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1.UVOD

1.1. SELEN

Selen je kemijski element kojeg je prvi izolirao Svedski znanstvenik Jacob Berzelius Jons 1817.
godine. U prirodi se nalazi u izrazito niskim koncentracijama, stoga se ubraja u elemente u
tragovima. Selen je polumetal $to znaci da su njegova fizikalno-kemijskim svojstva izmedu
svojstava metala i nemetala. Pri sobnoj temperaturi je stabilan i nije podlozan oksidaciji. U prirodi
1 Zivim organizmima nalazi se u anorganskom i organskom obliku. Anorganski oblici selena su
selenit (Se037?), selenid (Se?), selenat (SeO472) i elementarni selen (Se®) dok su organski oblici
selena selenometionin i selenocistein. Najvazniji izvori selena za opéu populaciju su hrana, voda i
zrak. Koncentracija selena u zraku povecava se gorenjem fosilnih goriva i ugljena dok su vulkanski
plinovi glavni prirodni izvori. Pojava selena u vodi rezultat je taloZenja iz atmosfere 1 tla.
Namirnice zivotinjskog podrijetla koje sadrze najvecu koncentraciju selena su riba, jetra, bubrezi
1 jaja dok su pSenica, zob, graSak, soja i brazilski oras¢i¢ glavni izvori selena biljnog podrijetla.
Dominantni oblik selena u namirnicama biljnog podrijetla je selenometionin koji pokazuje visok
stupanj apsorpcije za razliku od ostalih organskih oblika selena prisutnih u namirnicama

zivotinjskog podrijetla (Mehdi i sur., 2013; Barceloux, 1999).
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Slika 1: Prikaz kemijske strukture selenometionina i selenocisteina (Mehdi i sur., 2013)



1.1.1. Uloga selena u ljudskom organizmu

Selen je esencijalni element u tragovima koji u ljudskom organizmu ima vaznu ulogu u odrzavanju
niza fizioloskih funkcija. Raspon koncentracija u serumu potreban za odrzavanje fizioloskih
funkcija krece se od 0,10 pg/kg do 0,30 pg/kg. Medutim, selen je element uske terapijske Sirine 1
povecanjem koncentracije u serumu iznad 2,00 ug/kg uzrokuje simptome toksic¢nosti. Simptomi
akutne intoksikacije manifestiraju se kao ukocenost misica, respiratorna depresija i intenzivna
hipotenzija koje na kraju vode do fatalnih ishoda. Simptomi kroni¢ne intoksikacije selenom
karakteristicno se manifestiraju na kozi, kosi i noktima. Na kozi udova javljaju se lezije
karakterizirane crvenom diskoloracijom 1 eritemom pa je takva oSteCena koza podlozna
sekundarnim infekcijama. Kosa postaje rijetka i podlozna pucanju, dok na tjemenu nastaje
intenzivan pruritis. Nokti postaju lomljivi, a na plo¢i nokta nastaju zuto-bijele ili crvene pruge.
Ostale manifestacije kroni¢ne intoksikacije uklju¢uju metalan okus u ustima i miris daha po

¢eSnjaku, umor, mucéninu i povracanje (Tang i sur., 2020; Barceloux, 1999).

Selen je kao esencijalan element kljucan za funkcioniranje 1 ekspresiju najmanje 30 selenoproteina.
Selenoproteini su skupina proteina koji u aktivnom mjestu sadrze selenocistein i u organizmu
imaju funkciju enzima. Takvi enzimi nazivaju se selenoenzimi, dok se selenocistein zbog uloge
reducensa u aktivnom mjestu istih naziva dvadeset i prvom aminokiselinom. Najvaznije skupine
selenoenzima su glutation peroksidaze, jodotironin dejodinaze i tioredoksin reduktaze koje imaju
ulogu u odrzavanju imunosne, endokrine, reproduktivne i transkripcijske homeostaze organizma

(Beckett i Arthur, 2005; Rayman, 2000).

OdrZavanje optimalne koncentracije selena od iznimne je vaznosti jer deficijencija moze dovesti
do razvoja razlicitih bolesti i opceg slabljenja funkcije organizma. Preporuceni dnevni unos za
zene iznosi 55 pg, a za muskarce 70 pg. Keshan bolest i Kashin-Beck bolest dvije su endemske
bolesti koje se pojavljuju u Kini zbog deficijencije selena u svakodnevnoj prehrani stanovniStva
toga podrucja. Keshan bolest manifestira se kao kardiomiopatija koja najéesée pogada djecu i zene
u reproduktivnoj dobi, dok se Kashin-Beck bolest manifestira kao kroni¢ni degenerativni
osteoartritis. U organima imunosnog sustava selen se nalazi u visokim koncentracijama i
aktivacijom B i1 T limfocita te NK-stanica iskazuje svoje imunostimulatorne u¢inke. U studijama
provedenima na pacijentima oboljelima od raka, HIV virusa i virusa hepatitisa B i C

suplementacija selenom u adekvatnim koli¢inama smanjila je smrtnost i usporila propadanje



jetrenih stanica. Antioksidativni i1 protuupalni efekti rezultat su aktivacije enzima glutation
peroksidaze. Glutation peroksidaza reducira vodikov peroksid i njegove derivate te time sprjecava
nastanak reaktivnih kisikovih vrsta i slobodnih radikala. Isti enzim interferira s mehanizmom
nastanka proupalnih prostaglandina i1 leukotriena i smanjuje upalni odgovor organizma.
Suplementacija selenom pokazala je brojne pozitivne efekte kod bolesti poput reumatoidnog
artritisa, pankreatitisa, astme i niza kardiovaskularnih oboljenja u ¢ijoj su pozadini oksidativni
stres 1 upala. Glutation peroksidaza klju¢na je i za odrzavanje optimalne reproduktivne funkcije u
oba spola. Funkcija stitne zlijezde pod utjecajem je selenoenzima dejodinaze te deficijencija selena
1 joda negativno utjeCu na metabolizam tiroidnih hormona. Brojna istraZivanja potvrdila su kako
niske koncentracije selena u plazmi stimuliraju progresiju bolesti srediSnjeg Ziv€anog sustava

poput anksioznosti, depresije, demencije i Alzheimerove bolesti (Rayman, 2000).

1.2. NANOSELEN

Prefiks ,,nano* potjece od grcke rijeci ,,nanos* koja u prijevodu znaci ,,patuljast”. ,,Nano* u
metrickom sustavu oznaava red veli¢ine 10 m, dok su nanodestice Cestice veli¢ine raspona
izmedu 1 nm i 100 nm. Razvoj nanocestica pokazao je izniman potencijal u podru¢ju biomedicine,
dijagnostike i farmacije. Posljednjih desetljeca intenzivno se istrazuju metode sinteze i ucinci
nanofarmaceutika u svrhu unaprjedenja ciljane dostave lijekova i dodataka prehrani koji se
apliciraju per os. Nanofarmaceutici pokazali su brojne prednosti nad tradicionalnim oblicima
poput maskiranja neugodnih okusa i mirisa, povecavanja topljivosti i biodostupnosti, zastite od
oksidativnog stresa, enzimske degradacije i mnoge druge. Medutim, brza razgradnja, niska
permeabilnost i nestabilnost u gastrointestinalnim uvjetima samo su neki od nedostataka koji
ukazuju na potrebu za daljnjim istraZivanjima i razvojem nanofarmaceutika (Bayda i sur., 2019;

Fardsadegh 1 Jafarizadeh, 2019; Hosnedlova i sur., 2018).

