietilenglikol

PVA : polivinilni alkohol

PVP : polivinilpirolidon

TEAC : Trolox Equivalent Antioxidant Capacity, Troloxu ekvivalentan antioksidativni
potencijal

TGF: transforming growth factor, transformirajuci faktor rasta



1. UVOD

1.1 Otpad prehrambene industrije

Otpad prehrambene industrije postaje sve veéi ekoloski problem zbog mogucih negativnih
utjecaja na sigurnost hrane, prirodne resurse, okoli§ i zdravlje ljudi. Njegova naknadna
valorizacija moze pojednostaviti problem zbrinjavanja, a uz to moze omoguditi i stvaranje
proizvoda dodane vrijednosti (Saini i sur., 2018). Naime, neke vrste otpada prehrambene
industrije ve¢ su prepoznate kao vrijedan izvor nutriceutika te ih u tom smislu smatramo vaznim
sekundarnim sirovinama (Goula i Lazarides, 2015). Primjerice, ekstrakti nekih od nusproizvoda
bogati su polifenolima te se mogu koristiti u proizvodnji funkcionalne hrane ili dodataka
prehrani (Mourtzinos i Goula, 2019). U tom smislu danas se najvise koriste ostaci nakon prerade
jabuka, zelenog Caja i sjemenki grozda, kao izvrsni izvori pektina, polifenola i drugih bioloski
aktivnih sastavnica. Posljednjih godina vrlo se intenzivno istrazuju moguénosti koriStenja i

drugih vrsta poljoprivredno-prehrambenog otpada (Abbasi-Parizad i sur., 2020).

1.1.1 Polifenoli u otpadu prehrambene industrije, djelovanje i podjela

U posljednjim desetlje¢ima sve se veéa paznja pridaje polifenolima prisutnima u ostatcima
nakon prerade voca i povréa i njihovom iskoristavanju u druge svrhe (Di Donato i sur., 2017).
Osnovna struktura polifenola temelji se na fenilpropanskom kosturu (C6- C3- C6), a njihova
bioloska aktivnost ovisi 0 broju, polozaju i vrsti supstituenata (Slika 1). Polifenoli predstavljaju
Siroko rasprostranjenu heterogenu grupu sekundarnih biljnih metabolita i jednu od najvaznijih
kategorija prirodnih antioksidansa. Zdravstveni ucinak polifenola ovisi o koli¢ini unesenoj
prehranom i bioraspolozivosti (Kurtagi¢, 2017). Zastitna uloga fenolnih spojeva u bioloskim
sustavima pripisuje se njihovoj sposobnosti ,.hvatanja” elektrona slobodnih radikala, keliranja
iona prijelaznih metala, aktiviranja antioksidacijskih enzima i inhibiranja oksidaza. Tako
fenolni spojevi zbog svoje izrazene antioksidacijske aktivnosti (ali 1 drugih tipova bioloske
aktivnosti) smanjuju rizik od pojave tumora, kroni¢nih i krvozilnih bolesti (Mitar i sur., 2019).
Polifenoli u biljkama mogu djelovati kao signalne molekule, sudjeluju u hormonskoj regulaciji
rasta biljaka, Stite ih od infekcija mikroorganizmima (antibiotsko djelovanje), djeluju kao
zaStitni agensi od UV zracenja, privlace opraSivace, pridonose pigmentaciji biljaka, dok u
namjernicama pridonose gor¢ini, o$trini, boji, okusu, mirisu i oksidativnoj stabilnosti (Berend
i Grabari¢, 2008).
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Slika 1. Podjela polifenola (Manach i sur., 2004.)
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1.1.2 Komina masline

Tradicionalna mediteranska prehrana bogata vocem, povréem, leguminozama, cjelovitim
zitaricama promice zdravlje i zivotni vijek. Maslinovo ulje jest glavni izvor masti u
mediteranskoj prehrani. Epidemioloski podatci pokazuju da mediteranske zemlje imaju manju
pojavnost kardiovaskularnih bolesti §to se povezuje s mediteranskom prehranom i
konzumacijom maslinovog ulja. Maslina (Olea europea) jest suptropska vazdazelena biljka iz
porodice maslina (Solanaceae). Listovi su kozasti, ovalni, s donje strane srebrnasti. Bijeli
cvjetovi skupljeni su u rahlim metlicama u pazuscu listova. Cvatu od svibnja do polovice lipnja,
a plod dozrijeva od listopada do veljace, ovisno o odlici i klimatskim uvjetima. Zreo plod je

ovalna, tamnoplava do crna kosStunica bogata uljem (www. enciklopedija.hr) (Slika 2).

Slika 2. Plod masline (preuzeto s agroklub.com)

U maslinovom ulju prevladavaju mononezasi¢ene masne kiseline, a ono je ujedno i dobar izvor
fitokemikalija polifenola, skvalena i o-tokoferola (Stark i sur., 2002). U mediteranskim
zemljama godisnje se proizvodi viSe od 2.4 milijuna tona maslina, 90% od toga za proizvodnju
maslinova ulja (Goula i Lazarides, 2015). Maslinovo ulje se moze ekstrahirati diskontinuiranim
procesom presanja te dvofaznim i trofaznim procesima centrifugiranja. Zemlje proizvodaci
maslinovog ulja suocene su s ozbiljnim izazovom ekoloski prihvatljivog te ekonomski odrzivog
zbrinjavanja otpada koji zaostaje nakon proizvodnje maslinovog ulja (Azbar i sur., 2010). U
Hrvatskoj, proizvodaci maslinovog ulja su najée$¢e mala i srednja obiteljska poljoprivredna
gospodarstva s ograni¢enim pristupom informacijama o gospodarenju otpadom te manjim

mogucnostima ulaganja u njegovo zbrinjavanje (Kuci¢ Grgi¢ i sur., 2018). U agroindustrijskom
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procesu prerade maslina u svrhu proizvodnje maslinovog ulja kao nusprodukti nastaju otpadna
voda i komina masline koje karakterizira visoko organsko opterecenje, nizak pH i toksi¢nost
(Grgi¢ 1 sur., 2017). Procesom dvofaznog centrifugiranja dobiva se i treca vrsta otpada, tj.
mjeSavina vegetabilne vode i komine. Komina masline sastoji se od kozice ploda, pulpe i
dijelova kostice, a glavni kemijski sastojci su celuloza, bjelancevine, voda, polifenoli i ulje.
Udio vode u komini varira ovisno o procesu prerade maslina (Brlek i sur., 2009). Otpadna voda
je najbogatija polifenolima sa prosje¢nim udjelom od oko 150-400 mg/100 mL (Mourtzinos i
Goula, 2019). U otpadnim vodama nakon obrade maslina otkriveno je preko 40 razlicitih
fenolnih spojeva od kojih su najvazniji: oleuropein (Slika 3a), hidroksitirosol (Slika 3b), kavena
kiselina i tirosol (Mitar i sur., 2019). Budu¢i da su fenoli prisutni u plodu masline amfifilni,
samo se dio njih nalazi u ulju, dok se veliki dio (>98 %) izgubi u ¢vrstom (45 %) ili tekuc¢em
otpadu (53 %) nastalom prilikom njihove prerade (Zrncevié¢, 2018). Bitno je napomenuti da
visok sadrzaj polifenola u komini doprinosi njenoj toksi¢nosti zbog potencijalnog fitotoksicnog
djelovanja (Mitar 1 sur., 2019). U Hrvatskoj se komina masline slabo iskoriStava jer nije
prepoznat njezin sirovinski potencijal te najces¢e zavrSava kao otpad uzrokuju¢i oneciS¢enje

tla, a posljedi¢no 1 voda (Kuci¢ Grgi¢ i sur., 2018).

(@HO (b)

OH

Slika 3. Oleuropein (a) i Hidroksitirosol (b) (Parreira i sur., 2014.)



1.1.3 Komina raj¢ice

Rajcica (Lycopersicon esculentum) jednogodisnje je povrce, razgranate, zeljaste stabljike iz
porodice Solanaceae (www.enciklopedija.hr). Rajc¢ica sadrzi velik broj spojeva sa
antioksidativnom aktivnoséu poput karotenoida, askorbinske kiseline i fenolnih spojeva. Koza
i sjemenke rajéice bogatiji su izvori polifenola te oni imaju ve¢u antioksidacijsku aktivnost od
frakcije pulpe (Silva i sur., 2018). U plodovima raj¢ice flavonoidi (kvercetin, kamferol i

naringenin) predstavljaju najveéi dio ukupnog sadrzaja fenola (Fuentes i sur., 2013).

