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1.UvOD

Banana (Musa sp.) je tropsko voce slatkog okusa porijeklom iz jugoistoCne Azije. Smatra
se da se pocela uzgajati tisucama godina prije nove ere, a tadasnjim je narodima, osim za
prehranu, sluzila u medicinske svrhe. Sladak okus i dostupnost tijekom cijele godine Cine je
vocem za masovnu konzumaciju. Stoga, ne iznenaduje podatak da se na globalnoj razini
godiSnje uzgoji oko 20 milijuna tona banana. Danas je zastupljeno viSe od 1000 vrsta, pri Cemu
se iz zemalja SrediSnje i Juzne Amerike te Filipina izvozi vise od 90 % ukupno uzgojenih
plodova. Najvecéi uvoznici su zemlje Europske unije, Sjedinjene Americ¢ke Drzave, Kina, Rusija
i Japan.

Masovna proizvodnja i konzumacija imaju za posljedicu stvaranje velikih koli¢ina biootpada
od nusproizvoda banane. Obzirom da je globalni cilj i odgovornost svih ljudi smanjivanje koli¢ine
otpada od hrane, postavlja se pitanje kako efikasno iskoristiti nusproizvode prerade, posebno
liSCe, stabljiku i koru banane. Kora banane ¢ini ¢ak treéinu ploda te se odbacuje, iako ima vrlo
bogat sastav. Izvor je brojnih bioaktivnih spojeva, medu kojima se isti€¢u fenolni spojevi. Fenolni
spojevi obuhvacaju Siroku skupinu sekundarnih biljnin metabolita koji sluze zastiti biljke od
Stetnih vanjskih ¢imbenika. U ljudskom organizmu fenoli mogu djelovati kao antioksidansi,
odnosno, mogu prevenirati odtec¢enja stanica ili obnoviti stanice oste¢ene oksidativnim stresom
koji je posljedica prisutnosti slobodnih radikala. Takoder, fenoli mogu pomoci u sniZzavanju
krvnog tlaka i Seéera u krvi te doprinijeti boljoj funkciji Ziv€anih stanica pa kao takvi imaju ulogu
u prevenciji kroni€¢nih nezaraznih bolesti poput kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa, karcinoma
i neurodegenerativnih bolesti. Stoga se mogu koristiti u dodacima prehrani ili funkcionalnim
prehrambenim proizvodima, prije ¢ega ih je potrebno ekstrahirati odgovaraju¢om tehnikom.
Jedna od tehnika koja se koristi za ekstrakciju fenolnih spojeva je ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima (eng. Microwave-Assisted Extraction MAE). MAE spada u napredne tehnike za
ekstrakciju, jer moze povecati prinose i smanijiti rizik od degradacije od osjetljivih spojeva u
kracem vremenu, pri Cemu troSi manje otapala nego sto se trosi u konvencionalnim tehnikama.

Cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj uvjeta MAE na izolaciju fenolnih spojeva te posljedi¢no
na antioksidacijsku aktivnost u ekstraktu kore banane, uz 30 %-tnu vodenu otopinu etanola kao
ekstrakcijsko otapalo. Odredene su ukupne hidroksicimetne kiseline (eng. total
hydroxycinnamic acids, THA) i ukupni flavonoidi (eng. total flavonoids, TF) te antioksidacijska
aktivnost ekstrakta kore banane pomocu FRAP (eng. Ferric Reducing Antioxidant Power) i

ABTS (eng. 2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic) acid) metoda.



2. TEOIJSKI DIO

2.1. BOTANICKA OBILJEZJA BANANE

Banana je zeljasta biljka koja pripada rodu Musa i obitelji Musaceae. Raste u vlaZznim
tropskim podrucjima, u temperaturnom rasponu od 15 do 38 °C. lako biljka nalikuje stablu (slika
1) te moze dosedi visinu 2 — 9 m, definira se kao drvenasta biljka, jer pripada jednosupnicama
(DHAC, 2023). Plodovi formiraju grozdove, a u svakom grozdu je oko 20 plodova. Za
dozrijevanje plodova potreban je period od godine dana, a branje se odvija u jesen dok su
banane jo$ zelene. Globalno se naj¢es$¢e uzgajaju 3 vrste banana: Musa sapientum, Musa

paradisiaca i Musa cavendishii (Ansari i sur., 2023).