U istrazivanjima dokazano je kako selen u obliku nanoforme ima znatno vecu bioraspolozivost i
niZzu toksi¢nost od tradicionalnih organskih i anorganskih oblika (Hosnedlova i sur., 2018).
Aktivnost Cestica nanoselena ovisi o njihovoj veli¢ini stoga manje Cestice imaju vecu aktivnost.
Istrazivanjem nanocestica veli¢ine 0,1 pum potvrdeno je kako je njihova in vitro apsorpcija 2,5 — 6
puta vecéa od apsorpcije Cestica raspona veli¢ine od 1 pm do 10 um. Jedna od najvaznijih prednosti

nano oblika je aplikacija selena u elementarnom oksidacijskom stanju (Se’). U usporedbi sa



selenom u vi§im oksidacijskim stanjima (Se™, Se™®), Se® je znatno niZe toksi¢nosti i povoljnije
biodostupnosti, medutim takav oblik je nestabilan i podlozan prelasku u inaktivnu formu.
Stabilnost nanocestica s inkorporiranim elementarnim selenom moze se modificirati upotrebom
razli¢itih inkapsulacijskih sredstava i nanovezikula. Prikladna veli¢ina 1 morfologija Cestica te
vrsta inkapsulacijskog sredstva najvazniji su faktori za sintezu nanocestica selena optimalne
biodostupnosti i stabilnosti. Raspon veli¢ina razli¢itih oblika selena prikazan je na Slici 2

(Hosnedlova i sur., 2018; Cui i sur., 2018).
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Slika 2: Prikaz raspona velicina razlicitih oblika selena (Skalickova i sur., 2007)

Terapijska primjena nanoselena jednaka je terapijskoj primjeni tradicionalnih oblika selena kao

dodataka prehrani i prikazana je na Slici 3.
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Slika 3: Shematski prikaz terapijske primjene nanoselena (Murugesan i sur., 2019)

1.2.1. Sinteza nanoselena

Odabir prikladne metode sinteze nanoselena zahtijeva kontrolu faktora koji mogu utjecati na
svojstva krajnjeg produkta poput veliCine, oblika, povrSine i sastava. Klju¢ni faktori za sintezu
nanocestica optimalnih svojstava su koncentracija prekursora, pH, radna temperatura i vrijeme

(Skalickova i sur., 2007).

¢ Fizikalna sinteza:
Najrjede koriStena metoda sinteze nanoselena koja ukljuuje procese hidrotermalne
sinteze, radijacije mikrovalovima i laserske ablacije (Hosnedlova i sur., 2018).

e Kemijska sinteza:
U kemijskoj metodi sinteze kao prekursor upotrebljava se anorganski oblik selena poput
natrijevog selenita uz askorbinsku kiselinu koja ima ulogu reducensa. U reakcijsku smjesu

dodaju se u polisaharidi koji u svojoj strukturi sadrze reaktivne amino, hidroksilne i



karboksilne skupine koje imaju klju¢nu ulogu u formiranju i stabilizaciji nastalih
nanocestica selena (Hosnedlova i sur., 2018).
o Biogena sinteza:

Najnovija 1 najCeSCe koriStena metoda sinteze zbog svoje isplativosti, dostupnosti
materijala 1 niske toksi¢nosti. Posebnost ovakve metode sinteze je upotreba sekundarnih
metabolita mikroorganizama i biljaka. Sekundarni metaboliti reduciraju anorganske oblike
selena 1 stabiliziraju nanoCestice. Najces¢i mikroorganizmi su Agrobacterium sp.,
Streptomyces griseoruber, Bacillus licheniformis, Aspergillus terreus 1 Klebsiella
pneumoniae, dok su Aloe vera, Withiania somnifera, Diospyros Montana i Trigonella
foenum-graecum biljne vrste koriStene u biogenoj sintezi (Murugesan i sur., 2019;

Skalickova i sur., 2007).
1.2.2. Apsorpcija nanoselena u tankom crijevu

Apsorpcija Cestica nanoselena odvija se uglavnom kroz epitel tankog crijeva koji je po svojoj
prirodi lipofilan i prekriven mikrovilima koji povecavaju apsorptivnu povrsinu. Stupanj apsorpcije
nanoselena ovisi 0 svojstvima same nanocestice poput veli¢ine, povrSinskog naboja i hidrofilnosti.
Dokazano je kako se manje i lipofilnije nanoCestice efikasnije apsorbiraju kroz epitel tankog
crijeva od vec¢ih i hidrofilnijih (Hosnedlova i sur., 2018).
Epitel tankog crijeva graden je od nekoliko vrsta visoko specijaliziranih stanica medu kojima su
najvaznije enterociti, goblet stanice i M stanice. Osnovna uloga enterocita je apsorpcija
makromolekula koje dolaze u doticaj s njihovom membranom. Goblet stanice izluc¢uju mukus koji
prekriva cijelu povrSinu tankog crijeva. Mukus je po svojem kemijskom sastavu uglavnom
glikoprotein mucin ¢ije su funkcije zastita od ulaska patogena i Stetnih kemikalija te odrzavanje
optimalne pH vrijednosti. M stanice uz apsorptivnu ulogu imaju i ulogu prezentacije antigena

imunosnim stanicama 1 pokretanja imunosnog odgovora (Ensign i sur., 2011).

Cestice nanoselena apsorbiraju se kroz epitel tankog crijeva na dva nadina, a to su paracelularni i
transcelularni transport. Paracelularni transport nanoselena odvija se kroz medustani¢ne cvrste
spojeve (eng. tight junctions). Ucinkovitost takvog transporta ograniena je promjerom

medustani¢nih prostora koji se krece izmedu 0,3 nm 1 1 nm. Transcelularni transport nanoselena



odvija se kroz specijalizirane stanice epitela tankog crijeva i zapoc€inje endocitozom. Endocitoza
je vrsta aktivnog procesa koji zahtijeva utrosak energije. Cestice nanoselena internaliziraju se na
apikalnoj strani intestinalne membrane, prenose se kroz stanice epitela tankog crijeva i na kraju
otpustaju na bazolateralnoj strani intestinalne membrane. Specijalizirane stanice koje sudjeluju u
transcelularnom transportu su M stanice i enterociti. M stanice nakon endocitoze tvore niz vezikula
s nanocesticama koje na kraju procesa prolaska kroz epitel dolaze do dendriti¢kih stanica odnosno
T i B limfocita. Enterociti prenose nanocestice selena kroz epitel tankog crijeva na dva nacina.
Prvi nacin =zapoCinje endocitozom 1 nastavlja stvaranjem endosoma 1 mikrovezikula.
Mikrovezikule se zatim spajaju s lizosomima i transportiraju kroz enterocit do lamine proprie.
Drugi nacin transcelularnog transporta posredovanog enterocitima istovjetan je prvom osim $to se
stvorene mikrovezikule ne spajaju s lizosomima nego s Golgijevim aparatom i kao takve se
prenose do lamine proprie. Lamina propria sadrzi velik broj krvnih i limfnih zila pa se nanocestice
nakon apsorpcije prenose u krvotok i limfni sustav (Hosnedlova i sur., 2018; Ensign i sur., 2011).

Mehanizam transporta nanoselena kroz epitel tankog crijeva prikazan je na Slici 4.
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Slika 4: Prikaz transporta nanoselena kroz intestinalnu mukozu tankog crijeva.

1 — apikalna membrana enterocita; 2 — bazolateralna membrana enterocita; A — paracelularni transport; B —
transcelularni transport kroz M stanice; CI — prvi mehanizam transcitoze kroz enterocite; C2 — drugi mehanizam

transcitoze kroz enterocite (Hosnedlova i sur., 2018)

1.3. PEKTIN

Pektin je po svom kemijskom sastavu skupina polisaharida koji se nalaze u stani¢noj stijenci
biljaka. Iako je pektin strukturno iznimno kompleksan sustav, galakturonska kiselina ¢ini ¢ak 70%
njegovog ukupnog sastava. Gotovo svi polisaharidi sadrzavaju galakturonsku kiselinu povezanu
a-(1—4) glikozidnim vezama u polisaharidni lanac. U manjem udjelu u ukupnoj strukturi pektina
nalazimo  homogalakturonan, = ramnogalakturonan,  supstituirane  galakturonane 1
ksilogalakturonan. Pektin u biljkama ima vaznu funkcionalnu ulogu u rastu, morfogenezi, obrani,
signalizaciji te aktivaciji faktora rasta i enzima. U prehrambenoj i kozmetic¢koj industriji koristi se

kao sredstvo za geliranje 1 stabilizaciju. Dokazani su i pozitivni ucinci pektina na ljudsko zdravlje



poput smanjenja razine kolesterola i glukoze, stimulacije imunosnog odgovora i protutumorskih
ucinaka. Komina jabuke i kora citrusa glavni su biljni materijali iz kojih se izolira pektin za Siroku
primjenu (Thakur i sur., 2009; Mohnen, 2008).

Biopolimeri, poput pektina, se zbog svojih iznimno povoljnih svojstava poput netoksicnosti,
biokompatibilnosti, stabilnosti i niske cijene intenzivno istrazuju u podru¢ju biomedicine i
farmacije. Pektin se kao nosac lijekova i u nano-formulaciji koristi za ciljanu dostavu lijeka na
mjesto djelovanja te posljedi¢no smanjuje inicijalnu dozu i toksi¢nost istog. Od posebne je
vaznosti u razvoju novih oblika lijekova za lijeCenje bolesti probavnog sustava zbog stabilnosti pri
uvjetima niskog pH 1 otpornosti na djelovanje intestinalne mikroflore. Iznimno je koristan u
terapiji metaboliCkih bolesti poput pretilosti i dijabetesa jer povecava motilitet i peristaltiku
gastrointestinalnog sustava te usporava apsorpciju hrane. Probioticima, kao Siroko
upotrebljavanim dodacima prehrani, kroz integraciju s pektinom povecava se ucinkovitost i
biodostupnost dok sam pektin moze djelovati kao prebiotik (Zaitseva 1 sur., 2020; Wojcik-
Pastuszka i sur., 2020).