Masti Pektini(g/kg galakturonske kiseline)
Vlakna Ukupni 3eceri (g/kg glukoze)
= Proteini ® Minerali

Slika 4. Sastav komine rajcice (prema: Del Valle i sur., 2006.)

Nusproizvod prerade raj¢ice, komina raj¢ice, sastoji se od kore i sjemenki i predstavlja oko 4%
mase ploda. Sastav komine raj¢ice prikazan je na Slici 4 . Komina raj¢ice bogata je hranjivim
tvarima te bi se mogla Koristiti kao izvor vlakana, proteina te masti (Del Valle i sur., 2006).
Sadrzi velike koli¢ine antioksidansa, medu kojima je najzastupljeniji karotenoid likopen, iako
sadrzi i manju koli¢inu fenolnih spojeva. Tijekom prerade rajcica dolazi do gubitka dijela
fenolnih spojeva zbog oksidacijske razgradnje pa nize antioksidacijsko djelovanje komine
raj¢ice (u odnosu na raj¢icu) moZe biti posljedica nizeg sadrzaja karotenoida 1 polifenola u
usporedbi sa plodom (Fuentes i sur., 2013). Obzirom na znacajnost svjetske industrije prerade
rajCice, ponovna odrziva i isplativa upotreba komine rajcice predstavljala bi odrziv izvor
antioksidansa i prehrambenih vlakana za prehrambenu industriju te bi se istovremeno smanjio

ekoloski otisak procesa prerade rajéice (Silva i sur., 2018).



1.1.4 Komina mandarine

Mandarina (Citrus reticulata) je zimzeleno, do tri metra visoko drvo iz roda Citrus. Spada u
porodicu rutvica (Rutaceae), a podrijetlom je iz Kine. Listovi su tamnozeleni, duguljasti, uski,
kopljasti, slabo do intenzivno mirisni, tanke peteljke sa slabo izrazenim krilcima. Cvjetovi su
bijeli, pojedinacni, plod spljosten ili okrugao, crvenkasto ili zutonarancaste, ugodno mirisne
kore koja se lako odlupljuje od ukusna i so¢na mesnoga dijela sastavljenoga od 9 do 14 kriskica
medusobno isprepletenih mrezastim nitima (Www.enciklopedija.hr). Kora citrusa koja zaostaje
nakon dobivanja soka je glavni sastojak nusproizvoda i predstavlja skoro 50% ukupne mase
voca (Gacina, 2014). U citrusima su identificirane mnoge fitokemikalije koje ukljucuju: vitamin
C, karotenoide, flavonoide i limonide (Chinapongtitiwat, 2013). U citrusima kao $to su naranc¢e
i limun najzastupljeniji flavonoidi su flavoni i flavononi. Citrusni flavanoni nadeni su u
naran¢ama, grejpu i limunu, medu kojima je naringenin u najvecoj koli¢ini (Kurtagi¢, 2017).
Ostatci mandarine nakon priprave soka bogati su sa hesperidinom (Chinapongtitiwat, 2013)
(Slika 5).

OH
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Slika 5. Hesperidin (Devi i sur., 2015.)

Nakon postupka ekstrakcije soka, 50 % se ukupne mase mandarina odbacuje kao otpad odnosno
komina. Trenutno se komina mandarine najces¢e usmjerava na odlagaliste bez predobrade ili
se izravno koristi kao sastojak stocne hrane ili gnojiva. U novije vrijeme, zapoCinje se s
koriStenjem ostataka suSenih i1 fermentiranih mandarina u proizvodnji proteinskih i

antioksidativnih nutriceutika (Nitayapat, 2013).



1.2 Selen

Selen ubrajamo u elemente u tragovima. Neophodan je za ljudski organizam u malim
koli¢inama dok u nesto ve¢im koli¢inama moze biti toksican. Ljudi i Zivotinje trebaju selen za
funkcioniranje vise od 25 poznatih selenoproteina. Status selena uglavnom ovisi o unosu selena
prehranom. Koli¢ina selena u odredenoj vrsti biljne hrane ovisi o koli¢ini selena u tlu i nekoliko
drugih ¢imbenika, kao $to su pH tla, koli¢ina organske tvari u tlu i je li selen u tlu prisutan u
obliku raspolozivom biljkama (www.nih.gov). Istrazivanja u Hrvatskoj ukazuju na smanjenu
koli¢inu selena u tlu i mogué nedostatak unosa selena u organizam (Dodig i Cepelak, 2004).
Selen postoji u dva osnovna oblika: anorganskom (selenat i selenit) i organskom
(selenometionin, selenocistein i metilirani oblici selena) (Slika 6). Tla sadrze anorganske
selenite i selenate koje biljke nakupljaju i pretvaraju u organske oblike uglavnom u
selenocistein i selenometionin i njihove metilirane derivate. Preporuceni dnevni unos selena je
oko 55 pg. Morski plodovi i meso su najbogatiji izvori selena. Ostali izvori uklju¢uju Zitarice i
mlije¢ne proizvode (www.nih.gov). Selen je toksican u velikim dozama (>900 pg/dan), a
znakovi toksi¢nosti ukljucuju: ispadanje kose, poremecaje noktiju, dermatitis, perifernu
neuropatiju, mucninu, proljev, zamor, razdrazljivost i dah koji ima miris na ¢esnjak (www.msd-
priru¢nici.placebo.hr). Od dodatnog unosa selena koristi mogu imati osobe niskog statusa,
medutim suplementacija osoba adekvatnog ili visokog statusa mogla bi rezultirati negativnim
ucincima te se ne preporucuje uzimanje dodatka prehrani sa suprafizioloSkim dozama selena

(Rayman, 2012).
/"
@) e OH

NH,

(b)
HSe OH

NH,

Slika 6. Selenometionin (a) i selenocistein (b) (Sarkar i sur., 2015.)



1.2.1 Uloge selena u organizmu

Svoje bioloske uloge u organizmu ostvaruje u obliku selenocisteina, u sastavu brojnih
selenoproteina. Do sada karakterizirani selenoproteini (glutationperoksidaze, tioreduksin
reduktaze, dejodinaze, selenoprotein P) sudjeluju u antioksidativnoj obrani organizma i
regulaciji stani¢ne redoks signalizacije, regulaciji hormonalnog statusa, popravljanju
oksidativnih oSteenja makromolekula itd. Navedeni bioloski ucinci doprinose prevenciji
razli¢itih tipova karcinoma, funkcioniranju sredi$njeg Ziv€anog sustava, zdravlju Stitnjace,

spermatogenezi i prevenciji kardiovaskularnih bolesti.

Serumske koncentracije selena opadaju s godinama (www.nih.gov). Smanjena ekspresija nekih
selenoproteina uslijed neadekvatnog statusa selena povezuje se s neuroloskim stanjima kao §to

su demencija, Parkinsonova bolest te epilepsija (Rayman, 2012).

U muskom reproduktivnom traktu selen je esencijalan za normalnu spermatogenezu i

sazrijevanje sperme kao i za biosintezu testosterona (Ahsan i sur., 2014).

Poznato je da je Stitnjaca jedan od organa s najviSim sadrzajem selena zbog znacajne ekspresije
nekoliko selen ovisnih enzima koji su vazni za odrzavanje metabolizma hormona $titne zlijezde
poput dejodinaze te onih koji sudjeluju u prevenciji oksidativnih oSteCenja stanica Stitne
zlijezde poput plazmatske i citosolne glutation peroksidaze ili fosfolipid-hidroperoksid
glutation peroksidaze. Znacajan i dugotrajan nedostatak selena smanjuje produkciju hormona
Stitne Zlijezde. Ispitivanja su pokazala da kod ozbiljnog nedostatka selena aktivnost glutation
peroksidaze u Stitnjaci znatno opada. To dovodi do oksidacijskog oSteCenja stanica pracenih
nekrozom te invazijom tkiva Stitnjace makrofazima i T limfocitima. Kroni¢na upala unistava
TGF ovisne procese §to dovodi do atrofije Zlijezde. Selen je takoder bitan za funkciju stani¢ne
1 tkivne imunosti. Suplementacija selenom mogla bi smanjiti upalne procese unutar Stitne

zlijezde te sprijeciti napredovanje bolesti (Kohrle i sur., 2020).

