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1. UvOoD

Polifenoli, bioaktivni spojevi biljnog podrijetla, posliednjih godina nailaze na sve vedu
popularnost medu znanstvenicima, ali i potrosacima, upravo zbog brojnih pozitivnih ucinaka na
ljudsko zdravlje. Brojne vrste voéa pokazale su se kao odli¢an izvor polifenola, ali takoder i agro-
industrijski otpad koji nastaje njihovim procesiranjem (npr. kore, ljuske, stabljike, mekinje itd.).
Banana, tropsko voce iz porodice Musaceae, bogato je nutrijentima i bioaktivnim sastojcima, a
njena kora vrijedan je izvor polifenola, kao to su flavan-3-oli, flavonoli i hidroksicimetne kiseline,
ali i kateholamina, prvenstveno dopamina (Vu i sur., 2018). Kako bi se dobio Sto vedi ekstrakcijski
prinos polifenolnih spojeva, danas se istraZuju brojne inovativne tehnike ekstrakcije, kao Sto su
ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom, mikrovalovima, ekstrakcija subkritic(hom vodom i sl.
Razvoj novih procesa i metoda ekstrakcija moze ne samo povecati vrijednost i znacaj agro-
industrijskog otpada, vec i doprinijeti smanjenju cijena novoformuliranih proizvoda te smanijiti
potrebu za koristenjem nepozZeljnih kemikalija u formulaciji istin. Medutim, bududéi da su polifenoli
nestabilni spojevi, a ¢esto i nepoZeljnog okusa, znanstvenici u podruéju prehrambene tehnologije
razvili su brojne postupke inkapsulacije kako bi se osigurala stabilnost ovih spojeva u probavnom
sustavu Covjeka, a ujedno i maskirao njihov nepoZeljan okus. Liposomi su narocito zanimljivi zbog
svoje kemijske strukture koja ukljucuje lipidni dvosloj, a buduéi da se sastoje od dvije faze, vodene
i lipidne, prikladni su za inkapsulaciju i hidrofilnih i lipofilnih spojeva. Liposomi su prvotno bili
koriSteni za inkapsulaciju enzima, cjepiva i sl. u farmaceutskoj industriji, dok je njihovim primjena

u podrucju prehrambene tehnologije relativno nova disciplina.

Cilj ovog rada je -ekstrahirati polifenolne spojeve iz kore banane primjenom
konvencionalnih i inovativnih tehnika ekstrakcije te provesti inkapsulaciju istih u liposome. U svrhu
karakterizacije dobivenih ekstrakata odredit ¢e se udjeli ukupnih polifenolna, udio dopamina i
antioksidacijski kapacitet, a ekstrakt najboljih bioaktivnih svojstava inkapsulirat ¢e se u liposome.
Formuliranim liposomima odredit Ce se inkapsulacijska ucinkovitost i fizikalno-kemijski parametri

(veli¢ina, zeta potencijal i indeks polidisperzije).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Agro-industrijski otpad

Pod pojmom agro-industrijskog otpada podrazumijevaju se ostaci i nusproizvodi uzgoja i
procesiranja poljoprivrednih i prehrambenih proizvoda, poput Zitarica, voéa, peradi, ribe, drveca
itd. Ovi nusproizvodi bogati su izvor brojnih kemijskih i bioaktivnih sastojaka koji su od velike
vaznosti za mnoge industrije (prehrambenu, kemijsku, petrokemijsku itd.). Preradom agro-
industrijskog otpada moguce je dobiti mnostvo proizvoda, kao Sto su mikrobne kulture, biogorivo,
bioplin, enzimi i sl. koji nalaze primjenu u raznim granama industrije. Medu prednostima zbog
kojih su ove sekundarne biljne sirovine izrazito zanimljive su njihova dostupnost i cijena (Komes
i Seremet, 2019). Naime, bududi da se radi o otpadnim biomasama (npr. kora banane, melasa,
otpadno bilje, mulj, trop grozda itd.) koje su u industriji prisutne u velikim koli¢inama, cijena ovih
sirovina je relativno niska, Sto je velika prednost, kako u prehrambenoj industriji i biotehnologiji,
tako i u ostalim industrijama. Prehrambena industrija stvara veliku koli¢inu nusproizvoda bogatog
bioaktivnim sastojcima, kao 5to su prehrambena vlakna, proteini, polisaharidi, polifenolni spojevi
itd., Sto prije svega predstavlja neiskoristen potencijal koji se raznim inovativnim tehnikama i
metodama biokonverzije moze prevesti u velik broj korisnih proizvoda. Narocito zanimljivi su
polifenolni spojevi koji su posljednjih godina postali predmet brojnih znanstvenih istrazivanja zbog
izrazenog antioksidacijskog kapaciteta uz koji se vezu brojni pozitivni zdravstveni ucinci. Naime,
agro-inudstrijski otpad, koji najéesée ukljucuje ljuske, kore, kostice, stabljike i sl. vrlo ¢esto sadrzi
vedi udio polifenolnih spojeva nego jestivi dijelovi. Pojacana sinteza polifenolnih spojeva u
vanjskim dijelovima biljke nastaje kao rezultat obrane biljke od biljojeda ili patogena, privlacenja
oprasivaca ili zbog direktnog UV zracenja (Brusotti i sur., 2014). U radu Giomara i suradnika
(2014) ekstrakt kore jabuke pokazao se bogatijim polifenolnim spojevima u usporedbi s
ekstraktom jestivog dijela jabuke. Sli¢ne rezultate dobili su Caro i Piga (2008) karakterizacijom
pulpe i ovojnice smokvi odredivsi puno visi udio antocijana (otprilike 188 puta vise) u kori nego u
pulpi smokve, u kojoj antocijani gotovo da nisu ni prisutni. Nadalje, Wijngaard i suradnici (2002)
su analizom bioaktivnog sastava jabuka, kivija i grejpa odredili su veci udio ukupnih polifenola u
kori i sjemenkama u usporedbi sa pulpom plodova te izravnu povezanost udjela polifenolnih

spojeva s antioksidacijskim kapacitetom.

Uz navedene prednosti, uporaba agro-industrijskog otpada predstavlja i velik izazov zbog

ogranic¢enih moguénosti koristenja. Stoga se aktivno radi na otkrivanju novih, inovativnih rjeSenja



koja bi prosirila primjenu agro-industrijskog otpada u industriji, ali i ucinila metode gospodarenja

2.2. Polifenolni spojevi

Polifenoli su bioaktivni spojev, vrlo rasireni u prirodi te su prisutni u mnostvu voca, povrca,
sjemenki i cvijeca (poput grozda, borovnica, maslina, luka i sl.) ali i u prehrambenim pripravcima
(kava, Caj). Osnovna podijela polifenola ukljucuje: flavonoide, fenolne kiseline, stilbene i lignane.
Nadalje, flavonoidi se dijele na flavone, flavonole, flavanone, antocijanidine i izoflavonole, dok se
fenolne kiseline mogu podijeliti na hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline. Podjela polifenola

prema kemijskoj strukturi prikazana je na Slici 1.

Flavonoli

- o

Flavonoidi Flavanoni

- Antocijanidini

Slika 1. Podjela polifenola (Abbas i sur., 2016)

Polifenoli su veoma zanimljivi zbog pozitivnog ucinka na ljudsko zdravlje. Mnoga
znanstvena istrazivanja upucuju na iznimno visoki antioksidacijski kapacitet polifenola, odnosno
na njihovu sposobnost uklanjanja slobodnih radikala. Takoder, postoje mnoga istrazivanja koja
su dokazala pozitivan ucinak polifenola u prevenciji i lje¢enju kardiovaskularnih bolesti, karcinoma,

dijabetesa i pretilosti (Boots i sur., 2008; Cheng i sur., 2007). Naime, dijeta bogata namirnicama



poput voéa, povrca, kakaovih proizvoda, Caja i ostalih namirnica visokog udjela polifenola
pokazala se dobrim odabirom jer smanjuje rizik pojave navedenih bolesti. Primjerice,
antikancerogena svojstva zelenog ¢aja rezultat su djelovanja flavan-3-ola, epigalokatehin galata,
koji pokazuje svojstvo induciranja apoptoze i suzbijanja rasta stanica raka (Abbas i sur., 2016).
Polifenoli takoder neizravno pomazu u borbi protiv dijabetesa tako Sto smanjuju sintezu glukoze
u jetri, ali i smanjenjem aktivnosti enzima poput a-amilaze i a-glukozidaze, koji su ukljuceni u
proces oslobadanja glukoze u probavnom sustavu (Abbas i sur., 2016). Sto se ti¢e smanjivanja
rizika od pojave kardiovaskularnih bolesti, jo§ uvijek nije potpuno jasno koji polifenoli su
najucinkovitiji, no, zbog izrazenih antioksidacijskoin svojstava pokazuju i neka kljucna
kardioprotektivna svojstva, kao Sto su snizavanje krvnog tlaka i poboljSana aktivnost endotelnih
stanica krvnih Zila (Abbas i sur., 2016). Jos jedna velika prednost ovih bioaktivnih spojeva je
sinergisticko djelovanje kako izmedu pojedinih polifenola, tako i s ostalim komponentama hrane,

raznim lijekovima poput kemoterapeutika, itd.

Polifenoli su zbog brojnih pozitivnih uc¢inaka na ljudsko zdravlje i Siroke rasprostranjenosti
u prirodi, od velikog interesa za znanstvenike, nutricioniste i prehrambene inZenjere Sirom svijeta
i premda su tema brojnih istrazivanja, njihova popularnost kontinuirano raste, Sto je vjerojatno
posljedica povecane konzumacije zdravih, prirodnih i vrlo dostupnih namirnica i pi¢a bogatih

polifenolima.