1.4. KOMINA MASLINE

Proizvodnja maslinovog ulja vazna je poljoprivredna grana ponajvise u mediteranskim zemljama.
Koli¢ina otpada koja zaostaje nakon proizvodnje iznosi i do 10 milijuna tona godiSnje. Takav otpad
zbog svojih izrazito fitotoksi¢nih svojstava mora biti procesuiran i odlagan na poseban nacin, stoga
predstavlja veliki ekoloski i ekonomski problem. Mali dio ponovo se koristi kao gnojivo,
biognojivo 1 aditiv u stocnoj hrani, dok ostatak ostaje potpuno neiskorisSten. Kako bi se smanjio
negativan utjecaj na okoli$ 1 povecala isplativost proizvodnje maslinovog ulja sve se viSe paznje

posvecuje otpadnim produktima kao potencijalnim izvorima energije i bioaktivnih molekula.

Komina masline predstavlja ¢vrsti proizvodni ostatak koji se sastoji od samljevene kostice, pulpe
1 kozice ploda masline. Po svom kemijskom sastavu komina masline je heterogena smjesa metala,
Secera 1 polifenola te sadrzi male koli¢ine zaostalog ulja i vode. Polifenoli, kao bioloski aktivni
spojevi, od posebnog su interesa za ponovnu uporabu otpada nastalog proizvodnjom maslinovog
ulja. Tijekom proizvodnje, 2% ukupnih polifenola ekstrahira se u maslinovo ulje, dok preostali dio

nalazimo u komini masline §to je ¢ini sjajnim izvorom istih (Cepo i sur., 2018). Ekstrakcija
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primjenom razli¢itih otapala, nakon koje se otapala naknadno uparuju na rotavaporu. Etanol se
pokazao kao izvrsno ekstrakcijsko sredstvo zbog svoje cijene, netoksi¢nosti i moguénosti ponovne
uporabe. Dobiveni ekstrakt komine masline koristi se u daljnjim istrazivanjima bioloskih u¢inaka

izoliranih polifenola.

Ekstrakt komine masline kao najzastupljenije polifenolne komponente sadrZi oleuropein, tirosol i
hidroksitirosol ¢ije su kemijske strukture prikazane na Slici 5. Sve navedene komponente pokazuju
snazno antioksidativno djelovanje, medu kojima je najpotentniji hidroksitirosol. Uz
antioksidativno dokazano je i1 protuupalno, kardioprotektivno, hipoglikemijsko i antikancerogeno
djelovanje. Raznim fizioloSkim procesima oslobadaju se slobodni radikali te induciraju oksidativni
stres koji za posljedicu ima nastanak i progresiju patoloskih procesa poput upale, starenja, raka,
kardiovaskularnih bolesti 1 dijabetesa. Polifenoli svojim antioksidativnim svojstvima pomazu
redukciji slobodnih radikala, aktivaciji protuupalnih signalnih puteva i ja¢anju obrambenih

mehanizama stanice (Difonzo i sur., 2021; Cepo i sur., 2018; De Bruno i sur., 2018).

OH
OH
Oleuropein
HO HO
oH HO OH
Tirosol Hidroksitirosol

Slika 5: Kemijska struktura oleuropeina, tirosola i hidroksitirosola

(Chin i Ima-Nirwana, 2016)
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Selen je esencijalni element u ljudskom organizmu jer su selenoenzimi klju¢ni su za postizanje
optimalne imunosne, endokrine, reproduktivne i kognitivne funkcije organizma. Zbog niskog
unosa selena u svakodnevnoj prehrani deficijencija tog mikroelementa postaje sve vec¢i zdravstveni
problem, stoga se u ljekarni¢koj praksi sve ¢eS¢e preporucuje suplementacija istim. Selen je u
tradicionalnim dodacima prehrani prisutan u organskim i anorganskim oblicima koji su varijabilne
biodostupnosti i1 uc¢inkovitosti. Razvojem novih tehnologija omoguéena je sinteza nanocestica s
elementarnim selenom. Elementarni selen, za razliku od tradicionalnih oblika selena, pokazuje
znatno bolje ucinke, no iznimno je nestabilan. Kako bi se omoguéila ucinkovita dostava
nanocestica s inkorporiranim elementarnim selenom na mjesto djelovanja nuzno je sintetizirati
stabilne oblike optimalnih svojstava, veli¢ine i morfologije. Dokazano je kako razlicita
inkapsulacijska sredstva koriStena u sintezi nanoselena utjeCu na biokemijske znacajke krajnjeg

produkta.

Cilj ovog eksperimentalnog rada je istraziti utjecaj biogenih inkapsulacijskih sredstava
ekstrahiranih iz otpada hrane (komine raj¢ice i mandarine te ekstrakt komine masline) na stabilnost
sintetiziranih nanocestica selena u uvjetima gastrointestinalnog trakta te usporediti njihova
svojstva s nanoCesticama pripremljenima koriStenjem sintetskih inkapsulacijskih sredstava

(polisorbat i polivinilpirolidon).
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Kemikalije i pribor

Polivinilpirolidon (Sigma Aldrich, SAD)
Polisorbat -Tween 20 (Sigma Aldrich, SAD)
L-askorbinska kiselina (Kemika, Hrvatska)
NazSeOs (Sigma Aldrich, SAD)

Ekstrakt komine masline

Ultracista voda (miliQ H-20)

NaOH (Sigma Aldrich, SAD)

HCI (1 mol L', 6 mol L") (Kemika, Hrvatska)
CaClz (Sigma Aldrich, SAD)

Pepsin (> 500 U mg™") (pepsin izoliran iz gastri¢ne mukoze svinje; Sigma Aldrich, SAD)

Pankreatin (aktivnost ekvivalentna 4x U.S.P. specifikaciji) (pankreatin izoliran iz
gusterace svinje; Sigma Aldrich, SAD)
Zuéne soli (Sigma Aldrich, SAD)
Odmjerne tikvice

Tikvice s okruglim dnom
Erlenmeyerove tikvice Sirokog grla
Case

Falcon kivete

Trbusaste pipete

Graduirane pipete

Automatske mikropipete

Multikanalna pipeta

Mikrotitarska ploca

HPLC filter
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3.2. Instrumenti

Analiticka vaga, AB265-S (Metler Toledo, Indija)

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

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

Dijalizijska membrana, D9527-100FT, MWCO 14 000 Da (Sigma Aldrich, SAD)
Rotavapor (Buchi, Svicarska)

pH-metar s kombiniranom staklenom elektrodom (Metrohm, Svicarska)

Termostatirana kupelj s muckalicom, tip 1086 (Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel,
Njemacka)

UV-Vis spektrometar UV 4-100 (ATI Unicam, Cambridge, Velika Britanija)

3.3. Plan eksperimentalnog rada

Biogena i kemijska sinteza uzoraka nanoselena
Cis¢enje uzoraka nanoselena dijalizom

Uparavanje uzoraka nanoselena na rotavaporu
Simulacija probave — standardizirana in vitro metoda

Spektrofotometrijsko odredivanje koli¢ine nanoselena

3.4. Sinteza uzoraka nanoselena

Osnovni princip sinteze Cestica nanoselena temelji se na reakciji redukcije natrijevog selenita

(Na2SeOs) u elementarni selen uz L-askorbinsku kiselinu kao reducens. Prilikom nastanka

elementarnog selena boja otopine mijenja se iz bistre i prozirne u bistru i crvenu. Elementarni selen

je karakteristi¢ne crvene boje te nam takva promjena ukazuje na nastanak istog.