Niska razina selena povezana je takoder i s veCom incidencijom kardiovaskularnih bolesti
naj¢esce kao posljedice smanjene aktivnosti glutation peroksidaze. Uslijed takvog smanjenog
uklanjanja slobodnih radikala dolazi do oksidacije LDL kolesterola i stvaranja plakova te do

razvoja ateroskleroze (Benstoem i sur., 2015).



1.3 Nanoselen

Nanotehnologija nailazi na Siroku primjenu u mnogim podru¢jima poput farmacije,
dijagnostike, zastite okolisa, informacijskih tehnologija, inzenjerstva, energetike, elektronike i
kemijske industrije. Sinteza i primjena nanocestica elementarnog selena privukle su veliku
paznju zbog nekoliko prednosti ukljuc¢ujuéi kemijsku stabilnost, biokompatibilnost i nisku
razinu toksi¢nosti U odnosu na anorganske soli selena (Skalickova i sur., 2017). Bioloska
svojstva Cestica nanoselena ovise 0 njihovoj veli¢ini i to na na¢in da manje ¢estice obi¢no imaju
jacu biolosku aktivnost. Nanoselen se vrlo lako prevodi u neaktivan oblik, zbog sklonosti
aglomeraciji, te ga je potrebno inkapsulirati (Hoslendova i sur., 2018). Intestinalni transport
nanocCestica selena odvija se na dva nacina: paracelularno (izmedu stanica) ili transcelularno
(kroz stanicu). Apsorpcija nanoCestica selena veli¢ine od 100 nm je 15-250 puta veca od

apsorpcije nanoselena vecih dimenzija (Skalickova i sur., 2017).

1.3.1 Biomedicinska primjena nanoselena

Nanoselen ima $irok spektar potencijalne primjene u nanomedicini. Rezultati brojnih studija
pokazuju da upravo nanoselen ima antikancerogeni ucinak koji se temelji na indukciji
zaustavljanja stani¢nog ciklusa u S fazi. Tretiranje tumorskih stanica nanoselenom mijenja
njihova biomehanicka svojstva pri ¢emu posebno znacajno smanjuje sile adhezije (Pi 1 sur,
2013). Nanocestice selena mogu posluziti 1 kao nosa¢i antitumorskih lijekova kao npr.
doksorubicina kojem pritom povecéavaju citotoksi¢nost i olakSavaju transport U Sstanice
(Ramamurthy i sur., 2012). Zbog indukcije glutation-S-transferaze, nanoselen pokazuje i
kemopreventivan ucinak (Wang i sur., 2007). Moze biti koristan u prevenciji cisplatinom
izazvane gonadotoksi¢nosti te moze sprijeCiti oSteCenja stanica izazvana policiklickim
aromatskim ugljikovodicima (Rezvanfar i sur., 2013; Ungvari i sur., 2014). Mnoga su
istrazivanja pokazala antimikrobno, antifungalno i direktno imunostimulativno djelovanje
nanoselena kao i protektivan u¢inak kod intoksikacije sa metalima (Hoslendova i sur., 2018).

Na Slici 7 prikazane su neke od moguc¢ih primjena nanocestica selena.
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Slika 7. Primjena nanoselena (Wadhwani i sur., 2016.)

1.3.2 Metode sinteze nanoselena

Odabirom metode sinteze, kontrolom koncentracije prekursora, pH te vremena i temperature

reakcije mogu se dobiti Cestice razliCitih veliCina, oblika te svojstava povrsine. Tri su osnovne

metode koje se koriste u sintezi metalnih nanoCestica pa tako i nanocestica selena, a to su:

fizikalne, kemijske i bioloske metode (Skalickova i sur., 2017).

Fizikalne metode su skupe zbog potrebnih instrumenata, te zahtijevaju strogu

kontrolu temperature, pH te tlaka. Najc¢es¢e koristene fizikalne tehnike su tehnike

isparavanja i pulsirajuce laserske ablacije.

Kemijske metode su jednostavnije i jeftinije, ali Cesto koriste kemikalije koje su

ekoloski neprihvatljive (Srivastava i Mukhopadhyay, 2015).

Bioloske metode koriste bioloske sustave (bakterije, gljivice, biljke i aktinomicete) za

stvaranje metalnih nanocestica iz metalnih iona (Srivastava i Mukhopadhyay, 2013).
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1.4 Biogena sinteza nanoselena pomo¢u biljnih ekstrakata

Biosinteza nanomaterijala pomoc¢u biljnih ekstrakata relativno je novi pristup sintezi
nanocCestica i ima prednosti u odnosu na druge bioloSke metode jer je jeftina i ne zahtijeva
nikakve posebne uvjete (Hoslendova i sur., 2017). Takav tip biogene sinteze je isplativiji u
odnosu na upotrebu gljivica ili bakterija jer ne ukljucuje troSkove izolacije mikroorganizama
niti troSkove medija za rast tih kultura. Biogeni sintetski put se Cesto koristi zbog njegove
jednostavnosti, a takoder i zbog Cinjenice da ne koristi toksi¢na reducirajuc¢a sredstva niti
organska otapala (Sharma i sur., 2014). Biogena sinteza nanocestica Selena postize se
redukcijom selenata/selenita u prisustvu bakterijskih proteina ili biljnih ekstrakata koji sadrze
fenole, flavonoidne amine, alkohole, proteine ili aldehide koji mogu djelovati i kao redukcijsko
sredstvo i kao stabilizatori nanocestica selena (Slika 7). Nanocestice selena imaju tendenciju
udruzivanja u vece klastere $to rezultira manjom bioraspolozivoséu, bioaktivnoscéu i
biokompatibilnos¢u. Stoga su sredstva za njihovu inkapsulaciju od presudne vaznosti za
stabilizaciju i biolosku aktivnost (Zhang i sur., 2018). Kemijska sredstva koja se najcesce
koriste u tu svrhu su obi¢ni polimeri kao $to su: PVP, PEG i PVA (Aisida i sur., 2019). Cestice
nanoselena bez prisustva polimera kao $to je npr. PVP kroz 2-3 tjedna formiraju agregate
razliitih oblika i veli¢ina (Husen i Siddiqi, 2014).

CH,0H

H Q H 4 o ’ S
- \ H v \
OH O Mo+ o, /
T 15 ¥ {H A HO oH § \
NH, H NH, H
o \
e

Slika 7. Shematski prikaz biogene sinteze Cestica nanoselena (Hoslendova i sur., 2017.)
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Postupak stvaranja nanocestica zapocinje mijeSanjem metalne soli, polimera, redukcijskog
sredstva kao npr. askorbinske kiseline te biljnog ekstrakta. loni metala se pritom reduciraju i
prelaze u elementarno stanje te se manje susjedne Cestice integriraju kako bi nastale
termodinamicki stabilne nanocestice. Cijeli proces prati promjena boje reakcijske smjese u
crvenu te pritom nastaju polimerom inkapsulirane nanocestice selena (Hoslendova i sur., 2017).
Na kvalitetu, veli¢inu 1 morfologiju nanocestica utjecu svojstva biljnih ekstrakata uglavnom
njegova koncentracija, vrijeme reakcije, koncentracija metalne soli, pH reakcijske otopine i
temperatura (Verma i sur., 2019) (Slika 8). Biogena sinteza je poprilicno ucinkovitija od

kemijske $to je rezultat prisutnosti razlicitih bioreduktivnih skupina (Ramamurthy i sur., 2012).

Slika 8. SEM fotografija nanoselena sintetiziranog pomocu ekstrakta lista lavande

(Kirupagaran i sur., 2016.)
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Industrijskom preradom voca i povréa nastaju velike koli¢ine otpada (komine) bogate
bioaktivnim sastavnicama, uglavnom polifenolima, karotenoidima i oligosaharidima. Velik
broj tih spojeva ima snaznu redukcijsku sposobnost i/ili inkapsulacijski potencijal te oni na
temelju navedenih karakteristika pokazuju potencijal za primjenu u procesima zelene sinteze
nanoselena. Obzirom na kompleksan sastav komine i Sirok spektar bioloski aktivnih sastavnica,
uspjeSan razvoj takvih procesa rezultirao bi formulacijom nanocestica poboljSanih
karakteristika u odnosu na kemijski sintetizirane nanocestice (npr. direktnom antiradikalnom
ili reduktivnom sposobnos¢u). Osim toga, na taj bi se nacin pridonijelo razvoju novih i odrzivih

postupaka revitalizacije otpada i stvaranja novih proizvoda sa dodanom vrijednoscu.