2.3. Inovativne tehnike ekstrakcije

Ekstrakcija je proces izdvajanja jednog ili vise sastojaka od interesa iz neke sirovine ili
smjese, bez utjecaja na samo svojstvo ili strukturu sastojka koji se izdvaja. Medutim,
konvencionalne tehnike ekstrakcije ponekad mogu biti skupe, neproduktivne, ili pak Stetne za
ekstrakcije, razvijene su inovativne tehnike ekstrakcije (Rostagno i sur., 2003). Ekstrakcija
potpomognuta ultrazvukom, ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima i ekstrakcija subkriticnom
vodom, koje ¢e biti opisane u ovom poglavlju, samo su neke od primjera inovativnih tehnika

ekstrakcija.

2.3.1. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom
U posljednjih nekoliko godina primjena ultrazvuka pokazala se vrlo korisnom u
prehrambenoj industriji. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom temelji se ha fenomenu kavitacije

koja se odvija u otapalu na koje se djeluje ultrazvucnim vibracijama preko posebne sonde.



Ultrazvuk se obi¢no primjenjuje u smjesi ¢vrste i tekuce/plinovite faze. Kavitacijski mjehuriéi se
tijekom primjene ultrazvuka stvaraju i komprimiraju, a pojacani tlak i povisena temperatura
dovode do puknuca mjehuri¢a, nakon ¢ega se stvara udarni val koji pospjesuje mijeSanje spoja i
otapala. Ovaj fenomen stvaranja, ekspanzije i implozije kavitacijskog mijehuriéa naziva se
akusti¢na kavitacija (Tiwari, 2015). Na ovaj nacin omogucuje se bolji prijenos mase iz ¢vrste faze

u tekucu ili plinovitu fazu.

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom je inovativna i ,,zelena“ metoda ekstrakcije. Smatra
se ekonomicnijom alternativom konvencionalnim metodama, $to odgovara zahtjevima industrije
koja tezi odrzivom razvoju (d'Alessandro i sur., 2012). Neki primjeri ekstrakcija polifenola iz agro-

industrijskog otpada pomocu ultrazvucnih valova prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Primjeri ekstrakcije polifenola potpomognute ultrazvukom iz agro-industrijskog otpada

Ekstrahirani Frekvencija t
Sirovina ) " : Otapalo Prinos Referenca
spoj/frakcija (kHz) (min) (°C)

Kora 57 Ma i sur.,
Hesperidin 60 60 40 Metanol
mandarine mg/g 2008
L 3,12
Psenicne 70%-tni Wang i
Polifenoli 40 25 60 mg
mekinje etanol sur., 2008
EGK*/g
Komina 50%-tni 33,9 Virot i sur.,
Katehin 24 28 30
jabuke etanol mg/g 2010

*EGK = ekvivalenti galne kiseline

2.3.2. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima inovativna je metoda ekstrakcije koja se temelji
na zagrijavanju smijese otapala i otopljenog analita zraenjem elektromagnetskim valovima.
Princip zagrijavanja smjese pomocu mikrovalova temelji se na utjecaju mikrovalova na molekule
u otopini — primjenom mikrovalova dolazi do prisilne kretnje molekula, Sto rezultira povisenjem
temperature u uzorku, odnosno vrlo brzo dolazi do grijanja otopine iznutra (Eskilsson i Bjérklund,
2000). Takoder, dolazi do pospjeSivanja migracije molekula analita u ekstrakcijsko otapalo. To

otapalo ima sposobnost apsorpcije energije mikrovalova koju proslijedi u obliku toplinske energije.



Otapala koja se primjenjuju u ovoj metodi pokrivaju Sirok spektar polarnosti (od heksana do
vode), a u vecini slucajeva odabrano otapalo posjeduje visoku dielektricnu konstantu Sto mu
omogucuje uspjesno apsorbiranje mikrovalne energije, no, separacijski faktor (koji je ujedno i
mjera uspjesnosti ekstrakcije) moze se modificirati koriStenjem smjese viSe vrsta otapala (Renoe,
1994).

U posljednjih 10-tak godina pokazuje se veliki interes za koriStenjem mikrovalova u
procesima ekstrakcije u laboratorijima Sirom svijeta (Kaufmann i Christen, 2002). Ekstrakcija
mikrovalovima u mnogim slucajevima pokazuje mnogo prednosti u odnosu na tradicionalne
tehnike ekstrakcije, kao Sto su uSteda vremena i otapala te nizi troskovi (Pinela i sur., 2016). Pri
primjeni ove tehnike bitno je obratiti pozornost na procesne parametre i Cimbenike, kao Sto su
odabir otapala, volumen otapala, temperatura i vrijeme ekstrakcije te karakteristike uredaja u
kojem se nalazi uzorak (Eskilsson i Bjorklund, 2000). Iako primjena mikrovalova u postupcima
ekstrakcije pokazuje brojne prednosti, tijekom eksperimenta se takoder mogu javiti odredeni
problemi, poput degradacije termolabilnih spojeva primjenom visih temperatura. Primjeri
ekstrakcije polifenolnih spojeva potpomognutih mikrovalovima (uz koriStene procesne parametre)
prikazani su u Tablici 2.

Tablica 2. Primjeri ekstrakcije potpomognute mikrovalovima

- Jacina
- Ekstrahirani Temperatura :
Sirovina ) " Otapalo mikrovalova  Referenca
spoj/frakcija °O)
W)
_ Rodsamran i
55%-tni
Kora limuna Polifenoli <60 140 Sothornvit,
etanol
2019
_ _ _ 50%-tni Kaderides i
Kora Sipka Polifenoli - 600
etanol sur., 2019
Industrijski _ _ 55%-tni Milutinovic€ i
_ Polifenoli - 170
otpad preslice etanol sur., 2014
_ _ Metanol ili Bouras i sur.,
Kora hrasta Polifenoli 78 45
etanol 2015
Jabuéna _ _ 62%-tni Bai i sur.,
Polifenoli 70 650
komina etanol 2010



2.3.3. Ekstrakcija subkriticnom vodom

Voda je jedno od najbitnijih, najraSirenijih i najviSe koristenih kemijskih spojeva. Osim §to
je neophodna za rast i razvoj gotovo svakog organizma na Zemlji, voda se koristi i u kemijskim
eksperimentima, i to u svim agregatnim stanjima (vodena para, tekuca voda, led), od kojih svako
ima specificna svojstva i karakteristike. No, uporaba vode nije ograni¢ena na uporabu nizih tlakova
i temperatura. Ekstrakcija subkriticnom vodom je inovativna metoda ekstrakcije kod koje se za
proces ekstrakcije koristi voda temperature izmedu 100°C (temperatura vrenja vode pri
atmosferskom tlaku) i 374°C (kriticna temperatura vode), uz dovoljno visok tlak da se ta voda
zadrZi u tekuéem stanju (Shalmashi i sur., 2007). Primjenom temperatura viSih od 374°C, voda
prelazi u superkriticni oblik te daje loSije uvjete za ekstrakciju antioksidacijskih spojeva (Turner i
sur., 2006). U subkriti¢énim uvjetima, vodikove veze izmedu molekula vode se lome te dielektricna
konstanta vode pada; na 250°C i atmosferskom tlaku, dielektricna konstanta vode pada s
uobicajenih 79 na 27, Sto je vrijednost slicna dielektricnoj konstanti etanola pri sobnoj temperaturi
i tlaku (Ramos i sur., 2002). U ovakvim uvjetima ucinkovitost ekstrakcije je visoka, buduci da su

prijenos mase i difuzija znatno poboljSani (Aliakbarian i sur., 2012).

Neki od primjera primjene ekstrakcije subkritichom vodom u industriji (uz koristene
procesne parametre) nalaze se u Tablici 3. Pri uporabi ekstrakcije subkriticnom vodom treba uzeti
u obzir procesne parametre: tlak i temperaturu. PoviSenje temperature koja se koristi za
ekstrakciju moze povecati topljivost spojeva od interesa u subkriticnoj vodi (Shalmashi i sur.,
2007). Medutim, primjena viSih temperatura takoder moze uzrokovati i degradaciju odredenih
termolabilnih spojeva. Ovakav je fenomen, primjerice, zabiljeZzen u radu Shalmashi i suradnika
(2007) koji su istrazivali ekstrakciju kafeina subkriticnom vodom iz otpada proizvodnje ¢aja te su
najvisi prinos uodili primjenom temperature od 175°C, dok je na temperaturi od 200°C prinos bio
33% niZi Sto moze biti rezultat degradacije kafeina na viSim temperaturama (Anekpankul i sur.,
2007).



Tablica 3. Primjeri ekstrakcije subkriticnom vodom

S Ekstrahirani Temperatura
Sirovina Tlak (MPa) Referenca

spoj/frakcija (&(9))

Aliakbarian i sur.,

Grozdana komina Polifenoli 100-140 8-15
2012
Kora krumpira Polifenoli 100-240 6 Singh i sur., 2011
Turner i sur.,
Kora luka Kvercetin 120 5
2006
Otpad _ Shalmashi i sur.,
] . Kafein 175 2-4
proizvodnje Caja 2007
Ljuska pistacija Polifenoli 110-190 6,9 Ersan i sur., 2018

2.4. Kora banane

2.4.1. Karakteristike, uzgoj i uporaba banane

Banana, tropsko voce iz porodice Musaceae, jedno je od najvaznijih i najrasprostranjenijih
voca u svijetu. Bere se tijekom cijele godine i iznimno je cijenjeno zbog plodova visoke nutritivne
vrijednosti i okusa. Banana je drugo najuzgajanije voce u svijetu, a svjetska proizvodnja banane,
koja svake godine raste, je 2018. iznosila 115 milijuna tona (FAO, 2019). Zemlja koja uzgaja
najvisSe banane je Indija koja dominira svjetskim trZziStem banane (27% svjetskog uzgoja), a medu

vece zemlje proizvodace banane spadaju i Kina, Filipini, Ekvador i Brazil.