Slika 1. Stablo banane (Tree Plantation, 2024)

Biljku banane &ini adventivno korijenje, nadzemno ,deblo”, lis¢e te stabljika koja nosi cvijet,
odnosno voéni plod. Nadzemno ,deblo® naziva se pseudostabljika te se sastoji od koncentri¢nih
slojeva lisnih omotaca, koji formiraju cilindar promjera 20 — 50 cm. Boja pseudostabljike varira
medu kultivarima od zelene s crnim mrljama do zutozelene sa smedim mrljama. Pravom se
stabljikom naziva veliki podzemni izdanak, a meristem ili tvorno tkivo vrSnog pupolika na
pocetku daje liS¢e prije nego &to se izduZzi kroz pseudostabljiku i formira cvat 10 — 15 mjeseci
nakon sadnje. Svaka pseudostabljika ima samo jedan cvat. Listovi banane izbijaju ¢vrsto
smotani iz sredidta pseudostabljike, u spiralnom obliku, a ovojnice liS¢a suZavaju se s obje

strane te formiraju peteljku koja nosi cvat. Zanimljivo je da se veliina listova mijenja kroz



periode sazrijevanja biljke, a kada dosegne maksimalnu veli€inu, list banane najvedi je list na
svijetu. Billka banane uglavnom posjeduje 11 listova. Nezreli cvat obavijen je ljubiC¢astim
pupoljkom unutar kojeg se nalaze muski i zenski cvjetovi, a ponekad su izmedu njih
hermafroditni cvjetovi. Plod se razvija iz zenskih cvjetova, a muski cvjetovi obi¢no otpadnu.
Kora koja obavija plod potje€e od cvjetnog spremnika i vanjskog sloja perikarpa (egzokarpa),
dok mesnata pulpa, odnosno jestivi vo¢ni dio, potjeCe iz najdubljeg sloja perikarpa (endokarpa)
(DHAC, 2023).

Fenotipske karakteristike poput promjera i visine pseudostabljike usko su povezane s
rastom i prinosom biljke. PoZeljno je da tlo na kojem se uzgaja banana bude dobro drenirano,
ali treba modéi i dobro zadrzavati vodu. Tlo bi trebalo imati pH vrijednost od 5,5 do 6,5. lako
bilijka preferira sun€ane dane i temperature oko 27 °C, potrebne su joj redovite i obilate padaline
s adekvatnom godidnjom raspodjelom. Ako se uzgajaju u podrucjima koja nemaju redovite
padaline, potrebno je navodnjavanje tla. Optimalna temperatura za sazrijevanje plodova je
izmedu 21 i 22 °C, uz relativnu vlaZznost zraka od 90 % (Ansari i sur., 2023).

Sazrijevanjem plodova povecava se sadrzaj Seéera i etilena, a smanjuje sadrzaj Skroba.
ProsjeCna masa ploda banane iznosi 125 grama, a gotovo 75 % c€ini voda. Plod banane izvor
je vitamina B6, vitamina C, vlakana, kalija i magnezija, a nepotpuno dozreli plodovi izvor su

rezistentnog skroba, koji djeluje kao prebiotik u debelom crijevu (Hikal i sur., 2022).

2.2. NUSPROIZVODI PRERADE BANANE

U nusproizvode prerade banane ubrajaju liS¢e, pseudostabljika, kora, peteljka i cvjetovi.
Zasada, najveci potencijal za koridtenje u industriji imaju stabljika, pseudostabljika, lis¢e i kora

banane.

2.2.1. Upotreba stabljike i liS¢a banane kao nusproizvoda prerade banane

Utvrdeno je da stabljika i liSCe banane predstavljaju izvor karotena, nikotinske kiseline,
riboflavina i tiamina. Stabljika i liS¢e mogu se iskoristiti kao gnojivo zbog velikih koli¢ina lako
razgradivih, topljivin organskih materijala koji predstavljaju kvalitetan materijal za aerobno
kompostiranje te zastupljenosti minerala poput duSika, fosfora i kalija (Zou i sur., 2022). LiS¢e
banane koristi se za zamatanje hrane koja se kuha, za izradu odjecCe i kao sredstvo za CiS¢enje
podova. Takoder, obzirom da liS¢e banane ima ucinak hladenja, tradicionalno se koristilo za
ljeCenje povrsinskih rana i opekotina od sunca (Heba, 2021).