Cilj ovog istrazivanja je optimizacija procesa primjene ekstrakta otpada koji zaostaje nakon
prerade masline, raj¢ice i mandarine u biogenoj sintezi nanoselena. Glavni izazov ovog pristupa
je optimirati uvjete sinteze kako bi se u konacnici dobile stabilne Cestice zadovoljavajuc¢ih
fizikalno-kemijskih karakteristika (veliine 1 zeta potencijala) sa izrazenom antiradikalnom i

antioksidativnom ucéinkovitosc¢u.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1 Kemikalije i pribor

3.2

Etanol (Kemig; Hrvatska)

Na>SeOs (Sigma Aldrich)

L-askorbinska kiselina (Kemika; Hrvatska)
Polivinilpirolidon (Sigma Aldrich)
Folin-Ciocalteu reagens (Sigma-Aldrich F9252)
Bezvodni Na,COs (Lach-Ner 30217-APO)
ABTS (Sigma-A9941-50TAB)

Kalijev persulfat (Kemika-11241)

Instrumenti

Analiticka vaga (Sartorius, Njemacka)
Vodena kupelj (GFL 1086, Helago, Ceska)

Rotavapor (Buchi, Svicarska)

Liofilizator (Christ Alpha 1-4 LOC-1, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH,

Njemacka)

Vortex mijesalica (Multimode Plate Reader Victor™ X3 PerkinElmer®, Velika

Britanija)
Centrifuga (Centric 322A, Tehtnica)

Multikanalna pipeta Rainin Crux (Mettler-Toledo, SAD)
Cita¢ mikrotitarskih plo¢a, VictorX3, (Perkin Elmer, Massachusetts, SAD)

Zetasizer Nano ZS (Malvern UK)
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3.3 Plan eksperimentalnog rada

e lzrada ekstrakta komine masline, raj¢ice i mandarine

e Sinteza nanoselena (kemijska i biogena)

e Analiza zeta-potencijala i raspodjele veli¢ine Cestica: nakon 3h, 24h i 148h

e (Odredivanje antioksidacijskog potencijala uzorka

3.4 Priprema suhih ekstrakata komine masline, rajcice i mandarine

3.4.1 Priprema reagensa

e Etanol (60%): 312,5 mL 96 % etanola razrijedi se s vodom do ukupno 500 mL

3.4.2 Postupak

Suhi ekstrakti pripremljeni su prema prethodno optimiranom protokolu za kominu masline

(Albahari 1 sur., 2018) na nacin da se izvaze otprilike 10 g komine (masline, raj¢ice 1 mandarine)

te se istome doda 200 mL 60% etanola (Tablica 1). Smjesa se potom inkubira 2h na 70 °C uz

snazno protresanje (80-100 rpm). Dobiveni ekstrakti se potom profiltriraju kroz gusti filter papir

te se etanol upari uz pomoc¢ rotavapora (Slika 9). Dobiveni ekstrakti se liofiliziraju, a suhi ostatci

se koriste kao sirovina za biogenu sintezu nanoselena.

Tablica 1. Priprema ekstrakata komine

UZORAK OZNAKA m komine/g V(60% EtOH)/mL
Ekstrakt komine masline M 10,0233 200
Ekstrakt komine rajcice R 10,0365 200
Ekstrakt komine mandarine C 10,0020 200
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Slika 9. Uparavanje pomocu rotavapora (Fotografija: Andela Dragas)

3.5 Biogena sinteza nanoselena

3.5.1 Priprema reagensa

e PVP (1%): 1g PVP-a se otopi u 100 mL vode

e L-askorbinska (0.1 M): 1.938 g L-askorbinske se otopi u 110 mL vode
e NaxSeOz (0.1 M): 190,2 mg Na.SeOs se otopi u 11 mL vode

e Ekstrakt komine (10%): 500 mg ekstrakta komine se otopi u 5 mL vode

3.5.2 Postupak

Prije sinteze ekstrakti komine se profiltriraju kroz HPLC filtre (0.4 um). U reakcijsku smjesu
se doda 10 mL 0,1 M L- askorbinske kiseline, 9 mL 1% PVP-a, 8 mL vode te 1 mL 10 %
ekstrakta komine (rajéice, mandarine ili masline). Za sintezu kontrolne otopine nanoselena
dodaje se umjesto ekstrakta komine 1 mL vode viSe. Reakcijska smjesa se mijeSa na
magnetskog mijesalici (Slika 10). Potom se dodaje kap po kap Na>SeOz do ukupnog volumena

od 1 mL pri ¢emu otopina mijenja boju u crvenu (§to je pokazatelj redukcije selena u Se°).

16



Otopina se mijesa ukupno jo$ dvadeset minuta od pocetka dodavanja selenita. Potom se
reakcijska smjesa prebaci u kivete za centrifugiranje od 50 mL te se centrifugira 20 min na 4100
g. Supernatant se potom odlije, a u istaloZzene nanocestice doda 15 mL vode. Radi dodatnog
procis¢avanja ekstrakta (uklanjanje ostataka reakcijske smjese) talog se redispergira u 15 mL
vode i ponovno centrifugira pod istim uvjetima. Supernatant se odlije, a pro¢iS¢eni talog
selenovih nanocestica redispergira u 5 mL vode. Suspenzija se potom prebaci u Eppendorf

tikvice i koristi za daljnja istrazivanja (Tablica 2).

Slika 10. Sinteza nanoselena (Fotografija: Andela Dragas)

Tablica 2. Oznake sintetiziranih uzoraka

UZORAK OZNAKA UZORKA
Kontrolna otopina nanoselena nSe
Biogeno sintetiziran nanoselen koristenjem bnSeM

ekstrakta komine masline

Biogeno sintetiziran nanoselen koristenjem bnSeR

ekstrakta komine raj¢ice

Biogeno sintetiziran nanoselen koristenjem bnSeC

ekstrakta komine mandarine
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3.6 Odredivanje raspodjele veliCine Cestica i zeta potencijala

Veli¢ina nanoselena u mjernim sustavima se odreduje mjerenjem dinamickog rasprsenja
svjetlosti na foton korelacijskom spektrofotometru sa ,,zelenim* laserom (A= 532 nm) pri
temperaturi od 25° C (Slika 11). Tehnika se temelji na razli¢itoj frekvenciji izvora svjetlosti i
svjetlosti rasprSene sa Cestice. Za odredivanje veliine Cestica intenzitet rasprSene svjetlosti
mjeri se pri kutu od 173°. Dobivene korelacijske funkcije analiziraju se algoritmima u Zetasizer
programskom paketu. Nakon adekvatnog razrjedenja svaki uzorak mjeren je Sest puta, a
rezultati se prikazuju kao raspodjela po volumenu. Promjena hidrodinamickog promjera
nanocestica se prati kroz 148 h. Takoder se mjeri 1 zeta potencijal ¢ije se vrijednosti takoder

prate kroz 148h.

Slika 11. Zetasizer Nano ZS (prilagodeno s www.atascientific.com.au)
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3.7 Odredivanje antioksidacijskog potencijala uzorka

3.7.1 TEAC metoda

Za odredivanje ABTS * antiradikalne ucinkovitosti koristena je TEAC metoda, prema postupku
Re i suradnika (1999), koja se temelji na mjerenju smanjenja absorbacije prethodno
pripremljene otopine ABTS™ radikala u prisutnosti spoja s antiradikalnim u¢inkom. ABTS"*
radikal nastaje reakcijom izmedu ABTS-a i kalijevog persulfata te je plavo-zelene boje.
Dekolorizacija ABTS * radikala, u prisustvu antioksidansa, moze se izmjeriti na 734 nm. Kao
standard se obi¢no koristi Trolox (vodotopljiv oblik vitamina E) po ¢emu je metoda 1 dobila

ime TEAC (Troloxu ekvivalentan antioksidativni kapacitet).