Biogena sinteza odvija se uz L-askorbinsku kiselinu koja ima ulogu reducensa, a kao

inkapsulacijska sredstva koristeni su PVP, PS (sintetska) sirovi pektin rajcice, prociséeni pektin

rajCice, sirovi pektin mandarine i prociS¢eni pektin mandarine (biogena). EKM ima ulogu

prirodnog izvora reducensa i/ili inkapsulacijskog sredstva te je u postupcima sinteze kombiniran

sa sintetskim inkapsulacijskim sredstvima.
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3.4.1. Priprema reagensa

e PVP (1%): izvagati 1,000 g PVP-a i otopiti u 100 mL miliQ vode

e PS (Tween 20): izvagati 110 mg PS i dodati miliQ vode do 1100 mg (razrjedenje 10 puta)

e L-askorbinska kiselina (0,1 M): izvagati 1,762 g L-askorbinske kiseline i otopiti u 100 mL
miliQ vode. Otopina L-askorbinske kiseline priprema se neposredno prije postupka sinteze
zbog nestabilnosti iste.

e NaxSeOs (0,1 M): izvagati 172,9 mg Na2SeOs3 1 otopiti u 10 mL miliQ vode.

e EKM (1%): izvagati 300 mg EKM i otopiti u 30 mL miliQ vode. Otopinu EKM potrebno

je neposredno prije sinteze profiltrirati kroz HPLC filter (veli¢ina pora 0,4 um).

3.4.2. Postupak biogene i kemijske sinteze nanoselena

Postupak biogene i kemijske sinteze nanoselena zapocCinje postupnim mijeSanjem reaktanata u
tocno odredenim volumenima kako je prikazano u 7Tablici 1. U reakcijsku posudu doda se miliQ
voda i inkapsulacijsko sredstvo (PVP, PS, pektini). Reakcijska smjesa se zatim postavi na
magnetsku mijesalicu, ubaci se magnetski mjesac te se brzina mijeSanja podesi na 3. Smjesa se
mijeSa 15 minuta kako bi se inkapsulacijsko sredstvo postupno dispergiralo u miliQ vodi. Potom
se u reakcijsku smjesu doda L-askorbinska kiselina i EKM potom se postupno dodaje, kap po kap,
otopina NazSeOs3 brzinom 1 kap/2 sekunde. Dodatkom Na>SeOs otopina mijenja boju iz bistre,
prozirne u crvenu kako je prikazano na Slici 6. Smjesa ostaje na magnetskoj mijeSalici narednih

20 minuta uz istu brzinu mijeSanja.
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Tablica 1: Izrada reakcijskih smjesa

Lask | Lask | PVP | PS EKM | NapSeOs |
Kratica | (0.IM) | (IM) | (1%) | (10%) | PRr [ PRp| PMr | PMp | (1%) [ (0.M) | °0°
vzorka ml mL ml ml. mlL | mL mL ml mL mL
nSePS 17 0,08 035 | 2787 30
bnSePVP | 3.3 3 5 033 | 1837 30
bnSePS 17 0,08 5 035 | 22.87| 30
PRr 1 73 1 195 | 129
PMr 1 73 1 195 | 20
FRp 0.5 2.9 0.5 106 | 143
PMp 0.5 2.9 05 106 | 145
nSePVP 05 | 145 05 | 12.05 | 145

nSePS — sintetski nanoselen inkapsuliran polisorbatom; bnSePVP — biogeni nanoselen inkapsuliran ekstraktom komine masline i

polivinilpirolidonom; bnSePS — biogeni nanoselen inkapsuliran ekstraktom komine masline i polisorbatom, PRr — biogeni
nanoselen inkapsuliran sirovim pektinom rajcice; PMr — biogeni nanoselen inkapsuliran sirovim pektinom mandarine; PRp —

biogeni nanoselen inkapsuliran prociséenim pektinom rajcice; PMp — biogeni nanoselen inkapsuliran prociséenim pektinom

mandarine; nSePVP — sintetski nanoselen inkapsuliran polivinilpirolidonom; L-ask — L askorbinska kiselina;, PVP —

polivinilpirolidon; PS — polisorbat; PRr — sirovi pektin rajcice; PRp — procisceni pektin rajcice; PMr — sirovi pektin mandarine;

PMp — prociséeni pektin mandarine; EKM — ekstrakt komine masline
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Slika 6: Prikaz sinteze nanoselena (Fotografija: Karla Vitlov)

Oznake uzoraka, inkapsulacijska sredstva te njihove koncentracije upotrebljene za sintezu

navedeni su u Zablici 2.

Tablica 2: Prikaz inkapsulacijskih sredstava, postotaka upotrebljenih u sintezi i vrsta nastalih

nanocestica
%
OZNAKA INKAPSULACIJSKO VRSTA
INKAPSULACIJISKOG x

UZORKA SREDSTVO SREDSTVA NANOCESTICA
nSePS PS 0,03 sintetske
bnSePS PS+EKM 0,03 +0,17 biogene
nSePVP PVP 0,1 sintetske
bnSePVP PVP+EKM 0,1 +0,17 biogene
PRr PRr 0,20 biogene
PRp PRp 0,05 biogene
PMr PMr 0,20 biogene
PMp PMp 0,05 biogene
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3.5. Cis¢enje uzoraka dijalizom

Sintetizirane Cestice nanoselena nalaze se u reakcijskoj smjesi s reagensima upotrebljenima za
sintezu. Kako bi se Cestice nanoselena mogle podvrgnuti daljnjim ispitivanjima potrebno ih je
procistiti 1 izolirati od ostatka smjese postupkom dijalize kroz dijalizijske membrane. U postupku
dijalize koristene su dijalizijske membrane od MWC 14 000 Da. Time je osigurano da se u

postupku dijalize u membranama zadrze sve Cestice vece od 14 000 kDa (Cui i sur., 2018).

3.5.1. Postupak dijalize

Prije provodenja postupka dijalize potrebno je pripremiti dijalizijske membrane. Dijalizijske
membrane odreZzu se na duljinu od 14 cm 1 namoce se u miliQ vodi kroz naredna 3 — 4 sata. Voda,
u kojoj su namocene membrane, promijeni se 3 puta kako bi se isprali tragovi glicerola s istih.
Nakon pripreme membrane je potrebno narolati i zakaciti Stipaljkom s jedne strane, dodati 30 mL
uzorka nanoselena te narolati i zakaciti Stipaljkom s druge strane. Membrane moraju biti u cijelosti
ispunjene tekuc¢inom, stoga je prilikom dodavanja uzorka vazno paziti da unutar membrana ne
ostanu mjehuri¢i zraka. Napunjene membrane uranjaju se u ¢ase zapremine 1000 mL ispunjene
miliQ vodom te se ¢aSe zatim postave na magnetsku mijesalicu s velikim magnetskim mjeSac¢ima.
Dijalizijske membrane moraju biti jednako udaljene od magnetske mijesalice i potpuno uronjene
u vodu kako je prikazano na Slici 7. Proces dijalize traje naredna 24 h tijekom kojih je potrebno
promijeniti vodu u kojoj se nalaze membrane minimalno tri puta. Uzorak Cestica nanoselena
prenosi se iz dijalizijskih membrana u tikvice s okruglim dnom te se podvrgava daljnjim

postupcima.
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Slika 7: Prikaz dijalize nanoselena (Fotografija: Karla Vitlov)

Nakon provedene dijalize sintetiziranih uzoraka nanoselena isti se uparavaju na rotavaporu.
Prethodno dobivena reakcijska smjesa sadrzava Cestice nanoselena, ali 1 sva otapala koriStena
prilikom sinteze. Kako bi se Cestice nanoselena mogle podvrgnuti daljnjim ispitivanjima
sintetizirani uzorak potrebno je ukoncentrirati. Pocetni volumeni prije procesa uparavanja i

kona¢ni volumeni nakon procesa uparavanja svakog pojedinacnog uzorka prikazani su u Tablici
3.
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Tablica 3: Volumeni uzoraka prije uparavanja i volumeni uzoraka nakon uparavanja

Volumen nakon
Ukupni volumen
Kratica uzorka uparavanja na
nakon sinteze (mL)

rotavaporu (ml)
PRr 29 3
PMr 29 2
FRp 14,5 2
PMp 14,5 2
nSePVP 14,5 2
nSePS 30 10
bnSePVP 30 10
bnSePS 30 10