Plod banane lak$e se probavlja od ostalih voénih vrsta (Mohapatra i sur., 2010) te je tako
vrijeme probave banane u ljudskom tijelu (105 min) ¢ak upola manje od vremena probave jabuke
(210 min) (Sharrock i Lustry, 2000). Na svjetsku popularnost banane takoder utjecu i tekstura
samog ploda, ugodan okus te jednostavna konzumacija (Mohapatra i sur., 2010). Osim Sto se
konzumira u nepreradenom obliku, plod banane moZe se i procesirati u razne proizvode poput
sladoleda, susenog voca, kruha, vina i sl. (Jackson i Badrie, 2003; Ramli i sur., 2009; Sodchit i
sur., 2013). U sastavu banane posebno su zanimljivi razliciti bioaktivni spojevi koji se, osim u

pulpi, nalaze i u kori banane.



2.4.2. Kemijski i bioaktivni sastav kore banane

Kora banane je prvenstveno sastavljena od lignina, pektina, celuloze i spojeva nize
molekulske mase (Vu i sur., 2018), no, kao i sa ostali otpad prehrambene industrije, ista je bogata
i brojnim nutritivnim i bioaktivnim sastojcima. Kora banane bogat je izvor polifenolnih spojeva,
posebice flavan-3-ola (galokatehina i epikatehina), ali i ostalih spojeva kao Sto su dopamin,
hidroksicimetne kiseline i flavonoli (Vu i sur., 2018). Usporedbe radi, kora banane sadrzi mnogo
vise galokatehina nego pulpa banane- Cak 5 puta viSe. Visoki udio galokatehina u kori banane
(158 g/100 g suhe tvari) moZe se povezati i sa izrazito visokim antioksidacijskim kapacitetom
ekstrakta kore banane (Someya i sur., 2002). Buduéi da kora Cini ¢ak 35% ukupne mase ploda
banane (Vu i sur., 2016), a vecina kore se u industriji tretira kao otpad, noviji podaci o zanimljivom
nutritivnom i bioaktivnom sasatvu kore doprinijeli su postepenom iskoriStavanju kore u razne
svrhe. Kora banane se, primjerice, moze koristiti u medicini za tretiranje raznih bolesti, u
poljoprivredi kao sto¢na hrana, kao organsko gnojivo (Kalemelawa i sur., 2012), kao supstrat za
proizvodnju brojnih kemijskih spojeva poput etanola, ksilanaze, lakaze i organskih kiselina
(Karthikeyan i Sivakumar, 2010; Meena i sur., 2015; Okafor i sur., 2007; Osma i sur., 2007) ili
pak u tehnologiji obrade voda kao adsorbens u prociS¢avanju vode (Annadurai i sur., 2002). Jos
jedna vrlo bitna moguénost je koristenje kore banane kao sastojak hrane s dodanom vrijednoséu
(Pathak i sur., 2015).

Kora banane predstavlja znacajan izvor prirodnih antioksidansa jer je bogata raznim
bioaktivnim spojevima koji imaju mnogobrojne pozitivne ucinke na ljudsko zdravlje, zbog ¢ega se
smatra iznimno vaznom sekundarnom biljnom sirovinom. Zbog svega navedenog, ali i zbog
¢injenice da je prilicno jeftin izvor bioaktivnih sastojaka (posebice polifenola), kora banane je
tema mnogih znanstvenih istrazivanja, koja se dijele u 2 podrucja: pronalaZzenje novih,
ucinkovitijih tehnika ekstrakcije polifenola i koristenje polifenola kao funkcionalnih dodataka hrani

ili farmaceutskim proizvodima (Vu i sur., 2018).

2.5. Inkapsulacija polifenola

Kao bioaktivni spojevi koji pokazuju iznimno pozitivne ucinke na ljudsko zdravlje, polifenoli
su od velikog interesa mnogim znanstvenicima, nutricionistima, prehrambenim inzenjerima itd.
Medutim, ucinkovitost polifenola usko je povezana s njihovom stabilnoSc¢u i zadrzavanjem bioloske
aktivnosti (Fang i sur., 2010). Uz problem zadrzavanja stabilnosti ovih spojeva, kao problem javlja

se i sam okus polifenola, koji je u mnogim slu¢ajevima nepozeljan, tako da losa senzorska svojstva



znatno smanjuju njihovu primjenu (Fang i sur., 2010). U svrhu rjeSavanja navedenih problema,
razvijena je tehnologija inkapsulacije koja omogucuje zastitu velikog broja kemijskih spojeva
njihovom ugradnjom u zaStitnu matricu (Thies, 2005), a razvoj novih metoda inkapsulacije ima
sve vecCu primjenu i u prehrambenoj industriji. Danas postoje mnoge metode inkapsulacije, od
kojih se neke vec i koriste na industrijskoj razini (Bordevic¢ i sur., 2015). Ocekuje se da ¢e metode
inkapsulacije biti izvor rjeSenja mnogih problema i zahtjeva prehrambene industrije u buducnosti,
pa su iz tog razloga razvijene i metode koje kombiniraju dva ili vise koraka inkapsulacije kako bi
se dobile multiinkapsulirane forme, koje pokazuju mnogo bolja svojstva: neki od primjera ovakvih
metoda su inkorporacija u liposome, koji inkapsuliraju bioaktivni materijal, ili u hidrogel Cestice
(kako bi se poboljsala stabilnost i produZio rok trajanja proizvoda), suSenje ciklodekstrinskih
kompleksa rasprSivanjem (kako bi se smanjio utjecaj visokih temperatura tijekom susenja)
(Pordevic i sur., 2015) i dr.

Svaka od metoda inkapsulacije daje drugacije proizvode, koji se razlikuju po morfoloskim
svojstvima, a samim time i nacinu primjene. Dva glavna ,oblika", inkapsuliranih sustava su
mononuklearne kapsule (jezgra obavijena ovojnicom) i agregati (mnoStvo jezgara u matrici)
(Schrooyen i sur., 2001). lako se metode inkapsulacije razlikuju u izvedbi, generalno gledajudi,

kod svih postoje tri glavna koraka:

1. formiranje ovojnice oko spoja/sastojka koji se inkapsulira
2. provjera nepropusnosti ovojnice

3. izbjegavanje inkapsulacije neZeljenih materijala (Gibbs i sur., 1999; Mozafari i sur., 2008).
Postoji niz razloga zbog kojih se metode inkapsulacije koriste u prehrambenoj industriji:

1. zastita inkapsuliranog spoja/sastojka od stetnih okolisnih ¢imbenika

2. smanjenje evaporacije ili prijenosa spoja/sastojka u okolinu

3. modifikacija svojstva spoja/sastojka koja omogucava njegovu lak$u uporabu

4. omogucavanje postupnog otpustanja spoja/sastojka u probavnom sustavu Covjeka kroz

vrijeme

o,

maskiranje nepozeljnog okusa
6. odvajanje komponenata smjese koje bi medusobno stupile u kemijsku reakciju (Desai i
Park, 2005).

Neke od mnogobrojnih metoda inkapsulacije su:
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e SuSenje rasprsivanjem

e . Spray cooling/chilling”

o Ekstruzija

e Inkapsulacija pomocu fluidizacije
e Koacervacija

e Inkapsulacija liposomima

o Kompleksiranje

e Centrifugalna separacija

e Liofilizacija

e Kokristalizacija

¢ Tehnologija emulzija (Augustin i Hemar, 2009.; Desai i Park, 2005; Gibbs i sur., 1999).

Kao sto je ve¢ spomenuto, inkapsulacijom polifenola izbjegavaju se odredeni problemi poput
nestabilnosti polifenola, smanjenja biolo3ke aktivnosti i nepoZeljnog okusa koji se inkapsulacijom
maskira. SuSenje rasprsivanjem Kkoristi se jo§ od 50-ih godina proSlog stolje¢a te predstavlja
ekonomicnu i fleksibilnu metodu kojom se dobivaju suhi i stabilni aditivi te dodaci jelima (Desai i
Park, 2005). Kao materijali za inkapsulaciju najcesSce se koriste maltodekstrin, guma arabika,
modificirani Skrob i sl., koji se homogeniziraju s materijalom koji se inkapsulira te se takva smjesa
dodaje u rasprsivac i atomizira, a kapsule koje padaju iz rasprsivaca skupljaju se na dnu uredaja
(Fang i sur., 2010). U ovakvom je procesu bitan odabir odgovarajuce temperature ulaznog plina
(koji je potreban za suSenje), za koju je dokazano da ima iznimno bitan utjecaj na ukupan udio
polifenola u osusenom ekstraktu (Georgetti i sur., 2008). Koacervacija je specificna metoda
inkapsulacije koja ukljuCuje koristenje koloidnih sustava, poput Zelatine, kao sredstva za
formiranje molekularne ovojnice (Fang i sur., 2010). Od ostalih metoda inkapsulacije vazno je
spomenuti i kompleksiranje — postupak u kojem se kao materijali za inkapsulaciju koriste
ciklodekstrini. To su skupina ciklicnih oligosaharida dobiveni iz Skroba, sa Sest, sedam ili osam
glukoznih ostataka povezanih a(1-4) glikozidnom vezom, strukture nalik na cilindar (Fang i sur.,
2010). Buduci da je vanjski dio strukture ciklodekstrina hidrofoban, a unutarnji hidrofilan,
struktura ciklodekstrina je, zbog stvaranja hidrofobnih veza, vrlo povoljno sredstvo za
inkapsulaciju manje polarnih molekula, poput eteri¢nih ulja (Bhandari i sur., 1999; Dziezak, 1998).
Jedna velika prednost ove metode je poboljSavanje topljivosti inkapsuliranin kemijskih spojeva u
vodi, pogotovo ako je rijeC o manje topljivim fitokemikalijama Sto je primjerice uoceno kod