3.7.1.1 Priprema reagensa

e ABTS (7 mM): 10 mg se otopi u 2,778 mL vode

e Kalijev persulfat (2,45 mM): 4,41 mg kalijeva persulfata se otopi u vodi te nadopuni
do 10 mL

e Otopina ABTS* radikala: pomijesaju se jednaki dijelovi otopine ABTS-a i otopine

kalijeva persulfata te se ista ostavi 12-16 h u mraku na sobnoj temperaturi

3.7.1.2 Postupak

Mijerna otopina pripremi se pipetiranjem 200 pL razrijedene otopine ABTS " radikala te 20 pL
adekvatno razrijedenog uzorka ili vode kao slijepe probe. Otopina ABTS * radikala se razrijedi
20 puta kako bi se dobila apsorbancija od 0.7 +0.02 AU. Uzorak se stavi u ¢ita¢ mikrotitarskih
plocica te se postavi da mijeSa plo¢u 60 sekundi te ocita apsorbanciju na 750 nm nakon
inkubacije od 90 sekundi na 30° C .

Postotak inhibicije izracuna se iz izmjerenih vrijednosti apsorbancije prema jednadzbi [1] .

A slijepa proba — A uzorka
%Il = — x 100 [1]
A slijepe probe

Pomoc¢u bazdarnog dijagrama ovisnosti postotka inhibicije o koncentraciji standardnog

antioksidansa Troloxa izracuna se antioksidacijski potencijal koji se izraZzava kao mg

ekvivalenata Troloxa po litri (mg TE/L) (Slika 12).
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Slika 12. Bazdarni dijagram dobiven standardnim razrijedenjem Troloxa

3.7.2 Folin-Ciocalteu metoda

Sadrzaj ukupnih fenola (odnosno ukupni reduktivni potencijal) uzoraka odreden je Folin-
Ciocalteu metodom prema protokolu Singletona i Rossija (1965) uz neke modifikacije. Folin-
Ciocalteu metoda temelji se na prijenosu elektrona u alkalnom mediju iz fenolnih spojeva (ili
drugih spojeva sa redukcijskom aktivnoS¢u) na fosfomolibdenske komplekse te komplekse
fosfovolframove kiseline u zuto obojenom Folin-Ciocalteu regensu. Pritom nastaju plavo
obojeni kompleksi Sesterovalentnog molibdena i Sesterovalentnog volframa nepoznate
strukture. Porast apsorbancije proporcionalan je koli¢ini polifenola odnosno svih spojeva sa

reduktivnom aktivnoscu i prati se spektrofotometrijski na 750 nm.

3.7.2.1 Priprema reagensa

e NaxCOs (3 %): 3,015 g Na.COg se otopi u 50 mL vode
e Folin-Ciocalteu reagens (10%): 500 uL Folin-Ciocalteu reagensa razrijedi se sa 4500

uL vode
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3.7.2.2 Postupak

U jazice mikrotitarske ploce pipetira se 20 pL adekvatno razrijedenog uzorka ili vode kao
slijepe probe te 50 puL Folin-Ciocalteu reagensa. Ploca se stavi u ¢ita¢ mikrotitarskih plo¢a na
mijesanje u trajanju od 60 sekundi te inkubaciju na 37° C u trajanju od 210 sekundi. Potom se
multikanalnom pipetom doda 160 uL. 3% Na,COs , postavi se uredaj da mijeSa plocu 60 s te
ocita apsorbanciju na 750 nm nakon inkubacije od 1710 s.

Uz pomo¢ bazdarnog dijagrama (Slika 13) ovisnosti apsorbancije o koncentraciji galne kiseline
odredi se redukcijski potencijal, a rezultati se izraze kao miligrami ekvivalenata galne kiseline
po litri (mg GAEI/L).

y = 0,0052x + 0,0159
0.6 R? = 0,9976

0 20 40 60 80 100 120
v GA (mg/L)

Slika 13. Bazdarni dijagram dobiven razrjedenjem galne kiseline

3.8 StatistiCcka obrada podataka

Za statistiCku analizu dobivenih podataka i izradu grafickih prikaza koriSteni su Microsoft
Office Excel i GraphPad Prism 8.4.2 programi. Sinteza nanoselena (uz izuzetak kontrolne
otopine nanoselena) provedena su u duplikatu, analize uzoraka radene su u Sesteroplikatu
(raspodjela veli¢ine Cestica i zeta potencijal) (n=12) odnosno triplikatu (antioksidacijski
potencijal) (n=6). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne i
relativne standardne devijacije. Za usporedbu rezultata koriStena je jednosmjerna analiza
varijance uz provodenje pos hoc Tukey-evog testa. Uzorci su statisticki znacajno razli¢iti ako

je p<0.05.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1 Raspodjela veli¢ine Cestica, zeta potencijal i stabilnost biogenog
nanoselena
Rezultati raspona veli¢ina Cestica nanoSe prikazani su na Slikama 14-17. Kao sto je vidljivo iz

prikaza prosje¢na vrijednost hidrodinamickog promjera za kemijski sintetiziran nanoselen
iznosi 160,1 nm dok za nanoselen sintetiziran koristenjem ekstrakta komine masline iznosi
131,8 nm. Te su Cestice prikladne veli¢ine budu¢i da vece nanocestice nemaju prihvatljivu
bioraspolozivost (Skalickova i sur., 2017). Nanocestice sintetizirane koristenjem ekstrakta
komine raj€ice ili komine mandarine su velike s prosje¢nim vrijednostima hidrodinamickog
promjera 524,9 te 452,3 nm. One nisu stabilne te se s vremenom raspadaju na vise frakcija iz

Cega se moze zakljuditi da su nanocestice sintetizirane koriStenjem tih ekstrakata nestabilne.

Seze Dstrbution by Volume
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Slika 14. Raspodjela veli¢ina Cestica kontrolne otopine nanoselena (nSe)
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Slika 15. Raspodjela veli¢ina Cestica nanoselena sintetiziranog koristenjem ekstrakta komine
masline (bnSeM)
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Slika 16. Raspodjela veli¢ina Cestica nanoselena sintetiziranog koristenjem ekstrakta komine

rajéice (bnSeR)
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Slika 17. Raspodjela veli¢ina Cestica nanoselena sintetiziranog koristenjem ekstrakta komine

mandarine (bnSeC)

Iz prikaza 14-17 je vidljivo kako je raspodjela veli¢ina Cestica kemijski sintetiziranog
nanoselena te nanoselena sintetiziranog uz ekstrakt komine masline monomodalna i uska.
Vidljivo je kako su rezultati uzastopnih mjerenja za ta dva uzorka ponovljivi. Rezultati za
uzorke nanoselena sintetizirane koristenjem ekstrakata komine raj¢ice i mandarine nisu
ponovljivi, a raspodjela veli¢ina Cestica je vrlo Siroka. Na Slici 16 je vidljivo kako u mjerenim
uzorcima bnSeR ima puno nanocestica ¢iji hidrodinamicki promjer prelazi i 1000 nm.
Nanocestice selena sintetizirane koriStenjem ekstrakta komine mandarine takoder pokazuje vrlo
Sirok raspon veli¢ine cestica. Pojavljuje se mali volumni postotak populacije Cestica
hidrodinami¢kog promjera oko 57 nm. Veée Cestice, dominantnije populacije, imaju
hidrodinamicki promjer oko 468 nm.

Vizualnom provjerom uzoraka utvrdeno je da su nanocCestice pripremljene koriStenjem
ekstrakta komine rajéice i mandarine ve¢ nakon kraceg stajanja stvarale velike aglomerate i
talozile se na dnu kivete, dok u uzorcima kemijski sintetiziranog nanoselena i nanoselena

sintetiziranog uz dodatak komine masline nije bilo vidljivog taloZenja.
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4.1.1 Stabilnost biogeno sintetiziranog nanoselena

Kako bi se odredila stabilnost novosintetiziranih nanocestica pra¢ena je raspodjela veliine
Cestica i zeta potencijal kroz 148 sati. Rezultati su analizirani te usporedeni sa dostupnim
literaturnim podatcima o biogenoj sintezi nanoselena koriStenjem biljnih ekstrakata. U
Tablicama 3-5 i na Slikama 18-19 prikazane su vrijednosti srednjeg promjera nanocestica
selena nakon 3 h, nakon 24h te nakon 148 h skladistenja.