PRr — biogeni nanoselen inkapsuliran sirovim pektinom rajcice; PMr — biogeni nanoselen inkapsuliran sirovim pektinom
mandarine;, PRp — biogeni nanoselen inkapsuliran prociséenim pektinom rajcice; PMp — biogeni nanoselen inkapsuliran
prociscenim pektinom mandarine; nSePVP — sintetski nanoselen inkapsuliran polivinilpirolidonom; nSePS — sintetski nanoselen
inkapsuliran polisorbatom, bnSePVP — biogeni nanoselen inkapsuliran ekstraktom komine masline i polivinilpirolidonom,

bnSePS — biogeni nanoselen inkapsuliran ekstraktom komine masline i polisorbatom

3.6. Simulacija gastrointestinalne (GI) digestije

Kako bi se ispitala gastrointestinalna stabilnost nanoselena prethodno sintetizirani uzorci
podvrgnuti su standardiziranoj in vitro metodi simulacije digestije. Metoda GI digestije koriStena
u ovom istrazivanju temeljila se na radu Minekus i sur., (2014) uz odredene modifikacije. Static¢ki
model GI digestije oponasa fizioloske uvjete u gastrointestinalnom traktu kojima su izloZene
oralno unesene tvari. Model koriSten u ovom istrazivanju sastoji se od dva sukcesivna koraka. Prvi
korak simulira zelucane uvjete, dok drugi korak simulira uvjete u dvanaesniku odnosno tankom
crijevu. U svakom navedenom koraku ispitivanim uzorcima dodane su sintetizirane
gastrointestinalne tekucine, otopine enzima, soli, kiselina i luzina karakteristicnih za svaku
pojedinac¢nu fazu digestije. Takoder, pH je optimiziran nakon svakog sukcesivnog koraka. Kako
bi simulirana GI digestija bila slicnija fizioloSkim uvjetima, reakcijske smjese inkubiraju se u
vodenoj kupelji na 37°C tijekom 2 sata uz stalno mijeSanje brzinom od 170 rpm. Shematski prikaz

digestije prikazan je na Slici 8.
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UZORCI:
*PRr, PMr, PRp, PMp, nSePVP, nSePS, bnSePVP, bnSePS

GASTRICNA FAZA:
*Reagensi: SGF, pepsin, CaCl,, HCI, miliQ voda

*pH: 3
* Uvjeti inkubacije: 37°C, 2 sata, 170 rpm
.

INTESTINALNA FAZA:

*Reagensi: SIF, pankreatin, zu¢ne soli, CaCl,, NaOH, miliQ voda
*pH: 7
*Uvjeti inkubacije: 37°C, 2 sata, 170 rpm

-

Slika 8: Shematski prikaz procesa digestije

PRy — biogeni nanoselen inkapsuliran sirovim pektinom rajcice; PMr — biogeni nanoselen inkapsuliran sirovim pektinom
mandarine; PRp — biogeni nanoselen inkapsuliran prociséenim pektinom rajcice; PMp — biogeni nanoselen inkapsuliran
prociséenim pektinom mandarine; nSePVP — sintetski nanoselen inkapsuliran polivinilpirolidonom; nSePS — sintetski nanoselen
inkapsuliran polisorbatom; bnSePVP — biogeni nanoselen inkapsuliran ekstraktom komine masline i polivinilpirolidonom;

bnSePS — biogeni nanoselen inkapsuliran ekstraktom komine masline i polisorbatom

3.6.1. Priprema reagensa

e SGF otopina (simulated gastric fluid (25 000 U mL™)): pomijesati 8,625 mL KCl, 1,125
mL KoHPO4, 15,625 mL NaHCOs3, 14,75 mL NaCl, 0,5 mL MgCIl2(H20)s, 0,625 mL
CHsNO3 1 1,625 mL HCI (6M) u odmjernu tikvicu od 500 mL i nadopuniti miliQ vodom
do oznake. pH vrijednost otopine podesi se na 3 pomoc¢u 1 M NaOH ili 1 M HCI.

e SIF otopina (simulated intestinal fluid (800 U mL™)): pomijesati 8,5 mL KCI, 1 mL
K2HPO4, 53,125 mL NaHCO3, 12 mL NaCl, 1,375 mL MgCl2(H20)6 1 0,875 mL HCI (6
M) u odmjernu tikvicu od 500 mL i nadopuniti miliQ vodom do oznake. pH vrijednost
otopine podesi se na 7 pomo¢u 1 M NaOH ili 1 M HCL

e (CaCl2(H20)2(0,3 M): izvagati 4,41 g CaClz1 otopiti u 100 mL miliQ vode

e Pepsin: izvagati 50 mg pepsina i otopiti u 1 mL SGF otopine
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e Pankreatin: izvagati 8 mg pankreatina i otopiti u 1 mL SIF otopine
e Zuéne soli: izvagati 65,37 mg Zuénih soli i otopiti u 1 mL miliQ vode

e NaOH (1 M): izvagati 4 g NaOH i otopiti u 100 mL miliQ vode

3.6.2. Postupak provodenja gastricne faze digestije

U Falcon kivete pomijesa se 600 pL prethodno pripremljenog uzorka s 1875 uL SGF otopine, 400
uL svjeze pripremljenog pepsina, 1,25 pL. CaClz (0,3 M) i 50 uL HCI1 (1 M). Zatim je potrebno
provjeriti pH pripremljene otopine i podesiti ga na 3 pomoc¢u HCI (6 M). pH otopine optimizira se
pH-metrom s kombiniranom staklenom elektrodom. U otopinu se naposljetku dodaje 174 pL miliQ
vode. Uz pripremu reakcijskih smjesa za gastri¢nu fazu digestije paralelno se priprema i slijepa
proba na isti na¢in, osim §to je u otopinu umjesto uzorka potrebno staviti isti volumen miliQ vode.
Potom se Falcon kivete dobro zatvore parafilmom, a sadrzaj se homogenizira na Vortex mijesalici.
Tako pripremljene reakcijske smjese i slijepa proba prenose se u termostatiranu kupelj s

muckalicom. Uzorci se inkubiraju na 37°C tijekom 2 sata uz stalno mijeSanje brzinom od 170 rpm.

3.6.3. Postupak provodenja intestinalne faze digestije

Reakcijskim smjesama i slijepoj probi nakon provodenja gastricne faze digestije dodaje se 2750
uL SIF otopine, 1250 uL svjeze pripremljenog pankreatina, 625 pL. Zu¢nih soli, 10 pL CaCl2 (0,3
M) 1 37,5 uL NaOH (1 M). Zatim je potrebno provjeriti pH pripremljene otopine i podesiti ga na
7 pomoc¢u NaOH (1 M). pH otopine optimizira se pH-metrom s kombiniranom staklenom
elektrodom. U otopinu se naposljetku dodaje 328 pL miliQ vode. Potom se Falcon kivete dobro
zatvore parafilmom, a sadrzaj se homogenizira na Vortex mijeSalici. Tako pripremljene reakcijske
smjese i slijepa proba prenose se u termostatiranu kupelj s muckalicom. Uzorci se inkubiraju na

37°C tijekom 2 sata uz stalno mijeSanje brzinom od 170 rpm.

3.7. UV-Vis spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije nanoselena

UV-Vis spektrofotometrija je analiticka metoda koja se koristi za kvantitativno odredivanje
sadrzaja uzoraka. Osnovni princip rada ove metode je apsorpcija elektromagnetskog zracenja
odredene valne duljine u kojoj je energija takvog zraenja proporcionalna valnoj duljini.

Ultraljubicasti dio spektra obuhvaca valne duljine u rasponu 190 — 380 nm, a vidljivi dio spektra
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obuhvaca valne duljine u rasponu 380-800 nm. Analizirani uzorak apsorbira zracenje i njegovi
elektroni prelaze iz osnovnog u pobudeno energetsko stanje. Pobudeno energetsko stanje je

nestabilno i elektroni se vracaju u osnovno stanje uz emisiju energije (Picollo i sur., 2018).

Spektrofotometar je uredaj kojim se provodi analiza uzorka, a njegovi osnovni dijelovi prikazani
su na Slici 9. Sastoji se od izvora elektromagnetskog zracenja, monokromatora koji na uzorak
propusta svjetlost odredene valne duljine, kivete koja sluzi kao nosa¢ uzorka i detektora koji mjeri

intenzitet propustenog zracenja izrazen kao apsorbancija.

Intenzitet
c propustenog
=" EM zratenja
=

Intenzitet ulaznog
EM zratenja

ly |

(=]
Monokromator = f\f\f'\/ A=0,075

=

=
&
+

> Detektor

lzvor elektromagnetskog
zradenja (UV/VIS L
ratenje) Kiveta duljine puta L
koja sadrdi uzorak
konentracije
¢ (maliL)

Slika 9: Shematski prikaz spektrofotometra (Preuzeto s:
https://repozitori].fkit.unizg. hr/islandora/object/fkit%634402/datastream/PDF/view)

Beer-Lambertov zakon je matematicki izraz koji sluzi za izrazavanje koncentracije tvari u

mjerenom uzorku i glasi:

A =log (Iy/I) = ecl
A je apsorbancija uzorka izmjerena na odredenoj valnoj duljini i jednaka je logaritmu omjera
ulaznog zracenja (lo) i izmjerenog zracenja (I). € je molarni apsorpcijski koeficijent (L/mol cm), 1
je duljina puta kroz uzorak (cm), a ¢ je molarna koncentracija tvari u mjerenom uzorku (mol/L).