Gregory i sur. (2015) koristili su svjeze odsje€eno pa osuseno lis¢e banane kao hranu za
ovce koje su inficirali parazitima te su utvrdili da su tanini iz liS¢a inhibirali rast jajaSaca odredene

vrste nematoda, $to ukazuje na moguénost upotrebe liS¢a banane kao antiparazitika u



buducnosti. Takoder, liS¢e banane ima kvalitetan nutritivni profil prema sadrzaju proteina i
vlakana, kao i klasi¢na hrana za zivotinje pa se moze koristiti kao alternativni izbor za prehranu
zivotinja. Valja istaknuti kako se u liS¢u banane nalaze i fruktooligosaharidi, koji djeluju kao
prebiotici pa poti€u zdravlje crijevne mikrobiote zivotinja (Zou i sur., 2022).

Stabljika i liS¢e banane pokazali su potencijal kao supstrati za proizvodnju biogoriva pomocu
anaerobnih bakterija Clostridium thermophilus i Clostridium thermosaccharolyticus, a
pseudostabljika banane moze se iskoristiti za proizvodnju oko 17 g/L etanola.

Vlakna u stabljici i li8¢u banane otvaraju moguénost upotrebe nusproizvoda u proizvodnji
tekstila, ubrusa i papira u vecoj mjeri. VecCinu sastava Cine celuloza, hemiceluloza i lignin, koji
su lako razgradivi te imaju dobra kemijska i mehani¢ka svojstva. Ova vlakna otporna su na

luZnati medij, dobro upijaju vodu i ekoloSki su prihvatljiva.

2.2.2. Sastav kore banane

Masa kore banane ¢&ini viSe od trec¢ine ukupne mase banane pa uvelike doprinosi stvaranju
otpada od hrane. Medutim, bogat sastav kore omogucuje Siroku upotrebu u raznim
industrijama, najéeSée u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. Takoder, koristi se u
poljoprivredi, tretiranju otpadnih voda, mikrobiologiji i zdravstvenoj zastiti.

Sastav kore banane varira ovisno o vrsti biljke i fazi zrelosti, uvjetima uzgoja i uvjetima u
okoliSu te nacinu prerade kore. Ipak, kao najvaznije sastavnice istiCu se proteini, esencijalne
masne kiseline, mineralne tvari, dijetalna vlakna i polifenoli zbog znacaja za ljudsko zdravlje
(Zou i sur., 2022).

Dosadas$njim je istrazivanjima otkriven proteinski profil banane, profil aminokiselina,
sekundarne strukturalne karakteristike te antioksidativha i antifungalna aktivnhost proteina
banane nakon ekstrakcije kiselinama. Takva otkri¢a potvrduju potencijal upotrebe kore banane
za poboljSanje nutritivnog profila hrane i hrane za Zivotinje. Poznato je da se u kori banane
nalazi i aminokiselina triptofan iz koje se sintetizira neurotransmiter dopamin. Obzirom da se
smanjeno lu€enje dopamina povezuje s neurodegenerativnim bolestima poput Parkinsonove
bolesti te depresijom, kora banane kao nusproizvod svakako privladi paznju farmaceutske
industrije. Od ostalih aminokiselina, utvrdene su valin, fenilalanin, leucin i treonin (Hikal i sur.,
2022; Zou i sur., 2022)

Esencijalne masne kiseline svrstavaju se u funkcionalne prehrambene sastojke zbog uloge
u izgradnji stani¢nih struktura i drugih bioaktivnih komponenata u stanicama. Kora banane
sadrzi visestruko nezasic¢ene masne kiseline, medu kojima se isti€u linolenska i linolna masna
kiselina. Obzirom da se moraju unijeti hranom ili dodacima prehrani jer se ne mogu sintetizirati

u organizmu, kora se moze razmotriti kao alternativni izvor za ekstrakciju esencijalnih masnih



kiselina. Esencijalnim masnim kiselinama pripisuje se protuupalno djelovanje i antitrombotski
ucinak te doprinos smanjenju rizika od pojave ateroskleroze, dijabetesa, osteoporoze,
kardiovaskularnih bolesti te karcionoma (Zou i sur., 2022).

Kora banane obiluje mineralnim tvarima, a isti¢u se kalcij, fosfor, kalij i magnezij. Poznato je
da spomenute mineralne tvari imaju brojne znacajne uloge u organizmu, a posebno je
zanimljiva uloga u prevenciji pojave neurodegenerativnih bolesti. Takoder, zanimljivo je da se
koli¢ina svih spomenutih mineralnih tvari povecala tijekom procesa dozrijevanja banane u
istraZivanju Hikala i sur. (2022). Od ostalih mineralnih elemenata pronadeni su cink, natrij,
mangan, bakar i Zeljezo, ali u vrlo niskim koncentracijama.