inkapsulacije resveratrola (Lucas-Abellan i sur., 2007), kvercetina (Mercader-Ros i sur., 2010),
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hesperitina (Tommasini i sur., 2005) i mnogih drugih spojeva. Metoda liofilizacije vrlo je raSirena
u prehrambenoj industriji, te podrazumijeva primjenu vrlo niskih temperatura u svrhu susenja i
dehidracije materijala i komponenata koji su osjetljivi na visoke temperature. Inkapsulacija
liofilizacijom postize se na nacin da se komponenta koja se inkapsulira homogenizira sa
materijalom koji se koristi za inkapsulaciju te se nakon toga komponente zajedno liofiliziraju, 5to
rezultira dobivanjem novih, nepredvidivih molekularnih oblika (Fang i sur., 2010). Osim
inkapsulacije polifenola i raznih aroma, liofilizacija se moZe koristiti i u ocuvanju bioaktivnosti
odredenih lijekova (Desai i Park, 2005).

Neki od primjera navedenih metoda inkapsulacije, uz polifenole koji se inkapsuliraju te materijale

koji se koriste za inkapsulaciju, navedeni su u Tablici 4.

Tablica 4. Primjeri primjene razli¢itih metoda u inkapsulaciji polifenola (Fang i sur., 2010)

SusSenje rasprSivanjem  Ekstrakt lista masline Kitozan Kosaraju i sur., 2006
Koacervacija Epigalokatehin galat Zelatina Shutava i sur., 2009
Inkapsulacija ) ) ) .

) ) Kurkumin Liposomi Takahashi i sur., 2009
liposomima
S o _ Delgado-Vargas i sur.,
Liofilizacija Antocijanin Maltodekstrin
2000
o ) ) Lucas-Abellan i sur.,
Kompleksiranje Resveratrol B-ciklodekstrin

2007

2.5.1. Inkapsulacija liposomima

Liposomi su prvi put opisani 1965. godine na SveuciliStu Cambridge u Ujedinjenom
Kraljevstvu, a opisali su ih Bangham i suradnici. Liposomi su molekule sferiénog oblika koje se
sastoje od lipidnog dvosloja, a bududi da se sastoje od dvije faze, vodene i lipidne, prikladni su
za inkapsulaciju i hidrofilnih i lipofilnih spojeva (Fang i sur., 2010). Zbog njihove netoksicnosti,
biokompatibilnosti i biorazgradivosti, koriste se kao ,nosaci“ za velik broj molekula, poput

antimikrobnih spojeva, bojila i antioksidansa (Gibis i sur., 2011), ali i vitamina, enzima i hormona.
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U vodenom mediju, fosfolipidi stvaraju agregate kako bi zastitili svoje hidrofobne dijelove od
utjecaja vode, no, istovremeno zadrzavaju kontakt s vodom pomocu svojih hidrofilnih dijelova
(Emami i sur., 2016). Zbog orijentacije polarnih lipida u vodi, liposomi mogu zarobiti i hidrofilne
molekule otopljene u vodi, ali i lipofilne molekule otopljene u lipidima (Taylor i sur., 2005; Mozafari

i sur., 2008; Thompson, 2005). Shematski prikaz formacije liposoma nalazi se na Slici 2.

a) Fosfolipidi su, zajedno sa hidrofob-
nim spojevima, smjesteni u vodu koja
sadrzava hidrofilne spojeve.

b) Fosfolipidi tvore agregate kako bi
zastitili svoje hidrofobne dijelove od
molekula vode. Hidrofobni spojevi
otopljeni u lipidima su zarobljeni u
lipidnom dvosloju.

¢} Uz dovoljnu koli¢inu energije, agregati
fosfolipida poprimaju ablik zatvorenih,
dvoslojnih vezikula (liposoma). Tijekom
ovog procesa, liposomi u svoju jezgru
mogu zahvatiti hidrofilne spojeve prisutne
u vodenoj otopini.

ﬁ Fosfolipidna molekula
* Hidrofilni spoj

#® Hidrofobni spoj

Slika 2. Shematski prikaz formacije liposoma (Emami i sur., 2016)

Velika prednost uporabe liposoma u postupku inkapsulacije je njihova mogucnost

kontroliranog otpustanja inkapsuliranog materijala u to¢no odredenom trenutku u probavnom
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sustavu Covjeka (Schéfer i sur., 1992). Bioaktivni spojevi inkapsulirani u liposome zasti¢eni su od
djelovanja Zelucanih probavnih enzima te pokazuju vrlo visoku razinu apsorpcije u ljudskom
probavnom sustavu, 3to je vrlo velika prednost za bioloSku aktivnost spojeva (Takahashi i sur.,
2007). Takoder, spojevi inkapsulirani u liposome zasticeni su od raznih Stetnih okoliSnih
C¢imbenika, kao Sto su Stetan utjecaj svjetlosti, kisika, ekstremne pH vrijednosti i visoke

temperature (Taylor i sur., 2007).

Iznimno visoka razina bioloSke aktivnosti spojeva inkapsuliranih u liposome odredena je u
brojnim znanstvenim radovima. Takahashi i suradnici (2009) odredili su porast bioaktivnosti
kurkumina inkapsuliranog u liposome u odnosu na slobodni kurkumin, koji zbog niske topljivosti
u vodi i osjetljivosti na Zelu¢ane sokove pokazuje jako nisku razinu apsorpcije u probavnom
sustavu Covjeka (Fang i sur., 2010). Priprem i suradnici (2008) objavili su povecanu razinu
apsorpcije kvercetina inkapsuliranog u liposomime, u odnosu na slobodni kvercetin. Rezultati su
pokazali da konzumiranje kvercetina inkapsuliranog liposomima moZze smanjiti dozu kvercetina
koja se konzumira (zbog poboljSane apsorpcije) i pritom smanijiti potencijalnu toksi¢nost tog
spoja. Kontinuirani razvoj novih metoda inkapsulacije doveo je i do uvodenja metode ko-
inkapsulacije, odnosno istovremene inkapsulacije dviju ili vise komponenti. U istraZivanju koje su
proveli Coradini i suradnici (2014), resveratrol i kurkumin (prirodni antioksidansi vrlo zastupljeni
u ljudskoj prehrani koji se koriste za prevenciju raznih bolesti) ko-inkapsulirani su pomocu lipidnih
kapsula, koje su nakon inkapsulacije u svojoj strukturi sadrZzavale oba spoja, no, karakteristike
spojeva su zadrzane. Strategija ko-inkapsuliranja resveratrola i kurkumina pritom se pokazala kao
obecavajudi pristup u razvoju ucinkovitih lijekova i prevenciji bolesti povezanih sa oksidacijskim

stresom (Coradini i sur., 2014).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Materijal
3.1.1. Uzorci

Banana (Ekvador, Constanza Organic Bananas) je kupljena u lokalnoj trgovini te je
koriStena je kao biljni materijal za ekstrakciju polifenolnih spojeva. Stupanj zrelosti banana iznosio

je 6 (potpuno zute), a odreden je prema standardnom dijagramu boja (Tapre i Jain, 2012).

3.1.2. Kemikalije

Sve koristene kemikalije bile su visoke analiticke Cistoée (p.a.).

Odredivanje udjela ukupnih polifenola

o Folin-Ciocalteu reagens, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
o 20% otopina natrijevog karbonata (Na,COs), Kemika (Zagreb, Hrvatska)
¢ Galna kiselina, Sigma-Aldrich (St. Louis, SAD)

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS/DPPH metodom

Metanol, Panreac (Barcelona, Spanjolska)

e 0,094 mM otopina 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH), Sigma-Aldrich (St. Louis,
SAD)

¢ 1 mM otopina 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiseline (Trolox), Sigma-
Aldrich (St. Louis, SAD)

e 96%-tni etanol, Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)

e 140 mM otopina kalijevog persulfata, Sigma-Aldrich (St. Louis, SAD)

e 7 mM otopina 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijeve soli

(ABTS), Sigma-Aldrich (St. Louis, SAD)

HPLC analiza

e Metanol, Panreac (Barcelona, Spanjolska)
o Acetonitril, Fisher Scientific (Waltham, SAD)
e Mravlja kiselina, Carlo Erba (Barcelona, Spanjolska)

e HPLC standard dopamina, Sigma Aldrich (St. Louis, SAD)
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Inkapsulacija liposomima

Phospholipon 90G, Lipoid Gmb (Ludwigshafen, Njemacka)
96%-tni etanol, Gram-mol d.o.o0. (Zagreb, Hrvatska)
Kloroform, Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)

Metanol, Pancreac (Barcelona, Spanjolska)

TBARS metoda

Tiobarbiturna kiselina, Sigma Aldrich (St. Louis, SAD)
Trikloroctena kiselina, Sigma Aldrich (St. Louis, SAD)

3.1.3. Aparatura i pribor

Analiticka vaga (New Classic MF, Mettler Toledo)

Erlenmeyer tikvica

Whatman® filter papers 4

Staklene epruvete

Staklene pipete i propipete

Mikropipete (Gibson, SAD)