1z prikazane formule vidljivo je da je apsorbancija proporcionalna koncentraciji mjerene tvari u

uzorku. Linearna ovisnost apsorbancije o koncentraciji nanoselena upotrijebljena je u analizi
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sintetiziranih uzoraka nanoselena ¢ije Cestice zbog karakteristine crvene boje apsorbiraju u

vidljivom dijelu spektra (Fardsadegh i Jafarizadeh-Malmiri, 2019).

3.7.1. Postupak izrade bazdarnih dijagrama na 340 nm i 405 nm

Nanoselen u vidljivom spektru pokazuje dva apsorpcijska maksimuma, na 340 1 405 nm. U svrhu
istrazivanja mogucnosti spektrofotometrijske kvantifikacije nano oblika selena u reakcijskoj
smjesi napravljeni su bazdarni dijagrami ovisnosti apsorbancije o koncentraciji nanoselena u
smjesi nakon provedbe ¢iS¢enja uzorka nanoselena dijalizom, a uz pretpostavku 100%-tne

konverzije selenita u elementarni selen.

Kao ishodi$na otopina za izradu bazdarnih dijagrama upotrijebljena je otopina uzorka nSePVP iz

kojeg je pripremljen je koncentracijski niz otopina razrjedivanjem s miliQ vodom (7ablica 4).

Tablica 4: Izrada koncentracijskog niza otopina

Oznaka

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 B
uzorka
Koncentracija
(Na:5eQa)/ | 0,596 | 0447 [ 0,298 | 0,224 | 0,149 | 0,112 | 0075 | 0,056 | 0,037 | 0,028 | 0,019 0
mg mL"!
Vurorka /pl. | 200 150 100 75.2 50 376 2572 18.8 12.4 94 64 0
K thu%Hsz 0 50 100 | 1248 | 150 | 1624 | 1748 | 1812 | 1876 | 1906 | 193,6 | 200 |
B—

slijepa proba

Uzorci se pipetiraju u triplikatu na plocu s jazicama volumena 200 pL; plo€a s uzorcima stavlja se
u Cita¢ mikrotitarskih ploca i vrs$i se mjerenje na 2 valne duljine od 340 nm i 405 nm. Nakon
statistiCke obrade rezultata dobivena su dva bazdarna dijagrama na 340 nm (Slika 10) i 405 nm

(Slika 11).
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A-B

A340nm y = 4.1714x + 0.0284
R2=0.9979

2.5

1.5

0.5

Y Na,SeO; (mg/mL)

Slika 10: Bazdarni dijagram otopine uzorka nSePVP na 340 nm

A-B

y = 5.4214x + 0.0191
A405nm R?=0.9983

1.8
1.6
14
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35

Y Na,SeO; (mg/mL)

Slika 11: Bazdarni dijagram otopine uzorka nSePVP na 405 nm
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3.7.2. Postupak provodenja UV-Vis spektrofotometrijskog mjerenja

Mjerenje koncentracija nanoselena u analiziranim uzorcima provedeno je na nacin da je 600 pL
uzorka razrijedeno je s 3100 uL miliQ vode. Kao slijepa proba koristena je miliQ voda. Po dvije
paralele svakog pojedinacnog uzorka nakon provedene gastri¢ne i intestinalne digestije
pipetirane su na plocu s jaZzicama u volumenu od 200 pL u duplikatu (n=4). Jedna paralela

pripadajuce slijepe probe pipetirana je u Cetveroplikatu.

3.8. Statisticka analiza

Sve analize provedene su u Cetveroplikatu. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti +
standardne devijacije. Analiza navedenih podataka i izrada grafic¢kih prikaza provedena je pomocu
Microsoft Office Excel i GraphPad Prism 9 programskog paketa. Dobiveni rezultati usporedeni su
koristenjem jednosmjerne analize varijance (one-way ANOVA) s post hoc Tukey testom, a

vrijednosti p < 0,05 pokazuje statisticki znacajnu razliku izmedu uzoraka.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Optimizacija UV-Vis spektrofotometrije

Sintetizirane Cestice nanoselena analizirane su metodom UV-Vis spektrofotometrije na dvije valne
duljine od 340 nm i 405 nm. Usporedbom bazdarnih dijagrama prikazanima na Slici 10 1 Slici 11
1 koeficijenata korelacije dobivenih jednadzbi pravaca vidljivo je da na obje valne duljine postoji
linearna ovisnost apsorbancije o koncentraciji nanoselena (R2 340 nm=0.9979; R2 405
nm=0.9983) medutim, veca osjetljivost postize se na valnoj duljini od 405 nm. Stoga su sva

mjerenja u ovom istrazivanju provedena na 405 nm.

Svi naredno prikazani rezultati mjerenja i analiza stabilnosti Cestica nanoselena obradeni su na

valnoj duljini od 405 nm.

4.2. Gastrointestinalna stabilnost ¢estica nanoselena
U ovom radu istrazena je gastricna i intestinalna stabilnost nanocestica selena sintetiziranih

primjenom razli¢itih inkapsulacijskih/redukcijskih sredstava.

Mjerenjem apsorbancije na karakteristicnoj valnoj duljini dobivene su koncentracije

gastrostabilnog nanoselena koje su izrazene kao koncentracija (g/L) (Slika 12).
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GIT STABILNOST

= total gastricna Hintestinalna
1.4

1.2

0.8

0.6

g/L (405 nm)

0.4

0.2

nSePS  bnSePS nSePVP

PRr PRp PMr PMp

Slika 12: Prikaz gastrointestinalne stabilnosti istraZivanih uzoraka.

GIT- gastrointestinalna, total — koncentracija nanoselena prije simulacije probave; gastricna —
koncentracija nanoselena nakon simulacije probave u zelucu, intestinalna — koncentracija
nanoselena nakon simulacije probave u tankom crijevu; nSePS — sintetski nanoselen
inkapsuliran polisorbatom; bnSePS — biogeni nanoselen inkapsuliran ekstraktom komine
masline i polisorbatom; nSePVP — sintetski nanoselen inkapsuliran polivinilpirolidonom;
bnSePVP — biogeni nanoselen inkapsuliran ekstraktom komine masline i polivinilpirolidonom,
PRy — biogeni nanoselen inkapsuliran sirovim pektinom rajcice; PRp — biogeni nanoselen
inkapsuliran prociséenim pektinom rajcice; PMr — biogeni nanoselen inkapsuliran sirovim

pektinom mandarine; PMp — biogeni nanoselen inkapsuliran prociséenim pektinom mandarine
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Relativna promjena koncentracije nanoselena tijekom gastri¢ne digestije izraCunata u odnosu na

pocetnu koncentraciju (total) prikazana je na Slici 13.

120 112.8
105.2

100

80

40 294

23.9 20.3
20 15.4

6.6 3.3

nSePS bnSePS  nSePVP  bnSePVP PRr PRp PMr PMp

Slika 13: Promjene koncentracije nanoselena u analiziranim uzorcima nakon

simulacije gastricne probave.

nSePS — sintetski nanoselen inkapsuliran polisorbatom; bnSePS — biogeni nanoselen
inkapsuliran ekstraktom komine masline i polisorbatom; nSePVP — sintetski nanoselen
inkapsuliran polivinilpirolidonom, bnSePVP — biogeni nanoselen inkapsuliran ekstraktom
komine masline i polivinilpirolidonom; PRr — biogeni nanoselen inkapsuliran sirovim pektinom
rajcice; PRp — biogeni nanoselen inkapsuliran prociscenim pektinom rajcice; PMr — biogeni
nanoselen inkapsuliran sirovim pektinom mandarine; PMp — biogeni nanoselen inkapsuliran

prociséenim pektinom mandarine

Kao $to je prikazano na Slici 12, koncentracije nanoselena u gastri¢noj frakciji, nakon provedene

digestije kretale su se od 0,4 g/L (bnSePS) do najvise 1,3 g/L (nSePVP).

Usporedbom koncentracija nanoselena u originalnim uzorcima i uzorcima nakon provedene
gastricne digestije vidljivo je povecanje koncentracije nanoselena u svim istrazivanim uzorcima,

bez obzira na upotrijebljeno inkapsulacijsko sredstvo.