Uloga dijetalnih vlakana u prevenciji pojave pretilosti, kardiovaskularnih bolesti te bolesti
probavnog sustava potvrdena je brojnim istrazivanjima. Kora banane dobar je izvor topljivih i
netopljivih vlakana, a utvrdeno je kako se koli€ina ukupnih i netopljivih vlakana povecéava s
dozrijevanjem banane (Zou i sur., 2022). U osusenoj kori banane nalazi se ¢ak 50 % vlakana
pa se ovaj nusproizvod Cesto koristi kod pojave konstipacije te lijecenja ulceroznog kolitisa i
dijabetesa (Sidhu i Zafar, 2018).

2.2.3. Bioaktivni spojevi u kori banane

Drevni narodi Mezopotamije poznavali su i koristili stotinjak biljnih pripravaka u medicinske
svrhe. Osim njih, valja spomenuti jo§ Kineze i Ayurvede koji su koristili brojne biljne vrste za
lije€enje bolesti, ali i prehranu (Shi i sur., 2022). Kako pretjerana konzumacija hrane animalnog
porijekla predstavlja veliki problem danasnjice, svakim danom se sve viSe podiZe svijest o
potrebi za ucestalijom konzumacijom hrane biljnog porijekla. Drugim rije€ima, potiCe se
prehrana bazirana na hrani biljnog porijekla ili plant-based prehrana zbog brojnih pozitivnih
ucinaka na zdravlje. Pozitivni u€inci na zdravlje proizlaze iz prisustva biljnih viakana, omega-3
i omega-9 masnih kiselina, biljnih proteina i fitokemikalija, medu kojima se isti€u fenolni spojevi.
Sadrzaj fenolnih spojeva smatra se odlu€uju¢im faktorom kod odredivanja zdravstvene Koristi
biline hrane jer koliina fenolnih spojeva pozitivno korelira s antioksidacijskom aktivnhoScu te
hrane. Redoviti unos antioksidanasa doprinosi zastiti organizma od oksidativnog stresa, boljoj
kontroli razine Sec€era u krvi, kontroli krvnog tlaka i pobolj$anju lipidnog profila (Shi i sur., 2022).

Dosadasnjim je istrazivanjima utvrdena prisutnost brojnih bioaktivnih spojeva u kori banane
koji ispoljavaju zdravstvene benefite kod ljudi, pri €emu se istiCu fenolni spojevi. Fenolni spojevi
ili polifenoli su sekundarni biljni metaboliti identificirani u raznim biljnim vrstama. Sudjeluju u
obrani biljke od Stetnih vanjskih utjecaja i ultraljubiCastog zraCenja. Imaju ulogu u rastu, zrenju
i dozrijevanju biljke te formiranju arome, okusa i boje plodova. Polifenoli se dijele u 4 vece

skupine: fenolne kiseline, flavonoide, stilbene i lignane (Pratyusha, 2022). Do sada je



identificirano viSe od 40 vrsta fenolnih spojeva u korama banane razli€itih kultivara, a svi
identificirani spojevi mogu se podijeliti u 2 vece skupine: fenolne kiseline i flavonoide. Udio
ukupnih fenolnih spojeva u kori banane varira od 4,95 do 47 mg ekvivalenata galne kiseline
(eng. gallic acid equivalents, GAE) / g suhe tvari (s.tv.), §to su 1,5 — 3 puta veéi udjeli nego u
mesu banane (Vu i sur., 2018). Vu i sur. (2019) izvijestili su kako je antioksidativni potencijal
kore banane veéi od antioksidativnog potencijala kore ananasa, dinje, lubenice ili avokada.
Babbar i sur. (2014) detektirali jednostavne i sloZene flavonoide, fenolne kiseline te antocijane
u kori banane. Takoder, valja napomenuti kako su antioksidansi iz kore banane pokazali veci
potencijal u hvatanju slobodnih radikala od antioksidansa prisutnih u kori citrusa (Ansari i sur.,
2023)