Tablica 3. Srednji promjer ¢estica nanoselena nakon 3h skladiStenja

Uzorak dnaverage SD RSD
nSe 160,1 4,8 3,0
bnSeM 131,8 7,3 55
bnSeR 5249 35,0 6,7
bnSeC 452,3 23,3 5,2

dn — srednja vrijednost hidrodinami¢kog promjera, SD — standardna devijacija, RSD — relativna standardna
devijacija, nSe — kontrolna otopina nanoselena, bnSeM — nanoselen sintetiziran koristenjem ekstrakta komine
masline, bnSeR — nanoselen sintetiziran koristenjem ekstrakta komine raj¢ice, bnSeC — nanoselen sintetiziran
koristenjem ekstrakta komine mandarine

Tablica 4. Srednji promjer ¢estica nanoselena nakon 24 h skladiStenja

Uzorak dn average SD RSD
nSe 175,8 25,8 14,7
bnSeM 118,4 9,6 8,1
bnSeR 474,2 125,6 26,5
bnSeC 406,5 64,0 15,7

dn — srednja vrijednost hidrodinami¢kog promjera, SD — standardna devijacija, RSD — relativna standardna
devijacija, nSe — kontrolna otopina nanoselena, bnSeM — nanoselen sintetiziran koristenjem ekstrakta komine
masline, bnSeR — nanoselen sintetiziran koristenjem ekstrakta komine rajéice, bnSeC — nanoselen sintetiziran
koristenjem ekstrakta komine mandarine

Tablica 5. Srednji promjer estica nanoselena nakon 148 h skladistenja

Uzorak dn average SD RSD
nSe 155,3 2,7 1,7
bnSeM 114,7 13,9 12,1
bnSeR 4241 38,1 9,0
bnSeC 339,8 101,6 29,9

dn — srednja vrijednost hidrodinami¢kog promjera, SD — standardna devijacija, RSD — relativna standardna
devijacija, nSe — kontrolna otopina nanoselena, bnSeM — nanoselen sintetiziran koristenjem ekstrakta komine
masline, bnSeR — nanoselen sintetiziran koristenjem ekstrakta komine rajéice, bnSeC — nanoselen sintetiziran
kori$tenjem ekstrakta komine mandarine
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Slika 18. Srednji promjer nanocestica selena pripremljenih kemijskom sintezom te

sintetiziranih koristenjem ekstrakta komine masline tijekom skladistenja (3-148 h)

nSe — kontolna otopina nanoselena (kemijski sintetizirana), bnSeM —nanoselen sintetiziran koristenjem ekstrakta
komine masline. Stupi¢i oznageni razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki znagajno razlikuju (p>0.05)
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Slika 19. Srednji promjer nanocestica sintetiziranih koriStenjem komine raj¢ice i komine

mandarine tijekom skladistenja (3-148 h)

bnSeR — nanoselen sintetiziran koristenjem ekstrakta komine rajéice, bnSeC — nanoselen sintetiziran koristenjem
ekstrakta komine mandarine. Stupi¢i oznadeni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju

(p<0.05)

U Tablicama 6-9 i na Slici 20 prikazane su vrijednosti zeta potencijala, kemijski te biogeno

sintetiziranog nanoselena, nakon skladistenja od 3h, 24h i 148h.

Tablica 6. Zeta potencijal nSe tijekom skladistenja (148h)

Uzorak {average/mV SD RSD
nSe0 -8,4 0,1 -1,3
nSe24 9,7 0,5 4,6
nSel48 7.4 0,4 9,4

C average — srednja vrijednost zeta potencijala, SD — standardna devijacija, RSD — relativna standardna devijacija,
nSe0 — kontolna otopina nanoselena nakon 3h skladistenja, nSe24 — kontrolna otopina nanoselena nakon 24h
skladi$tenja, nSe148 — kontrolna otopina nanoselena nakon 148 h skladistenja
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Tablica 7. Zeta potencijal bnSeM tijekom skladistenja (148h)

Uzorak { average/ mV SD RSD
bnSeMO -8,3 0,7 -8,9
bnSeM24 -8,6 14 -16,5
bnSeM148 -11,0 15 -13,5

{ average — srednja vrijednost zeta potencijala, SD — standardna devijacija, RSD — relativna standardna devijacija,
bnSeMO — nanoselen sintetiziran koristenjem ekstrakta komine masline nakon 3h skladistenja, bnSeM24 —
nanoselen sintetiziran koristenjem ekstrakta komine masline nakon 24h skladistenja, bnSeM148 — nanoselen
sintetiziran koristenjem ekstrakta komine masline nakon 148 h skladistenja

Tablica 8. Zeta potencijal bnSeR tijekom skladistenja (148h)

Uzorak {average/ mV SD RSD
bnSeR0 -23,0 11,2 -48,8
bnSeR24 -24,6 12,1 -49,3
bnSeR148 -23,8 11,4 -47,6

C average — srednja vrijednost zeta potencijala, SD — standardna devijacija, RSD — relativna standardna devijacija,
bnSeR0O — nanoselen sintetiziran koristenjem ekstrakta komine rajé¢ice nakon 3h skladistenja, bnSeR24 — nanoselen
sintetiziran koristenjem ekstrakta komine raj¢ice nakon 24h skladistenja, bnSeR148 — nanoselen sintetiziran
koristenjem ekstrakta komine rajcice nakon 148 h skladistenja

Tablica 9. Zeta potencijal bnSeC tijekom skladistenja (148h)

Uzorak {average/ mV SD RSD
bnSeCO -27,3 2,2 -8,2
bnSeC24 -28,6 2,7 -9,5
bnSeC148 -26,8 2,2 -8,4

C average — srednja vrijednost zeta potencijala, SD — standardna devijacija, RSD — relativna standardna devijacija,
bnSeCO — nanoselen sintetiziran koristenjem ekstrakta komine mandarine nakon 3h skladistenja, bnSeC24 —
nanoselen sintetiziran koristenjem ekstrakta komine mandarine nakon 24h skladistenja, bnSeC148 — nanoselen
sintetiziran koristenjem ekstrakta komine mandarine nakon 148 h skladistenja
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Slika 20. Zeta potencijal nanocestica selena ( nSe, bnSeM, bnSeR, bnSeC) tijekom
skladiStenja (148h)
 average — srednja vrijednost zeta potencijala, SD — standardna devijacija, RSD — relativna standardna devijacija,
nSe0 — kontolna otopina nanoselena nakon 3h skladistenja, nSe24 — kontrolna otopina nanoselena nakon 24h
skladistenja, nSe148 — kontrolna otopina nanoselena nakon 148 h skladistenja, bnSeMO — nanoselen sintetiziran
koristenjem ekstrakta komine masline nakon 3h skladistenja, bnSeM24 — nanoselen sintetiziran koristenjem
ekstrakta komine masline nakon 24h skladistenja, bnSeM148 — nanoselen sintetiziran koristenjem ekstrakta
komine masline nakon 148 h skladistenja, bnSeR0 — nanoselen sintetiziran koristenjem ekstrakta komine rajéice
nakon 3h skladistenja, bnSeR24 — nanoselen sintetiziran kori$tenjem ekstrakta komine raj¢ice nakon 24h
skladistenja, bnSeR148 — nanoselen sintetiziran kori$tenjem ekstrakta komine rajéice nakon 148 h skladistenja,
bnSeCO — nanoselen sintetiziran koristenjem ekstrakta komine mandarine nakon 3h skladistenja, bnSeC24 —

nanoselen sintetiziran koristenjem ekstrakta komine mandarine nakon 24h skladistenja, bnSeC148 — nanoselen
sintetiziran koristenjem ekstrakta komine mandarine nakon 148 h skladistenja

Na Slici 20 vidljivo je kako je zeta potencijal nanocestica negativan; vrijednosti zeta potencijala
za kontrolnu otopinu nanoselena i nanoselen sintetiziran koriStenjem ekstrakta komine masline
iznose redom -8,42 i -8,31 mV. Apsolutne vrijednosti zeta potencijala za nanoselen sintetiziran
koristenjem ekstrakta komine raj¢ice ili mandarine puno su vece te iznose redom -23,01 mV i

-27,33 mV.