S obzirom na to da su analizirani uzorci nakon sinteze dijalizirani te nisu sadrZavali ostatke

anorganskog selena ili redukcijskog sredstva, navedeno opazanje najvjerojatnije je posljedica
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raspada vec¢ih nanocestica na Cestice manjeg promjera, ¢ime im se povecava broj u reakcijskoj
smjesi, a stoga i apsorbancija. lako navedeno opazanje ukazuje na nestabilnost sustava u uvjetima
niskog pH, vazno je primijetiti da selen ipak nastavlja egzistirati u nano-obliku (odnosno u
elementarnom stanju). Takoder, smanjenje promjera nanocestice moze ukazivati na povecanje
biodostupnosti. Naime, nanocestice promjera manjeg od 100 ili 200 nm imaju znacajno bolju
bioraspolozivost od vecih nanocestica (Wang 1 sur., 2020). S druge strane, manje nanocestice su
Cesto 1 toksi¢nije stoga je za procjenu znacaja ovog ucinka nuzno provesti dodatna istrazivanja
mjerenja promjera nanocestica. Najveci porast apsorbancije primijecen je kod nanocestica nSePVP
ili bnSePVP (porast koncentracije nanocestica redom 105% 1 113%) $to ukazuje na njihovu
najvecu nestabilnost u uvjetima zeluca. Ostale nanocestice pokazale su bolju stabilnost kod kiselog
pH te je koncentracija porasla u rasponu od 6,7% (nSePS) do 29,4% (PRr). Dodatak komine
masline u reakcijsku smjesu, nije znacajno utjecao na gastri¢nu stabilnost uzoraka inkapsuliranih
PS-om ili PVP-om $to je vidljivo iz medusobne usporedbe uzoraka nSePS i bnSePS te nSePVP 1
bnSePVP primjenom Studentovog t-testa gdje je utvrdeno da opaZene razlike nisu statisti¢ki
znacajne. S obzirom na to da je u okviru preliminarnih istrazivanja utvrdeno kako se dodatkom
EKM u reakcijsku smjesu poboljSavaju funkcionalna svojstva nastalih nanocestica (primarno
njihova reduktivna i antiradikalna sposobnost) podatak o tome da EKM ne utjece negativno na
gastri¢nu stabilnost nastalih sustava dodatno govori u prilog njegovoj primjeni u biogenoj sintezi

nanoselena.

Usporedbom razli€itih pektina kao prirodnih inkapsulacijskih sredstava u sintezi nanoselena
utvrdeno je kako oni pokazuju razliCite, ali usporedive ucinke na gastri¢nu stabilnost nanoselena.
Promjene koncentracija biogenog nanoselena inkapsuliranog pektinima mijenjale su se od 15,4 %
(PMp) do 29,4% (PRr) pri ¢emu je pektin iz kore mandarine rezultirao nastankom stabilnijih
nanocestica (u odnosu na pektin rajcice), a veca stabilnost postignuta je koriStenjem prociséenih

frakcija pektina (u odnosu na neprociscene frakcije).

Nakon provedene intestinalne digestije koncentracije nanoselena kretale su se od 0,30 g/L (PRr)
do 1,1 g/L (nSePS) (Slika 12). U veéini analiziranih uzoraka koncentracije nanoselena nakon
provedene intestinalne digestije bile su znac¢ajno manje nego nakon provedbe gastricne digestije,
osim u uzorcima inkapsuliranim PS-om (nSePS i bnSePS) gdje nije doslo do statisticki znacajnih

promjena. Promjene u koncentraciji nanoselena koje su se dogodile tijekom simulacije probave u
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tankom crijevu (a izracunate u odnosu na koncentracije prisutne nakon gastricne digestije)

prikazane su na Slici 14.

30

20 17.7

10054

nSePS  bnSePS nSePVP bnSePVP PRr PRp PMr PMp

-30 -25.5

-40 -33.8

-40.6 -39.7 -39.7
-50

-60
-61.4
-70

Slika 14: Promjene koncentracije nanoselena u analiziranim uzoraka nakon

simulacije intestinalne probave

nSePS — sintetski nanoselen inkapsuliran polisorbatom; bnSePS — biogeni nanoselen
inkapsuliran ekstraktom komine masline i polisorbatom; nSePVP — sintetski nanoselen
inkapsuliran polivinilpirolidonom, bnSePVP — biogeni nanoselen inkapsuliran ekstraktom
komine masline i polivinilpirolidonom; PRr — biogeni nanoselen inkapsuliran sirovim pektinom
rajcice; PRp — biogeni nanoselen inkapsuliran procis¢enim pektinom rajcice; PMr — biogeni
nanoselen inkapsuliran sirovim pektinom mandarine; PMp — biogeni nanoselen inkapsuliran

prociscéenim pektinom mandarine

Sa Slike 14 vidljiv je razliCit trend promjena nanocestica inkapsuliranih polisorbatom u odnosu na
sve ostale nanocCestice. Koncentracija nanocestica nSePS nije se znac¢ajno promijenila u uvjetima
tankog crijeva, dok je kod bnSePS nanocestica doslo do poveéanja koncentracije, vjerojatno zbog

razgradnje vec¢ih nanocestica na manje.
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Kod svih ostalih uzoraka zamjetno je znacajno smanjenje koncentracija nanocestica, nakon $to su
bile podvrgnute simulaciji digestije u tankom crijevu. Navedena promjena moze biti posljedica ili
potpunog raspada nanocestica i oksidacije elementarnog Se ili nastajanja aglomerata zbog utjecaja
alkalnog pH 1 Zu¢nih soli. Najnestabilnije su Cestice inkapsulirane polivinilpirolidonom te se
njihova koncentracija u tankom crijevu smanjila za vise od 60%. Dodatkom EKM u reakcijsku

smjesu dobivene su nanocestice znacajno otpornije prema intestinalnim uvjetima.

Nanocestice selena inkapsulirane pektinima raj¢ice 1 mandarine takoder su se dijelom
raspadale/aglomerirale u uvjetima tankog crijeva. Najmanje se smanjio udio nanocestica
inkapsuliranih proc¢i§¢enim pektinom iz kore mandarine (25,5%), dok su ostale Cestice
inkapsulirane pektinima bile nestabilnije te su utvrdena smanjenja koncentracije u rasponu od

39,7%-40,6%.

Istrazivanja stabilnosti nanocestica u uvjetima probavnog trakta relativno su malobrojna, a

bioraspolozivost selena u obliku nanocestica vrlo je slabo istrazena.

Huang i sur., (2019) u svom radu analiziraju nanocestice resveratrola s proteinima izoliranima iz
kukuruza uz upotrebu pektina iz kore citrusa kao inkapsulacijskog sredstva. Takve nanocestice
podvrgnute su simuliranoj gastrointestinalnoj digestiji. Analizom nanocestica u razli¢itim fazama
digestije zakljuceno je kako su nanocestice s pektinom kao inkapsulacijskim sredstvom podlozne
degradaciji u obje faze digestije Sto je u skladu s rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju.
Naime, selenove nanocestice s pektinom kao inkapsulacijskim sredstvom analizirane u ovom radu
pokazuju isti trend degradacije nakon gastri¢ne digestije, dok nakon intestinalne digestije pokazuju
podloznost aglomeraciji. Sun 1 sur., (2020) istrazili su gastrointestinalnu stabilnost nanocestica
kurkumina s karagenanom 1 polisorbatom kao inkapsulacijskim sredstvima te i oni zakljucuju kako
su takve nanocestice podlozne degradaciji u obje faze digestije. Takvi rezultati sukladni su
rezultatima ovog istrazivanja u kojem nanocestice s polisorbatom kao inkapsulacijskim sredstvom

takoder pokazuju podloznost degradaciji nakon gastri¢ne 1 intestinalne digestije.

Sadrzaj Cestica nanoselena nakon provedene gastrointestinalne digestije u ovom istrazivanju
procijenjen je primjenom spektrofotometrije u vidljivom podru¢ju. Promjene apsorbancije ukazuju
na promjenu koncentracije nanocestica u sustavu, pri ¢emu porast apsorbancije ukazuje na raspad
postojecih nanoCestica na manje, a smanjenje apsorbancije na potpunu degradaciju i oksidaciju

elementarnog nanoselena ili aglomeraciju manjih u veée nanocestice. Stoga je za dobivanje
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detaljnijeg uvida nuzno kombinirati spektrofotometrijsko odredivanje s toc¢nijim/selektivnijim
metodama odredivanja (raspodjele) veli¢ine nanocestica — metodom diferencijalnog rasprsenja

svjetlosti ili metodama elektronske mikroskopije.