Fenolne kiseline zastupliene su u sjemenkama, kori i liS¢u biljaka. Dijele se na
hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline. Hidroksibenzojeve kiseline ¢esto su povezane s
ligninom, polimerom koji €vrsto povezuje celulozna vlakna i doprinosi mehani¢koj potpori biljke
i otpornosti na razne oblike stresa. Hidroksicimetne kiseline prisutne su kao esteri s kvininskom
kiselinom i glukozom (Shi i sur., 2022). Posljednjih godina, hidroksicimetne kiseline prou¢avaju
se kao komponente u terapiji koznih poremeéaja i bolesti. Naime, utvrdeno je da
hidroksicimetne kiseline mogu pomoc¢i u zacjeljivanju rana, smanjenju opeklina od sunca i
prevenciji dijabetiC¢kih Cireva. Takoder, smatra se da bi u budu¢nosti mogle biti korisni agensi u
terapiji psorijaze i dermatitisa, jer mogu djelovati na lu€enje proupalnih citokina u organizmu
(Contardi i sur., 2021). Od hidroksicimetnih kiselina i njezinih derivata, dosada su potvrdeni
slijedeCi spojevi: ferulinska kiselina i njezini derivati, metilester p-kumarinske kiseline,
sinapinsku kiselinu i glikozid sinapinske kiseline te glikozid kafeinske kiseline. Srednja
vrijednost ferulinske kiseline u kori banane, uz prosje¢no odstupanje, iznosila je 11,9 £ 1,2 ug/g
s.tv., dok su njezini derivati bili zastupljeni kao heksozid ferulinske kiseline i triferuloil diheksoza
u koli¢ini od 29,9 £ 7,6 i 30,9 + 3,4 ug/g s.tv. (tablica 1) (Vu i sur., 2018).

Flavonoidi su sekundarni metaboliti zasluZni za boju, miris i okus biljaka, odnosno biljnih
plodova. Temeljnu strukturu flavonoida Cine 2 benzenska prstena, koji se oznacavaju s A i B,
te 1 SesterocClani prsten C. BioloSka aktivnost flavonoida uvjetovana je prisutnoSc¢u hidroksilnih
grupa koje su vezane na benzenski prsten B. Sintetiziraju se iz produkata acetatnog puta i puta
Sikiminske kiseline koji se spajaju u novi produkt (Liu i sur., 2022). Naj¢esc¢e su prisutni kao
spojevi s ugljikohidratima, odnosno glikozidi. Flavonoidi se dijele u 5 podskupina: flavonoli,
flavoni, flavanoni, antocijani i flavan-3-oli.

Flavonoli su naj¢es¢i flavonoidi, a njihova sinteza uvjetovana je sunevom svjetloS¢u pa
tako postoje razlike u koncentracijama ovih spojeva ¢ak i kod biljaka iste vrste. Cesto su prisutni

u kompleksu sa Secerima.



U kori banane najzastupljeniji flavonol je rutin ili 3',4',5,7- tetrahidroksiflavon-3-rutinozid
(slika 2), u koli¢ini od 482 £ 206 ug/g s.tv. Rutin je prisutan u viSe od 70 biljnih vrsta te se Cesto
propisuje kod terapije varikoznih vena, unutarnjih krvarenja ili hemeroida, a utvrdeno je i da
doprinosi stabilnost genoma. Pripisuje mu se antioksidacijski u€inak u in vivo i in vitro
sustavima, jer ima sposobnost hvatanja slobodnih radikala, pri ¢emu je antioksidacijska
aktivnost ovisan o koncentraciji spoja. Valja reci kako rutin ima jo$ protuupalne, antimikrobne,
hipoglikemijske, antitumorske i antiasmatske ucinke, Kkoji su uvjetovani upravo
antioksidacijskom aktivno$¢u koju posjeduje. Unato€ pozitivhim ucincima rutina, velik problem
predstavlja niska bioloSka dostupnost u organizmu zbog slabe topljivosti u vodi, nedovoljne
stabilnosti i ograni¢ene membranske propustljivosti (Gullon i sur., 2016). Nakon rutina prema
zastupljenosti slijede: kamferol-3-rutinozid u koli€ini od 173,9 + 50 ug/g s.tv., izoramnetin-3-
rutinozid u koli¢ini od 139 £ 73 ug/g s.tv., miricetin-deoksiheksoza-heksozid u koli€ini od 114 +
27 pg/g s.tv. te kvercetin-7-rutinozid u koli€ini od 75,2 + 14 pg/g s.tv. (tablica 1) (Vui sur., 2018).