KoriStenjem ekstrakta komine masline dobivaju se nanocestice selena sli¢ne veliCine,
stabilnosti 1 zeta potencijala kao 1 koriStenjem sintetskog coatinga PVP-a, $to znaci da se
stabilizacija nastalih nanocestica selena postize kombinacijom steri¢kih i1 elektrostatskih
interakcija. Dobiveni rezultati jasno pokazuju da se ekstrakt komine masline moze Koristiti kao
prirodna obloga u sintezi nanoselena. MozZe se pretpostaviti da polifenoli i ugljikohidrati

prisutni u ekstraktu adheriraju na jezgru nanocestica selena i sprjecavaju njihovu aglomeraciju
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tijekom skladiStenja Sto sustav ¢ini stabilnim. S druge strane, Cestice nanoselena nastale
koristenjem ekstrakta komine raj¢ice/mandarine imaju Siroku raspodjelu veli¢ina Cestica, velike
su i vrlo nestabilne. 1z dobivenih rezultata mozemo pretpostaviti da tijekom sinteze dolazi do
adhezije nabijenih molekula iz ekstrakta na jezgre nanoselena, medutim nastaju veliki
nestabilni negativno nabijeni aglomerati koji se stajanjem raspadaju. Veéina navedenih
interakcija ostvaruje se najvjerojatnije stvaranjem slabih ionskih veza, $to potvrduju visoke
apsolutne vrijednosti zeta potencijala. Sli¢ne rezultate moguce je pronaéi i u radovima drugih
autora. Zhang 1 suradnici (2014) su sintetizirali nanoselen koriste¢i natrij selenit kao prekursor
nanoselena, polisaharide goji bobica kao sredstvo za inkapsulaciju te ekstrakt zelenog ¢aja kao
redukcijsko sredstvo u blagim uvjetima na sobnoj temperaturi. Sto je bila veéa koncentracija
polisaharida goji bobica, Cestice su bile manje i1 time prikladnije. Vrijednost zeta potencijala je
bila -24.1 mV te se ona nije znac¢ajno promijenila ni u ponovljenom mjerenju nakon 30 dana, a
prosjecna veli¢ina 258.7 nm odredena DLS analizom. Vece Cestice nanoselena dobivene su i
koriStenjem ekstrakta lista perSina koji je bogat s vitaminom C i raznim fenolnim spojevima.
Veli¢ina tako sintetiziranih nanocCestica je u prosjeku nesto veca oko 400 nm, a raspodjela
veli¢ina Cestica jest bimodalna s 25 % Cestica manjih od 100 nm te 75 % cCestica vec¢ih od 100
nm. Zeta potencijal iznosi -14.2 mV §to ukazuje da takve nanocestice tvore stabilnu disperziju
(Fritea i sur., 2017).

Iz dostupnih literaturnih podataka moguce je zakljuciti da uspjeSnost biogene sinteze
nanoselena odnosno karakteristike dobivenih nanocestica primarno ovise o kemijskom sastavu
dobivenih ekstrakata. 1z nekih uspjesnih primjera biogenih sinteza vidljivo je da polisaharide i
neke vrste polifenola moZemo smatrati najboljim prirodnim oblogama koje bi mogli ektrahirati
iz sekundarnih izvora. Primjerice, Sharma 1 suradnici (2014) su sintetizirali nanocestice selena
koriStenjem ekstrakta vinove loze. FTIR-om je dokazana prisutnost visoko stabilnog
biopolimera lignina na povrSini nanocestica selena §to ukazuje na mogucu ulogu istog kao
sredstva za inkapsulaciju. Dobivene su nanocestice selena promjera veli¢ine 8,12 £ 2,5 nm; bile
su uniformne obzirom na srednji promjer i veli¢inu i mogle su se dalje koristiti u farmaceutske
svrhe. Kokila i suradnici (2017) dobili su male nanocestice veli¢ine 4-16 nm koriste¢i ekstrakt
Diospyros montane. Promjene u veli¢ini nanocestica nije bilo ni nakon 15 dana. Za sintezu
nanocestica selena koriSten je i1 ekstrakt indijskog ogrozda; dobivene su nanocestice prosjecne
velic¢ine 20-60 nm, a raspodjela veli¢ina Cestica bila je uska Sto govori da je rije¢ o
monodisperznom sustavu sa indeksom polidiperznosti manjim od 0,2. Cestice su bile stabilne
zbog prisustva prirodne obloge na povrsini koja ne dopusta agregaciju (Gunti i sur., 2019).

Aloe vera je takoder koristena u istu svrhu te su dobivene nanocestice prosjecne veli¢ine oko
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100 nm te zeta potencijala -18. Ekstrakt aloe vere sadrzi bioaktivne komponente koje u svojoj
strukturi posjeduju hidroksilne i amidne skupine koje su vazne za redukciju iona selena u
nanocestice te za stabilizaciju tih istih nanocestica. List aloe vere sadrzi brojne vitamine,
polisaharide, proteine, polifenole, lignin, saponine, sterole, flavonoide, enzime te organske
kiseline (Fardsadergh, Jadarizadeh i Malmiri, 2019). KoriStenjem ekstrakta piskavice dobivene
su nanocestice selena veli¢ine 50-150 nm. Askorbinska kiselina je koristena kao inicijator
reakcija redukcije te seleni¢na kiselina kao prekursor nanoselena ( Ramamurthy i sur., 2013).

Za razliku od komine masline, primjena ekstrakta komine rajéice i mandarine u sintezi
nanoselena nije se pokazala uspjeSnom. Pretpostavka je da primijenjeni uvjeti pripreme
ekstrakta koji su optimirani za kominu masline nisu pogodni za kominu raj¢ice i mandarine
zbog drugacijih fizikalno-kemijskih karakteristika bioaktivnih sastavnica. Stoga je u svrhu
daljnjih istrazivanja potebno razviti specifi¢ne procese ekstrakcije kako bi se iz navedenih
sirovina dobili ekstrakti bogati reduciraju¢im komponentama i/ili komponentama sa

inkapsulacijskim potencijalom.

4.2 Antioksidacijski potencijal biogeno sintetiziranog nanoselena

Jedna od vaznih bioloskih uloga selena jest njegova antioksidacijska aktivnost obzirom da u
sastavu glutation-peroksidaza i tioredoksin-reduktaza sudjeluje u obrani organizma od
oksidacijskog stresa (Wrobel i sur., 2016). S druge strane, polifenolni spojevi, visoko
zastupljeni u ekstraktima komine masline, mandarine i rajcice, takoder pokazuju znacajnu
antioksidacijsku aktivnost. Svoje u¢inke uglavnom ostvaruju putem dva osnovna mehanizma:
sposobnosti hvatanja slobodnih radikala te svojom reduktivnhom sposobnos¢u (Perron i
Brumaghim, 2009).

Kako je prethodno napomenuto, osnovni ciljevi ovog rada bili su istraziti mogucénost primjene
ekstrakata otpada hrane u biogenoj sintezi nanocestica selena poboljSanih svojstava, u smislu
postizanja direktne antioksidacijske u¢inkovitosti. Naime, obzirom na ¢injenicu da PVP nema
antioksidacijsku u¢inkovitost, kemijski sintetiziran nanoselen ne¢e imati sposobnost redukcije
niti hvatanja slobodnih radikala. S druge strane, ukoliko kao sredstva za oblaganje nanoselena.
koristimo prirodne spojeve koji su reducensi i imaju sposobnost hvatanja radikala, moguce je

dobiti Cestice koje ¢e svoju antioksidacijsku u€inkovitost ostvarivati putem vise mehanizmama.
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Rezultati istrazivanja antiradikalne u¢inkovitosti nanoselena prikazani su na Slici 21. Prema
oCekivanjima, kemijski sintetiziran nanoselen nije pokazao antiradikalnu ucinkovitost.
Izmjerena aktivnost (mala) vjerojatno je posljedica zaostajanja tragova L-askorbinske kiseline
u reakcijskoj smjesi obzirom da je sintetizirani nanoselen iz reakcijske smjese izdvajan
postupcima opetovane centrifuge i ispiranja, bez koristenja dijalizijskih membrana. Oc¢ekivani
porast antiradikalne uéinkovitosti primije¢en je jedino u uzorcima nanoselena sintetiziranog
koriStenjem ekstrakta komine masline dok, s druge strane, primjena ekstrakata rajcice i
mandarine nije rezultirala pojavom antiradikalne uéinkovitosti nanoselena. Razlog tome je
vjerojatno Cinjenica da najznacajniju skupinu antioksidansa u rajcici i1 kori mandarine ¢ine
spojevi iz skupine karotenoida koji su lipofilni i nisu mogli biti ekstrahirani iz komine u
uvjetima ekstrakcije korisStenim u ovom radu. S druge strane, glavni nositelji antioksidacijske
ucinkovitosti komine masline su fenolne kiseline, fenolni alkoholi 1 spojevi iz skupine

sekoiridoida, svi dobro topljivi u vodi.
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Slika 21. Antiradikalna u¢inkovitost nanocestica selena odredena TEAC metodom