4.3. Biodostupnost nanocestica selena

Biodostupna frakcija lijeka/dodatka prehrani/nutrijenta podrazumijeva onu njegovu koli¢inu koja
nakon procesa probave dospije do mjesta apsorpcije (epitela tankog crijeva). Stoga je, uz
pretpostavku ekvivalentne apsorpcije nanocestica selena razli¢ite veli¢ine, moguce na temelju
dobivenih rezultata procijeniti biodostupnost analiziranih nanocestica. Dobiveni rezultati
prikazani su na Slici 15. Sa slike je vidljivo da je usprkos znacajnim promjenama koje su se
dogodile tijekom procesa probave, biodostupnost analiziranih ¢estica zadovoljavajuca te se krece
od 72,5 % (PMr) do 140,9% (bnSePVP). Najvecu biodostupnost imale su nanocestice sintetizirane
primjenom sintetskih inkapsulacijskih sredstava, a osobito kada su ta inkapsulacijska sredstva
kombinirana s ekstraktom komine masline. Adhezija polifenola iz EKM na povrSinu selenovih
nanocCestica rezultirala je boljom stabilnoS¢u u wuvjetima probavnog trakta, vjerojatno

sprjeavanjem aglomeracije u tankom crijevu.
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Slika 15: Biodostupnost analiziranih nanocestica selena

nSePS — sintetski nanoselen inkapsuliran polisorbatom; bnSePS — biogeni nanoselen
inkapsuliran ekstraktom komine masline i polisorbatom; nSePVP — sintetski nanoselen
inkapsuliran polivinilpirolidonom, bnSePVP — biogeni nanoselen inkapsuliran ekstraktom
komine masline i polivinilpirolidonom; PRr — biogeni nanoselen inkapsuliran sirovim pektinom
rajcice; PRp — biogeni nanoselen inkapsuliran procis¢enim pektinom rajcice; PMr — biogeni
nanoselen inkapsuliran sirovim pektinom mandarine; PMp — biogeni nanoselen inkapsuliran

prociséenim pektinom mandarine

Biogene nanocestice inkapsulirane pektinima pokazale su nizu, ali zadovoljavajucu biodostupnost
koja se kretala od 72,5% do 86%. Pri tome odabir vrste pektina, kao ni odabir sirove/procis¢ene
frakcije nije znacajno utjecao na biodostupnost, s iznimkom prociS¢ene frakcije pektina iz kore

mandarine za koju je zabiljezena statisticki znac¢ajno veéa biodostupnost u odnosu na ostale uzorke

s pektinima.
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5. ZAKLJUCCI

Kiseli uvjeti u gastricnoj fazi digestije (pH = 3) 1 prisutnost pepsina uzrokuju povecanje
koncentracije nanocestica selena neovisno o koriStenom inkapsulacijskom sredstvu pri cemu
najviSe raste koncentracija nanocCestica inkapsuliranih polivinilpirolidonom (nSePVP i
bnSePVP).

Porast koncentracije nanocestica rezultat je raspada ve¢ih nanocestica na manje.

Dodatak komine masline u reakcijsku smjesu (koji rezultira povecanjem antioksidativne
aktivnosti nanocestica) nije znacajno utjecao na gastri¢nu stabilnost uzoraka inkapsuliranih
PS-om ili PVP-om (bnSePS ili bnSePVP).

Koncentracije Cestica nanoselena inkapsuliranih pektinima porasle su tijekom gastri¢ne
probave. Pektin iz kore mandarine i prociS¢ene frakcije pektina rezultirale su nastankom
stabilnijih nanocestica.

Tijekom intestinalne faze probave (pH = 7, prisustvo pankreatina 1 Zu¢nih soli) dolazi do
znacajnog smanjenja koncentracije nanocestica selena u odnosu na koncentracije prisutne u
gastri¢noj frakciji, neovisno o koriStenom inkapsulacijskom sredstvu. Jedina iznimka su
nanocestice inkapsulirane polisorbatom (nSePS i bnSePS) gdje nije doslo do znacajnih
promjena u koncentraciji ili je ona dodatno povecana.

Razlog smanjenja koncentracije nanocestica moze biti ili aglomeracija postoje¢ih nanocestica
ili oksidacija elementarnog nanoselena.

U uvjetima tankog crijeva najnestabilnije su Cestice inkapsulirane polivinilpirolidonom te se
njihova koncentracija u tankom crijevu smanjila za vise od 60%. Dodatkom EKM u reakcijsku
smjesu dobivene su nanocestice znacajno otpornije prema intestinalnim uvjetima.
Nanocestice selena inkapsulirane pektinima rajfice i mandarine takoder su se dijelom
raspadale/aglomerirale u uvjetima tankog crijeva, ali u puno manjoj mjeri (25,5% -40,6%).
Biodostupnost svih analiziranih ¢estica bila je zadovoljavajuca i kretala se od 72,5% (PMr) do
140,9% (bnSePVP).

Za detaljnije istrazivanje utjecaja probave na svojstva nanocestica selena nuzno je kombinirati
spektrofotometrijsko odredivanje s tocnijim/selektivnijim metodama odredivanja (raspodjele)
veli¢ine nanocestica — metodom dinamickog rasprSenja svjetlosti ili metodama elektronske

mikroskopije.
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7. SAZETAK

Selen je esencijalni element, Cesto deficitaran u svakodnevnoj prehrani. Sve se ¢eS¢e preporucuje
kao dodatak prehrani u ljekarni¢koj praksi, najcesce u obliku selenita ili organskih oblika selena.
Zbog potencijalno boljih farmakokinetickih svojstava, intenzivno se istrazuje mogucénost njegove
per os primjene u obliku nanocestica elementarnog selena. U okviru ovog eksperimentalnog rada
istrazena je mogucénost zelene sinteze nanoselena koriStenjem inkapsulacijskih sredstava izoliranih
iz prehrambenog otpada te je ispitana njihova stabilnost i biodostupnost nakon simulirane
gastrointestinalne digestije, a u odnosu na kemijski sintetizirane nanocestice. U tu svrhu koristeni
su polifenolni ekstrakt komine masline te prociS¢ene i sirove frakcije pektina izoliranih iz kore
mandarine i komine raj¢ice. Promjena koncentracija ¢estica nanoselena nakon postupka probave
mjerena je primjenom UV-Vis spektrofotometrije. Nakon statisticke obrade podataka zakljuceno
je kako odabir inkapsulacijskog sredstva bitno utjece na gastrointestinalnu stabilnost nanoselena.
Nakon gastriéne probave koncentracije nanocestica povecavaju se neovisno o koriStenom
inkapsulacijskom sredstvu. Nakon provedene intestinalne probave dolazi do veéeg ili manjeg
smanjenja koncentracije zelenih nanocestica ovisno o primijenjenom inkapsulacijskom sredstvu.
lako su kemijski sintetizirane nanocestice inkapsulirane polisorbatom pokazale najbolju
gastrointestinalnu stabilnost, biodostupnost svih analiziranih nanocestica bila je zadovoljavajuca i

kretala se u intervalu od 72,5% do 140,9%.
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SUMMARY:

Selenium is an essential element often deficient in the daily diet. That is why selenium dietary
supplements are increasingly recommended in pharmacy practices, most often in the selenite form
or organic forms of selenium. Due to potentially better pharmacokinetics properties nano-forms of
elemental selenium for oral administration are being extensively researched. In this work green
synthesis of nano-selenium particles using food waste isolated encapsulating agents was
investigated. The stability and bioavailability of obtained nanoparticles was tested after simulated
gastrointestinal digestion and compared to chemically synthesised selenium nanoparticles.
Polyphenolic extracts of olive pomace and raw and purified pectin fractions isolated from
mandarin peel and tomato pomace were used as encapsulating agents. The concentration change
of nano-selenium particles after simulated digestion was measured by UV-Vis spectrophotometry.
After statistical analysis it was concluded that the type of the encapsulating agent has a great impact
on the gastrointestinal stability of nano-selenium. After gastric digestion, a concentration increase
of nanoparticles was noticed, regardless of the used encapsulating agent. After intestinal digestion,
the concentration decrease of selenium nanoparticles was observed, and the significance depended
on the encapsulating agent used. Although chemically synthesized nanoparticles encapsulated with
polysorbate showed the best gastrointestinal stability, the bioavailability of all analyzed
nanoparticles was satisfactory and ranged from 72.5% to 140.9%.
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