Falcon epruvete

Termometar

Vodena kupelj

UV-Vis spektrofotometar (Genesys 10S, Thermo Scientific)

Centrifuga (SL8 / 8R, Thermo Scientific)

Magnetska mijeSalica (WiseStir SMHS-6, Witeq)

Mikrofilteri (Nylon Membranes, Supelco, USA)

Liofilizator (Christ, Alpha 1-2 LD plus, Njemacka)

Rotavapor (Buchi Rotavapor R124, Svicarska)

Ultrazvucna kupelj (EImasonic 2 120, Njemacka)

Peristalticka pumpa, Perfusor compact Plus, B.Braun (Hessen, Njemacka)

Uredaj za obradu hrane pulsiraju¢im UV svjetlom, Polytec (Waldbronn, Njemacka)
Micro SYNTH platform (Milestone, Italija)

Agilent Series 1200 kromatografski sustav, Agilent Technologies (Santa Clara, USA)

Malvern Nano-ZS Zetasizer (Malvern, UK)
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3.2. Metode

3.2.1. Priprema uzorka kore banane

Uzorak kore banane primljenjen je na 4 razli¢ita naina, sa i bez blansiranja (100°C, 7
min), uz susenje u suSioniku (30 min, 50 °C) i liofilizaciju (—-47°C, 24 h). BlanSiranje je provedeno
s ciljem inaktivacije enzima polifenol oksidaze te utvrdivanja njegovog utjecaja na stabilnost
polifenolnih spojeva u kori banane, dok je liofilizacija provedena u cilju sprjeCavanja oksidacije
polifenolnih spojeva u prisustvu kisika i visokih temperatura. Na Slici 3 prikazani su provedeni

postupci pripreme uzorka kore banane uz pripadajuce skraéenice.

eLiofilizacija (BiL KB)
eSusenje u susioniku (BiS KB)

eLiofilizacija (NBiL KB)
*SuSenje u susioniku (NBiS KB)

Slika 3. Prikaz provedenih postupaka pripreme kore banane

Nakon provedenih postupaka pripreme, uzorci su usitnjeni i prosijani te se za sve daljnje
analize koristila frakcija veli¢ine ¢estica <450 pum. U svrhu utvrdivanja koja metoda pripreme je

najefikasnija, provela se infuzija — postupak ekstrakcije opisan u poglavlju 3.2.2.1.

3.2.2. Ekstrakcija polifenolnih spojeva iz kore banane

3.2.2.1. Konvencionalne tehnike ekstrakcije

Postupci maceracije, infuzije i dekokcije spadaju u konvencionalne tehnike ekstrakcije.

Sve konvencionalne tehnike ekstrakcije provedene su koristeéi destiliranu vodu kao otapalo, s
jednakim omjerom uzorak/otapalo (1:20, w/v). Maceracija je tehnika ekstrakcije koji se odvija na
sobnoj temperaturi tijekom 48 h. Infuzija podrazumijeva tretiranje uzorka otapalom visoke
temperature (80°C) tijekom 30 min, a u postupku dekokcije uzorak se tretira sa otapalom jos vise
temperature (100°C) tijekom 20 min. Nakon svake ekstrakcije uslijedili su postupci centrifugiranja

(9500 rpm, 20 min) i filtracije. Ekstrakti su skladiSteni na +4 °C do daljnje upotrebe.
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3.2.2.2. Inovativne tehnike ekstrakcije

Sve inovativne tehnike ekstrakcije provedene su koristeci destiliranu vodu kao otapalo, s
jednakim omjerom uzorak/otapalo (1:20, w/v). Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom
provedena je u ultrazvucnoj kupelji nominalne snage od 200 W i frekvencije od 37 kHz tijekom
30 (U30) i 60 (UB0) min. Ekstrakcija subkriticnom vodom (ESV) provedena je na temperaturi od
150°C tijekom 5 min pri tlaku od 30 bar. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (EPM)
provedena je u uredaju Micro SYNTH platform na temperaturi od 50 °C tijekom 5 min. Nakon
svake ekstrakcije uslijedili su postupci centrifugiranja (9500 rpm, 20 min) i filtracije. Ekstrakti su

skladiSteni na +4°C do daljnje uporabe.

3.2.3. Karakterizacija bioaktivnog sastava dobivenih ekstrakata

Odredivanje udjela ukupnih polifenola

Metoda za odredivanje udjela ukupnih polifenola temelji se na kolorimetrijskoj reakciji
Folin-Ciocalteau reagensa (smjesa fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline) s polifenolnim
spojevima pri ¢emu nastaje plavo obojenje Ciji se intenzitet mjeri spektrofotometrijski, a direktno

je proporcionalna udjelu polifenolnih spojeva u ispitivanom uzorku (Singleton i Rossi, 1965).

U staklene epruvete otpipetira se 7,9 mL destilirane vode, 100 uL uzorka, 500 uL Folin-
Ciocalteau reagensa (razrijeden s vodom u omjeru 1:2) te 1,5 mL 20%-tne otopine natrijevog
karbonata (Na;COs) te se reakcijska smjesa u epruvetama dobro izmijeSa. Tako pripremljeni
uzorci ostave se stajati 2 h na sobnoj temperaturi u mraku, nakon ¢ega se mjeri apsorbancija
razvijenog plavog obojenja na 765 nm, u odnosu na slijepu probu. Slijepa proba priprema se na
isti nacin kao i uzorci koji se ispituju, samo umjesto 100 pL uzorka sadrzi isti volumen destilirane
vode. Apsorbanciju slijepe probe potrebno je oduzeti od apsorbancije uzorka te se tako dobivena
vrijednost koristi za izraCunavanje konacnog rezultata. Iz jednadzbe baZdarne krivulje,
konstruirane za standard galne kiseline, koja prikazuje ovisnost apsorbancije o koncentraciji
standarda (mg L), odreduje se udio ukupnih polifenola u ispitivanom uzorku prema formuli:

y =0,0010x — 0,0001 [1]
gdje su:
X — udio ukupnih polifenola (mg L?)

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm
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Odredivanje udjela ukupnih polifenola provodi se u dvije paralele, a rezultati su izrazeni
kao srednje vrijednosti provedenih mjerenja s pripadajuéim standardnim devijacijama u mg
ekvivalenata galne kiseline (EGK) po g suhe tvari uzorka (mg GAE g suhe tvari uzorka).

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

Metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom temelji se na redukciji
DPPH radikala (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) u metanolnoj otopini koja je pracena kolorimetrijskom
reakcijom. DPPH radikal radi nesparenog elektrona pokazuje jaku apsorpciju u vidljivom dijelu
spektra (515 nm). U prisutnosti elektron donora- AH (antioksidans koji gasi slobodne radikale)
dolazi do sparivanja elektronskog para DPPH radikala te do promjene ljubicaste boje otopine u
Zutu, Sto se prati mjerenjem apsorbancije u opadanju (Brand-Williams i sur., 1995).

Pripremi se 0,094 mM otopina 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH) u metanolu.
Apsorbancija te otopine na 515 nm mora biti 1,00 =+ 0,02. U epruvetu se otpipetira 100 pL uzorka
i doda 3,9 mL otopine DPPH te se nakon 30 min po dodatku otopine DPPH mjeri apsorbancija pri
515 nm. U slijepu se probu umjesto uzorka dodaje isti volumen metanola. 1z jednadzbe bazdarne
krivulje konstruirane za standard Trolox-a, koja prikazuje ovisnost apsorbancije o koncentraciji
standarda (mmol L), odreduje se antioksidacijski kapacitet u ispitivanom uzorku prema formuli:
y = 0,603x — 0,006 [2]

gdje su:
x — koncentracija standarda otopine Trolox-a (mmol L?)

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 515 nm.

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom provodi se u dvije paralele.
Rezultati se izraZzavaju kao srednje vrijednosti provedenih mjerenja s pripadajué¢im standardnim

devijacijama u mmol Trolox-a po g suhe tvari uzorka (mmol Trolox g suhe tvari uzorka).

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom

Metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom temelji se na ,gasenju"
plavo-zelenog radikal-kationa 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS
radikal-kationa), koji se formira bilo kemijskom ili enzimskom oksidacijom otopine ABTS-a

nekoliko sati prije analize.

Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta uzoraka pripremi se otopina ABTS™" radikala,

oksidacijom vodene otopine ABTS reagensa (7 mM) s kalijevim persulfatom (140 mM) do konacne
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koncentracije otopine kalijevog persulfata od 2,45 mM. Za pripremu ove otopine potrebno je
pomijeSati 88 L (140 mM) otopine kalijevog peroksodisulfata te nadopuniti sa otopinom ABTS (7
mM) reagensa do volumena 5 mL. Buduci da ABTS i kalijev persulfat reagiraju u stehiometrijskom
odnosu 1:0,5, nece doci do potpune oksidacije te je stoga potrebno pripremljenu otopinu omotati
folijom i ostaviti stajati preko noci (12-16 h) na sobnoj temperaturi. Na dan analize otopina se
razrijedi etanolom do konacne koncentracije ABTS* radikala od 1%, tako da apsorbancija te
otopine iznosi 0,70 £ 0,02 (1 mL otopine ABTS* radikala se stavi u odmjernu tikvicu od 100 mL i
nadopuni do oznake etanolom).