TE — ekvivalenti Troloxa, nSe — kontrolna otopina nanoselena, bnSeM — nanoselen sintetiziran koristenjem
ekstrakta komine masline, bnSeR — nanoselen sintetiziran koriStenjem ekstrakta komine rajéice, bnSeC —
nanoselen sintetiziran koristenjem ekstrakta komine mandarine
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Slican trend primjecuje se i promatranjem rezultata reduktivne sposobnosti nanoselena
prikazanih na Slici 22. Jedini uzorak koji je pokazao znacajnu reduktivnu sposobnost je uzorak
nanoselena sintetiziranog koristenjem komine masline (253,4 mg GAE/L) S§to potvrduje

interpretaciju rezultata mjerenja antiradikalne ucinkvitosti.
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Slika 22. Reduktivna sposbnost nanocestica selena odredena Folin-Ciocalteu metodom

GAE —ekvivalenti galne kiseline, nSe — kontrolna otopina nanoselena, bnSeM — nanoselen sintetiziran koristenjem
ekstrakta komine masline, bnSeR — nanoselen sintetiziran koriStenjem ekstrakta komine rajéice, bnSeC —
nanoselen sintetiziran koristenjem ekstrakta komine mandarine. Stupiéi oznaceni razli¢itim slovima medusobno
se statisticki znacajno razlikuju (p<0.05)

Rezultate nasih istrazivanja potvrduju 1 istrazivanja drugih autora koja pokazuju kako
nanoCestice selena, sintetizirane koriStenjem biljnih  ekstrakata mogu ostvarivati
antioksidacijske uc¢inke dodatnim mehanizmima. Vyas i Rana (2017) su sintetizirali nanoselen
koristenjem ekstrakta lista aloe vere. Postotak inhibicije ABTS radikala bio je 73 % za
novosintetizirane nanocestice usporedno sa 54% za sami ekstrakt. To ukazuju na ¢injenicu da
tako sintetizirani nanoselen ima veci antioksidacijski potencijal od samog ekstrakta. Nanoselen
sintetiziran uz ekstrakt zelenog ¢aja, u koncentraciji 5-25 pM znacajno je inhibirao ABTS
slobodne radikale proporcionalno s poveéanjem doze takvog nanoselena. Ovakvi rezultati
sugeriraju prisutnost polifenola u ekstraktu zelenog ¢aja (Zhang i sur., 2014). Alangesal i
Venugopal (2018) su sintetizirali nanoselen koriste¢i ekstrakt biljke Withania somnifera.

Antioksidacijski potencijal odreden je DPPH metodom. Postotak gasenja DPPH radikala
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poveéavao se s povecanjem koncentracije tako sintetiziranih Cestica nanoselena.
Antioksidacijski potencijal nanoselena sintetiziranog koristenjem ekstrakta indijskog ogrozda
odreden je DPPH i TEAC metodom, a dobiveni rezultati ukazuju kako tako sintetizirani
nanoselen ima znacajan antioksidacijski potencijal (Gunti i sur., 2019).

Na temelju dostupnih podataka moguce je pretpostaviti da su najbolji prirodni ekstrakti za
biogenu sintezu nanoselena oni koji sadrze hidrofilne antioksidanse koji ¢e se adsorbirati na
povrsinu nanoselena, stabilizirati Cestice i zadrzati svoju antiradikalnu i reduktivnu spsobnost.
Antioksidacijsku sposobnost tako sintetiziranih nanoCestica potrebno je dalje istraziti

koriStenjem kompleksnijih in vitro modela (npr. stani¢nih).
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5. ZAKLJUCCI

1. Nanoselen sintetiziran Koristenjem ekstrakta komine masline usporediv je sa kemijski
sintetiziranim nanoselenom obzirom na raspodjelu veli¢ina Cestica, zeta potencijal i
stabilnost.

2. Ekstrakti komine rajcice i komine mandarine ne mogu se koristiti u biogenoj sintezi
nanoselena jer nastaju veliki aglomerati Cestica koji se brzo raspadaju i rezultiraju
taloZenjem elementarnog selena nakon kratkog skladistenja.

3. Nanocestice selena sintetizirane koriStenjem ekstrakta komine masline pokazuju
znaCajan antioksidacijski potencijal potvrden dvjema metodama, TEAC metodom te
Folin- Ciocalteu metodom. Nasuprot tome, kemijski sintetizirane Cestice nanoselena ne
pokazuju ni antiradikalnu ni reduktivnu sposobnost.

4. Nanoselen sintetiziran uz ekstrakt komine raj¢ice ili komine mandarine ne pokazuje
antioksidacijski potencijal. Navedeno bi moglo biti posljedica niske antioksidacijske
ucinkovitosti primijenjenih vodenih ekstrakta jer su glavni nositelji antioksidacijske
aktivnosti navedenih sirovina lipofilni spojevi iz porodice karotenoida.

5. Buduca primjena komine raj¢ice/mandarine u biogenoj sintezi nanoselena trebala bi se
temeljiti na razvoju ucinkovitijih postupaka ekstrakcije i primjeni ekstrakata bogatih
polifenolima i pektinima.

6. PoboljSana svojstva nanoselena sintetiziranog korisStenjem ekstrakta komine masline u
odnosu na kemijski sintezirani potrebno je dodatno istraziti i to prvenstveno u smislu
provodenja opseznijih studija stabilnosti te istrazivanja bioraspolozivosti i

antioksidacijske aktivnosti koristenjem kompleksnijih in vitro modela.
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7. SAZETAK

Otpad prehrambene industrije postaje sve veci ekoloski problem zbog brojnih negativnih
utjecaja na sigurnost hrane i prirodnih resursa, okoli$ i zdravlje ljudi. Stoga rastu napori za
pronalazak inovativnih rjeSenja valorizacije prehrambenog otpada kao vaznog izvora
bioaktivnih spojeva s pozeljnim bioloskim ucincima. Selen je element u tragovima koji je
neophodan u malim koli¢inama dok u ve¢im koli¢inama moze biti toksican, a bitan je za
funkcioniranje vise od 30 poznatih selenoproteina. Danas se intenzivno istrazuju mogucénosti
sinteze 1 primjene nanocestica elementarnog selena prvenstveno zbog manje toksi¢nosti. U
ovom diplomskom radu istrazena je mogucnost koriStenja ekstrakata komine masline, raj¢ice i
mandarine u biogenoj sintezi nanoselena. Raspodjela veli¢ina Cestica 1 zeta potencijal
nanoselena odredeni su mjerenjem dinamickog rasprSenja svjetlosti, a za odredivanje
antioksidacijskog potencijala koristene su jednostavne in vitro metode za mjerenje reduktivne
sposobnosti 1 sposobnosti hvatanja radikala. Od svih istrazenih ekstrakata jedino je ekstrakt
komine masline pogodan za biogenu sintezu nanoselena jer, u usporedbi sa kemijski
sintetiziranim nanocCesticama, rezultira nastajanjem Cestica sli¢ne veliCine i stabilnosti, ali

znacajno vece antioksidativne u¢inkovitosti.
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SUMMARY

The food industry waste is becoming the significant ecological issue because of its negative
impact on food safety, natural resources, the environment and health. Therefore, the efforts to
valorize food waste as an important source of bioactive compounds with desirable biological
effects are increasing. Selenium is an essential trace element with relatively high toxicity
potential, and it is very important for the functioning of over 25 known selenoproteins. Due to
lower toxicity of elemental selenium (in comparison to selenium salts) the efficient and
sustainable synthesis protocols of selenium nanoparticles are being extensively explored. In this
work, we investigated the possibility of using olive, tomato and tangerine pomace extracts in
the biogenic synthesis of nanoselenium. Particle size distribution and zeta potential of the
nanoparticles were determined by measuring the dynamic light scattering, and simple in vitro
methods were used for measuring reductive capacity and antiradical efficiency. Obtained
results showed that olive pomace extract was the only one suitable for the biogenic synthesis
of nanoselenium because obtained nanoparticles showed similar size and stability but

significantly higher antioxidant efficiency compared to those chemically synthesized.
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