Volumen od 20 ulL uzorka pomijeSa se s 2 mL otopine ABTS* radikala u epruveti te se
izmjeri apsorbancija na 734 nm nakon to¢no 6 min. Prije mjerenja apsorbancije uzoraka potrebno
je izmjeriti apsorbanciju slijepe probe koja se priprema tako da se umjesto uzorka u otopinu
reagensa doda isti volumen etanola. Oduzimanjem apsorbancije uzorka od apsorbancije slijepe
probe dobiva se vrijednost AA, koja se koristi za izracunavanje konacnog rezultata. 1z jednadzbe
bazdarne krivulje konstruirane za standard Trolox-a, koja prikazuje ovisnost apsorbancije o
koncentraciji standarda (mmol L), odreduje se antioksidacijski kapacitet u ispitivanom uzorku
prema formuli:

y = 0,303x + 0,0006 [3]
gdje su:
x — antioksidacijski kapacitet uzorka (mmol Trolox L)

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 734 nm.

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom provodi se u dvije paralele.
Rezultati se izrazavaju kao srednje vrijednosti provedenih mjerenja s pripadaju¢im standardnim

devijacijama u mmol Troloxa po g suhe tvari uzorka (mmol Trolox g suhe tvari uzorka).

Odredivanije udjela dopamina HPLC-DAD metodologijom

HPLC analiza provedena je na kromatografskom sustavu Agilent Series 1200 koristedi
kromatografsku kolonu Zorbax Extend C18 (4,6 mm x 250 mm, 5 ym i.d.) te detektor s nizom
dioda. Eluacija je provedena gradijentno koristeéi tri-komponentnu mobilnu fazu koja se sastojala
od (A) 100% acetonitrila, (B) 2% (v/v) otopine mravlje kiseline u metanolu i (C) 2% (v/v) otopine
mravlje kiseline u vodi, koristeci rezim: 0 min — 0% A, 3% B, 97% C; 5 min — 0% A, 3% B, 97%
C; 10. min — 0% A, 5% B, 95% C; 30 min — 30% A, 30% B, 40% C; 35 min — 30% A, 30% B,
40% C; 45 min — 0% A, 3% B, 97% C; 60 min — 0% A, 3% B, 97% C. Protok je iznosio 1 mL
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min, volumen injektiranja 20 WL i temperatura kolone 25°C. Kromatogrami su snimljeni na 280
nm. Identifikacija dopamina provedena je usporedujuéi retencijsko vrijeme i apsorpcijski spektar
(190 — 400 nm) s komercijalno dostupnim HPLC standardom dopamina, dok je kvantifikacija
izvrSena pomocu jednadzbe baZdarne krivulje (25 - 300 pg mL?). Sve analize provedene su u

dvije paralele. Prije analize, uzorci su filtrirani kroz 0,45 pm membranski filter.

3.2.4. Inkapsulacija u liposome i odredivanje inkapsulacijske ucinkovitosti
3.2.4.1. Priprema vodenog ekstrakta kore banane za inkapsulaciju u liposome

Vodeni ekstrakt kore banane koji je okarakterizan najbogatijim bioaktivnim sastavom,
ukljucujuéi udio ukupnih polifenola, antioksidacijski kapacitet te udio dopamina, koristen je dalje
za inkapsulaciju u liposome. Ekstrakt se uparava pod vakuumom u rotavaporu u svrhu
koncentriranja nakon Cega se kvantitativno prebacuje u Petrijeve zdjelice koje se prekriju sa
parafiimom na kojem se probu3e male rupe. Uzorak u Petrijevim zdjelicama stavlja se na
liofilizaciju (—-47 °C, 24 h) kako bi se uklonila voda te dobio koncentrirani ekstrakt u praskastom

obliku koji se nakon toga dodatno usitni.

3.2.4.2. Inkapsulacija polifenolnih spojeva kore banane u liposome

Odvaze se 1,00 g fosfolipida i kvantitativho prebaci u Erlenmeyer-ovu tikvicu volumena 50
mL i otopi u 1250 pL 96%-tnog etanola. Kod ovog nacina inkapsulacije uvijek se dodaje ista masa
fosfolipida i etanola. Otapanje se pospjesi stavljanjem otopine u vodenu kupelj (60°C, 1 min).
Nakon toga se u tikvicu doda liofilizirani ekstrakt prethodno resuspendiran u 2 mL mikrofiltrirane
destilirane vode. Inkapsulacija je provedena s 3 razlicite mase liofiliziranog ekstrakta (50, 100 i
200 mg) i 1g fosfolipida Sto je rezultiralo omjerima 1:20, 1:10 i 1:5. Ukupni volumen liposomalne
suspenzije je iznosio 50 mL te se ostatak vode od 48 mL postepeno dodavao pomocu peristalticke
pumpe kroz iglu otvora 20G. Protok vode je na pocetku iznosio 15 mL h, a nakon 60 min poveéao

se na 40 mL h™.

3.2.4.3. Fizikalno-kemijska karakterizacija liposoma
Liposomi su fizikalno-kemijski okarakterizirani odredivanjem veliine, zeta potencijala i
indeksa polidisperzije na uredaju Malvern Nano-ZS Zetasizer. Prije analize, liposomi su razrijedeni

s destiliranom vodom 200x.
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3.2.4.4. Odredivanje inkapsulacijske ucinkovitosti

1 mL suspenzije liposoma otpipetira se u plasti¢nu epruvetu te centrifugira (45 min, 9500
rpm). Nakon centrifugiranja, supernatant se odvoji i analizira, a preostali liposomi se ispiru s 1
mL deionizirane vode i ponovno centrifugiraju (30 min, 9500 rpm). Odvojeni supernatant se
odbacuje, a zaostali talog se resuspendira u 1 mL destilirane vode i kvantitativho prebaci u
staklenu epruvetu koja sadrzi smjesu metanola i kloroforma (1,5 mL:1 mL). Pripremljena smjesa
se snazno vorteksira 1 min nakon ¢ega se poCeka da se vodeno-metanolna faza (gornja faza) i
organska faza koju ¢ini kloroform odvoje. Odvajanje faza ubrza se stavljanjem epruveta na kratko
vrijeme na centrifugiranje. Nakon odvajanja faza, gornja vodeno-metalno faza, koja sadrZi
polifenolne spojeve koji su bili inkapsulirani u liposome, izuzima se za analizu. Inkapsulacijska
ucinkovitost odreduje se odredivanjem udjela ukupnih polifenola (prema metodi opisanoj u
poglavlju 3.2.3.), antioksidacijskog kapaciteta (prema metodama opisanim u poglavlju 3.2.3.) te
udjela dopamina (prema metodi opisanoj u poglavlju 3.2.3.) u odvojenom supernatantu i izuzetoj

vodenoj-metanolnoj fazi prema formuli:

Crazbijeni liposomi

inkapsulacijska ucinkovitost = x 100 [4]

Crazbijeni liposomi + Csupernatant

gdje C predstavlja udio polifenolnih spojeva i dopamina te antioksidacijske kapacitete odredene

u razbijenim liposomima i izuzetom supernatantu.

3.2.4.5. TBARS (engl. Thiobarbituric acid reacting substances) metoda

Peroksidacija pripremljenih liposoma s ekstraktom kore banane i ,praznih“ liposoma
odredena je spektrofotometrijski TBARS metodom. Peroksidacija lipida inducirala se UV
zratenjem, pomocu uredaja koji generira kratkotrajne pulseve UV zraenja na uzorak (energija
zraCenja po pulsu: 1,27 J cm2). Alikvoti za analizu izuzeti su nakon 0, 10, 20, 30, 40, 50, 70, 90,
1101 130 broja UV pulseva. Kod TBARS metode, 0,2 mL suspenzije liposoma pomijesa se s 3 mL
20%-tne (w/v) trikloroctene kiseline u staklenoj epruveti. U istu epruvetu doda se 1 mL otopine
koji sadrZi jednaki omjer 2%-tne (w/v) tiobarbiturne kiseline i 20%-tne (v/v) perklorne kiseline.
SadrZaj u staklenoj epruveti zagrijava se u vodenoj kupelji (100°C, 25 min). Reakcija se zaustavlja
stavljanjem epruveta u hladnu vodu na 5 min, nakon cega slijedi centrifugiranje (10 min, 9500
rpm) kako bi se uklonio dobiveni talog liposoma istaloZzen s trikloroctenom kiselinom, a mjeri se

apsorbancija supernatanta pri 532 nm.
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4. RASPRAVA | REZULTATI

4.1. Priprema uzoraka kore banane

U svrhu maksimalnog ocuvanja polifenolnih spojeva, uzorak kore banane pripremljen je
na 4 razlic¢ita nacina kombinirajuéi susenje liofilizacijom ili suSenje u susioniku, sa i bez blansiranja.
Rezultati odredivanja udjela ukupnih polifenola, antioksidacijskog kapaciteta te udjela dopamina

u tim uzorcima prikazani su na Slikama 4-6.
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mg EGK g s.tv. uzorka
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0,0
BiL KB BiS KB NBiL KB NBiS KB

Slika 4. Udio ukupnih polifenola u infuzijama kore banane (BiL KB = blanSirana i liofilizirana kora
banane; BiS KB = blanSirana kora banane susena u susioniku; NBiL KB = neblanSirana i liofilizirana

kora banane; NBiS KB = neblansirana kora banane su$ena u susioniku)
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Uzorci kore banane

Slika 5. Antioksidacijski kapacitet (izmjeren pomoéu DPPH i ABTS metode) u infuzijama kore
banane (BiL KB = blanSirana i liofilizirana kora banane; BiS KB = blanSirana kora banane susena
u suSioniku; NBIiL KB = neblanSirana i liofilizirana kora banane; NBiS KB = neblanSirana kora

banane suSena u susioniku)
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Slika 6. Udio dopamina u infuzijama kore banane (BiL KB = blansirana i liofilizirana kora banane;
BiS KB = blanSirana kora banane suSena u suSioniku; NBiL KB = neblanSirana i liofilizirana kora

banane; NBiS KB = neblansirana kora banane suSena u susioniku)
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Najvedi udio ukupnih polifenola (25,59 + 0,38 mg EGK g* s.tv. uzorka), antioksidacijski
kapacitet (DPPH: 0,1557 mmola Trolox g? s.tv. uzorka; ABTS: 0,160 mmola Trolox g? s.tv.
uzorka) te udio dopamina (9,94 mg g?! s.tv. uzorka) odreden je u uzorku kore banane
pripremljenom kombinacijom blanSiranja i liofilizacije, dok su najmanje vrijednosti istih
parametara odredene u uzorku pripremljenom bez blansiranja i susenom u susioniku (TPC: 3,43
+ 0,04 mg EGK g s.tv. uzorka; DPPH 0,0246 mmola Trolox g s.tv. uzorka; ABTS: 0,0178 mmola
Trolox g* s.tv. uzorka; 0,23 g dopamin g* s.tv. uzorka). Rezultati upucuju da je postupak
blansiranja bio dostatan za inaktivaciju enzima polifenol oksidaze, dok se susSenje liofilizacijom
pokazalo boljom opcijom od su$enja u susioniku za ouvanje polifenolnih spojeva kore banane.
Sli¢ne rezultate dobili su Hsu i suradnici (2003) koji su pri testiranju raznih metoda susenja brasna
jama i njegovog utjecaja na kemijska i fizikalna svojstva te antioksidacijski kapacitet, potvrdili

liofilizaciju kao najbolji odabir.

4.2. Ekstrakcije polifenolnih spojeva iz kore banane — konvencionalne i inovativne
tehnike

Uzorak kore banane pripremljen kombinacijom blanSiranja i liofilizacije dalje je koriSten za
istrazivanje ekstrakcijske ucinkovitosti razlicitih konvencionalnih (infuzija, dekokcija i maceracija)
i inovativnih (ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom, ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima
te ekstrakcija subkritithom vodom) tehnika ekstrakcija. Rezultati odredivanja udjela ukupnih
polifenola, antioksidacijskog kapaciteta te udjela dopamina u razli¢ito pripremljenim ekstraktima

kore banane prikazani su na Slikama 7-9.
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Slika 7. Udio ukupnih polifenola u razli¢ito pripremljenim ekstraktima kore banane (MAC —
maceracija, INF — infuzija, DEK — dekokcija, U30 — ultrazvucna kupelj, 30 min, U60 — ultrazvu¢na
kupelj, 60 min, ESV — ekstrakcija subkritichom vodom, EPM - ekstrakcija potpomognuta

mikrovalovima)
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Slika 8. Antioksidacijski kapacitet razli¢ito pripremljenih ekstrakata kore banane (MAC -
maceracija, INF — infuzija, DEK — dekokcija, U30 — ultrazvucna kupelj, 30 min, U60 — ultrazvu¢na
kupelj, 60 min, ESV — ekstrakcija subkrititchnom vodom, EPM - ekstrakcija potpomognuta

mikrovalovima)
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Slika 9. Udio dopamina u razliCito pripremljenim ekstraktima kore banane (MAC — maceracija,
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INF — infuzija, DEK — dekokcija, U30 — ultrazvucna kupelj, 30 min, U60 — ultrazvucna kupelj, 60

min, ESV — ekstrakcija subkriticnom vodom, EPM — ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima)

Iz rezultata je vidljivo da su konvencionalne tehnike ekstrakcije bile uspjesnije u pogledu
ekstrakcijske ucinkovitosti u odnosu na inovativne. Najvisi udio ukupnih polifenola (25,59 + 0,38
mg EGK g s.tv. uzorka) odreden je u infuziji, najviSi antioksidacijski kapacitet (DPPH metoda:
0,1637 mmol Trolox-a g s.tv. uzorka; ABTS metoda: 0,1957 mmol Trolox-a g* s.tv. uzorka), kao
i najvisi udio dopamina (12,63 mg g s.tv. uzorka) karakteriziraju dekokt,. Najmanje vrijednosti
istih parametra odredene su u uzorku pripremljenom ekstrakcijom potpomognutom
mikrovalovima (udio ukupnih polifenola: 3,46 + 0,05 mg EGK g? s.tv. uzorka; DPPH: 0,0205
mmol Trolox-a g? s.tv. uzorka; ABTS: 0,0201 mmol Trolox-a g*s.tv. uzorka; dopamin: 5,14 +
0,01 mg g s.tv. uzorka). Iz rezultata je takoder vidljivo da su vrijednosti udjela ukupnih polifenola
odredenih u ekstraktima MAC (18,73 mg EGK g s.tv. uzorka) i U30 (18,26 mg EGK g? s.tv.
uzorka) sli¢ne, a razlika u trajanju tehnika ekstrakcije je izrazito velika (ekstrakcija potpomognuta
ultrazvukom traje 30 min, a maceracija 48 h). Prema Vu i suradnicima (2017), optimalni parametri
za ekstrakciju polifenola potpomognutu ultrazvukom iz kore banane Musa Cavendish, uz 60%-
tnu vodenu otopinu acetona kao otapalo, su temperatura otapala od 30 °C, tijekom 5 min i jacina
ultrazvuka od 150 W. Pri ovim uvjetima, autori (Vu i sur., 2017) su dobili ekstrakt kore banane s
udjelom ukupnih polifenola od 23,49 mg EGK g s.tv. uzorka i antioksidacijskim kapacitetom od

47,09 mg Trolox-a g s.tv. uzorka (DPPH metoda), odnosno 48,38 mg Trolox-a g s.tv. uzorka
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(ABTS metoda), 5to se poklapa s rezultatima ovog rada. Aboul-Enein i suradnici (2016) u 80%-
tnom metanolnom ekstraktu kore banane odredili su vrijednosti udjela ukupnih polifenola od
17,89 mg EGK g s.tv. uzorka, dok su Fatemeh i suradnici (2012) odredili 5,85, odnosno 6,85 mg
EGK g s.tv. uzorka za zrelu, odnosno zelenu koru Cavendish banane, te 0,91, odnosno 1,6 mg
EGK g? s.tv. uzorka za zrelu, odnosno zelenu koru Dream banane (takoder u 80%-tnom

metalnom ekstraktu).

LoSi rezultati glede ekstrakcijske ucinkovitosti mikrovalne tehnike u ovome radu ne
poklapaju se sa rezultatima znanstvenih radova u kojima je odreden visoki udio bioaktivnih
spojeva u ekstraktima pripremljenima istom metodom (Pan i sur., 2008; Singh i sur., 2011; Jha i
sur., 2017; Kaderides i sur., 2019). Kaderides i suradnici (2019) odredili su znatno viSu
ekstrakcijsku ucinkovitost mikrovalova tijekom ekstrakcije polifenola i punikalagina iz kore obi¢nog
mogranja (199,4 mg EGK g s.tv. uzorka), kao i nastanak pukotina i nabora na materijalu, $to je
rezultat naglog povisenja temperature uslijed djelovanja mikrovalnog zracenja (Dahmoune i sur.,
2015). Nastala stani¢na ostecenja su poZeljna kod ekstrakcija buduci da olakSavaju prodor otapala
u samu stanicu uzorka, Sto rezultira poviSenjem ekstrakcijske ucinkovitosti (Alara i sur., 2018).
Sto se tice ekstrakcije subkritiénom vodom, ona je pokazala umjerenu ekstrakcijsku ucinkovitost.
Izmjereni udio ukupnih polifenola iznosio je 16,06 mg EGK g? s.tv. uzorka, a antioksidacijski
kapacitet 0,098 mmol Trolox-a g* s.tv. uzorka (DPPH metoda) te 0,097 mmol Trolox-a g* s.tv.
uzorka (ABTS metoda) i 10,29 mg dopamina g* s.tv. uzorka. Ishak i suradnici (2019) proucavali
su ekstrakciju polifenola iz kore banana Pisang Tanduk i Pisang Cavendish subkriticnom vodom
pri ¢emu su odredili najvisi udio polifenola od 69,51 mg EGK g* s.tv. uzorka za Pisang Tanduk
(90 min) i 151,4 mg EGK g s.tv. uzorka za Pisang Cavendish (120 min) dobivenih pri temperaturi
od 200 °C i tlaku od 100 bara. U navedenom radu (Ishak i sur., 2019) koriSten je manje zreo plod
banane (zelenija boja), a kako su Fatemeh i suradnici (2012) uocili da se ukupni udio polifenola
smanjuje dozrijevanjem ploda, ta ¢injenica moZe objasniti nesto nizu vrijednost udjela ukupnih

polifenola u ovom radu.

4.3. Fizikalno-kemijska karakterizacija liposoma

Ekstrakt dobiven dekokcijom, zbog najboljih odredenih bioaktivnih parametara, odabran
je dalje za inkapsulaciju u liposome. Liposomi su pripremljeni na 3 razliCita nacina mijenjajuci
omjer mase fosfolipida i liofiliziranog ekstrakta. Rezultati fizikalno-kemijske karakterizacije

pripremljenih liposoma (veli¢ina, zeta potencijal i indeks polidisperzije) prikazani su u Tablici 5.
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Tablica 5. Veli¢ina, zeta potencijal i indeks polidisperzije pripremljenih liposoma

Prazni liposomi 316,1 =+ 6,4 -31,2 £ 0,5 0,369 *+ 0,043
Liposomi (1:5) 317,6 +5,8 -29,4 £ 0,5 0,338 + 0,007
Liposomi (1:10) 319,11+ 1,7 -27,3+1,6 0,333 = 0,045
Liposomi (1:20) 350,8 £ 7,2 -223+ 1,7 0,303 + 0,01

Velic¢ina liposoma i indeks polidisperzije su parametri kojima se moze opisati veli¢ina i
ujednacenost (homogenost) liposoma jer sto su veli¢ina i indeks polidisperzije manji, to je uzorak
liposoma stabilniji (Luo i sur., 2020). S druge strane, zeta potencijal je parametar koji daje
informaciju o naboju na povrsini Cestice — Sto je veca apsolutna vrijednost zeta potencijala,

odbijanje izmedu Cestica je jace, te je uzorak liposoma stabilniji (Luo i sur., 2020).

Proucavajudi rezultate iz Tablice 5, vidljivo je da je najmanja veli¢ina liposoma odredena
u praznim liposomima (316,1 + 6,4 nm), a najveca u liposomima s najmanjom koli¢inom ekstrakta
(350,8 = 7,2 nm). NajveCa apsolutna vrijednost zeta potencijala odredena je u praznim
liposomima (-31,2 = 0,5 mV), a najmanja u liposomima s najmanjom koli¢inom ekstrakta (-22,3
+ 1,7 mV). Stovide, apsolutna vrijednost zeta potencijala se povecava povecanjem mase
inkapsuliranog materijala. Indeks polidisperzije je (kao i apsolutna vrijednost zeta potencijala)
najvedi kod praznih liposoma (0,369 =+ 0,043), a najmanji kod liposoma s najmanjom masom
ekstrakta (0,303 = 0,01). NajviSa vrijednost indeksa polidisperzije koja je odredena kod praznih
liposoma moZe biti uzrok oksidacijske degradacije liposoma, do koje je doslo jer u liposomima
nije bilo antioksidacijskih komponenata koje bi sprjecile njihovu degradaciju te je distribucija
Cestica mnogo Sira. Slicne rezultate dobili su i Gibis i suradnici (2013), koji su uocili da liposomi

bez inkapsuliranih polifenola pokazuju najveéu vrijednost polidisperzije.

Luo i suradnici (2020) u svojem su radu kao dvije glavne komponente za formulaciju

liposoma koristili kolesterol i lecitin (u viSe razliCitih omjera), a rezultati su pokazali da kada je
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omjer kolesterola i lecitina prelazio 1:15, veliina Cestica i indeks polidisperzije su se znatno
povecali, a zeta potencijal smanjio, odnosno liposomi su bili nestabilniji. Ovaj fenomen je vel
objasnjen u jednom od prijasnjih radova kojeg su proveli Pinto i suradnici (2018) koji su zabiljeZili
smanjenije veli¢ine Cestica sa povecanjem udjela tekucih lipida u liposomima, buduci da se tekuci

lipidi lakSe raspodjeljuju u vodenoj fazi Sto rezultira stvaranjem manjih liposoma.

4.4 Karakterizacija inkapsulacijske ucinkovitost liposomnih sustava

Inkapsulacijska ucinkovitost je pokazatelj koliko se bioaktivnih spojeva ekstrakta uspjesno
inkapsuliralo u liposome (ili u bilo koji drugi materijal koji se koristi za inkapsulaciju). Rezultati
inkapsulacijske ucinkovitosti za liposome pripremljene na 3 razli¢ita nacina mijenjajuci omjer mase

fossfolipida i liofiliziranog ekstrakta kore banane prikazani su u Tablici 6.

Tablica 6. Inkapsulacijska ucinkovitost (%) liposoma pripremljenih na 3 razliita nacina

mijenjajuéi omjer mase fosfolipida i liofiliziranog ekstrakta (1:5, 1:10 i 1:20)

Inkapsulacijska ucinkovitost (%)
fosfolipid: ekstrakt

TPC DPPH ABTS dopamin
1:5 33,71 36,54 35,24 35,10
1:10 45,93 36,19 33,58 38,42
1:20 35,39 37,23 33,67 41,12

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da je inkapsulacijska ucinkovitost bioaktivnih spojeva kore
banane relativno niska. Najvisa inkapsulacijska ucinkovitost ukupnih polifenola odredena je u
liposomima u kojem je omjer mase fosfolipida i ekstrakta iznosio 1:10 (45,93%). Najvisa
inkapsulacijska ucinkovitost glede antioksidacijskog kapaciteta, odredena DPPH metodom,
karakterizira uzorak u kojem je omjer masa iznosio 1:20 (37,23%), dok je primjenom ABTS
metode, najvisi antioksidacijski kapacitet imao uzorak u kojem je omjer masa iznosio 1:5
(35,24%). S druge strane, najvisa inkapsulacijska ucinkovitost dopamina odredena je u uzorku
u kojem je omjer masa iznosio 1:20 (41,12%), a najmanja u uzorku u kojem je omjer masa
iznosio 1:5 (35,10%). Paini i suradnici (2015) razvili su metodu inkapsulacije apigenina

liposomima kod koje je inkapsulacijska ucinkovitost bila visa od 92%, iz Cega se moze zakljuciti
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da inkapsulacijska ucinkovitost primjenom odgovarajucih uvjeta moze biti iznimno visoka. Chen i
suradnici (2019) proveli su ko-inkapsulaciju kvercetina i epigalokatehin galata (EGCG)
liposomima, te dobili inkapsulacijsku ucinkovitost od 64,05 + 1,56% za EGCG, odnosno 61,73 +
2,55% za kvercetin. Nadalje, inkapsulacijska ucinkovitost se nakon 30 dana skladistenja proizvoda
povecala za 4,05%, bez znatne promjene fizikalno-kemijskih karakteristika liposoma (indeksa
polidisperzije i zeta potencijala), Sto upucuje na izrazito visoku stabilnost formuliranih liposoma
(Chen i sur., 2018). Gibis i suradnici (2013) takoder su zabiljezili iznimno visoku inkapsulacijsku
ucinkovitost pri inkapsulaciji polifenola iz ekstrakta sjemenki grozda, koja je iznosila 92,2%, a

sam proizvod bio je stabilan tijekom 98 dana skladiStenja.

4.5. TBARS metoda

TBARS metoda koristila se za odredivanje lipidne peroksidacije, a princip same metode
temelji se na reakciji tiobarbiturne kiseline s malondialdehidima, karbonilnim produktima
peroksidacije lipida (Janero, 1990), koja se u ovome radu inducirala kratkotrajnim djelovanjem
UV svjetla na uzorke liposoma. Reakcija rezultira ruzicasto obojenim kompleksom Ciji se intenzitet
odreduje spektrofotometrijski mjerenjem apsorbancije pri 532 nm (Balanc i sur., 2015). Rezultati

TBARS-a prikazani su na Slici 11.
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Slika 10. Rezultati TBARS metode
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Iz rezultata na Slici 11 vidljivo je da prazni liposomi pripremljeni bez dodatka ekstrakta
kore banane pokazuju mnogo veéu apsorbanciju (izmjerenu na 532 nm) pri vecoj koli¢ini UV
zraCenja od ostalih, Sto znaci da se u tom uzorku nalazi vise obojenih karbonilnih produkata
peroksidacije lipida. Iz navedenog se moze zakljuciti da su prazni liposomi podlozniji reakcijama
peroksidacije jer ne sadrze inkapsulirane polifenole koji bi ih od te reakcije zastitili, buduci da su
polifenoli izrazito dobri antioksidansi. Tome u prilog ide i Cinjenica da su uzorci sa liposomima koji
sadrze inkapsulirane polifenole kore banane pokazali znatno manju apsorbanciju na 532 nm,
odnosno u njima se reakcija peroksidacije nije provela do neke znatnije mjere. Nadalje, od tri
uzorka liposoma s inkapsuliranim polifenolima, uzorak pripremljen s dodatkom najmanje mase
liofiliziranog ekstrakta je pri izlaganju 130 UV pulseva pokazao nesto vecu apsorbanciju na 532
nm od ostala dva uzorka liposoma (vrijednost Ass; od 0,148 u usporedbi sa 0,093), Sto ukazuje
na cinjenicu da veca koli¢ina inkapsuliranih polifenola moze bolje zastititi liposome od oksidacije
pri izlaganju vecoj koli¢ini UV zracenja. 1z rezultata dobivenih TBARS metodom moze se zakljuciti
da inkapsulirani polifenolni spojevi kore banane posjeduju visoki antioksidacijski kapacitet te da

doprinose inhibiciji stvaranja malondialdehida i zastititi liposoma od peroksidacije.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata provedenog zavrdnog rada doneseni su sljedeci zakljucci:

1. Postupak blandiranja uspjeSno je inaktivirao polifenol-oksidazu, odgovornu za enzimsko
posmedivanje kore banane, dok je liofilizacija uspjesno eliminirala Stetan utjecaj kisika i visokih

temperatura tijekom suSenja na stabilnost polifenolnih spojeva kore banane.

2. U pogledu ekstrakcijske ucinkovitosti polifenolninh spojeva kore banane, konvencionalne

tehnike, posebice dekokcija, pokazale su se uspjesnijima od inovativnih tehnika ekstrakcija.
3. Kora banane predstavlja vrijedan izvor snaznog antioksidansa- dopamina.

4. Relativno losa inkapsulacijska ucinkovitost dopamina u liposome moZe se pripisati izrazito

hidrofilnom karakteru dopamina.
5. Prema odredenim fizikalno-kemijskim svojstvima, formulirani liposomi su stabilni.

6. Inkapsulirani polifenolni spojevi kore banane posjeduju visoki antioksidacijski kapacitet te

doprinose zastititi liposoma od peroksidacije.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoyj izradi
nisam Koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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