Tablica 1. Udjeli najzastupljenijih fenolnih kiselina i njezinih derivata te flavonola u
ekstraktima kore banane (prema Vu i sur., 2018)

Naziv spoja (podskupina) Udio (ug/g s.tv)
Triferuloil diheksoza (hidroksicimetna
30,9+34
kiselina)
Heksozid ferulinske kiseline
: - - 299+7,6
(hidroksicimetna kiselina)
Ferulinska kiselina (hidroksicimetna
11,9+1,2
kiselina)
Rutin (flavonol) 482 + 206
Kamferol-3-rutinozid (flavonol) 173,9 £ 50
izoramnetin-3-rutinozid (flavonol) 13973
miricetin-deoksiheksoza-heksozid (flavonol) 114 + 27
kvercetin-7-rutinozid (flavonol) 752+ 14

Rezultati su izraZeni kao srednje vrijednosti + standardna devijacija.
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Slika 2. Kemijska struktura rutina (prema Rahmani i sur., 2023)

Flavoni su prisutni kao glikozidi i polimetoksilirani flavoni, a flavanoni su najéesce zastupljeni
u kompleksu sa Secerima. Od flavanona, u kori banane potvrden je i naringenin. Antocijani
mogu postojati kao esteri kiselina, glikozidi, aglikoni ili fenolne kiseline.

Flavan-3-oli zastupljeni su u vecini biljnih vrsta, a obuhvacaju veliku skupinu strukturalno
razliitih spojeva. Obuhvacéaju epikatehin, katehin, galokatehin, epikatehin-3 galat,
epigalokatehin galat i procijanidine. U kori banane prisutni su kao monomeri, dimeri i polimeri
ili tanini. Prema Vu i sur. (2018), u dosadasnjim su istrazivanjima najzastupljeniji bili
proantocijanidini kao polimeri, primjerice prodelfidin. Nakon toga, slijedili su dimeri, medu
kojima je najzastupljeniji bio procijanidin B2, a od monomera je najzastupljeniji bio galokatehin.
Od ostalih flavan-3-ola, dosada su utvrdeni joS epikatehin te procijanidin B1 i B4.

Rebello i sur. (2014) u bradnu kore banane ekstrahirali su ukupno 29 mg GAE/g uzorka
ukupnih fenolnih spojeva te su zakljucili da visoka koncentracija ukupnih fenola potje¢e upravo
od visoke zastupljenosti flavonoida. Potvrdili su prisutnost visokopolimeriziranih prodelfidina,
flavonol glikozida, vec¢inom rutinozida i spojeva s kvercetinom, dimera procijanidina i monomera

flavan-3-ola.



2.2.4. Upotreba kore banane kao nusproizvoda prerade

Kora banane koristi se za prehranu Zivotinja, primjerice koza, majmuna, peradi, ribe i
zeCeva. Visok sadrzaj proteina, ugljikohidrata, masti i vlakana €ini je pogodnom sirovinom za
proizvodnju sto€ne hrane, a mikrobna fermentacija omogucéuje dodatna poboljSanja nutritivhe
vrijednosti hrane (Zou i sur., 2022). Nastavno na visok sadrzaj vlakana, kora banane pogodna
je za izradu ambalaza za hranu. Radi se o jestivim i lako razgradivim filmovima koji su izradeni
od polimera kore banane te kukuruznog Skroba, a njihovim je dodatkom pojacana &vrstoéa
ambalaze i smanjena cijena izrade (Zaini i sur., 2022).

Kora ima viSi sadrzaj askorbinske kiseline od ploda i pulpe pa se Cesto pretvara u brasno i
dodaje proizvodima za njegu lica. Nadalje, brasno kore banane koristi se kao prehrambeni
aditiv u pekarskim proizvodima jer poboljSava okus, teksturu i sastav finalnog proizvoda (Zaini
i sur., 2020). Kolagi¢i koji su sadrzavali brasno kore banane imali su veéi sadrzaj vlakana i
antioksidansa te su bili bolje prihvaéeni kod potroSaca nego kolaci¢i bez braSna kore banane
(Alshehry, 2023; Ansari i sur., 2023). Ansari i sur. (2023) istiCu moguénost proizvodnje limunske
kiseline iz kore banane pomocu plijesni Aspregillus niger te proizvodnju niskokalorijskih
kolacica, jer je utvrdeno da se dodatkom brasna kore banane kao aditiva smanjuje koli€ina
masti u finalnom proizvodu. Trenutna upotreba kore banane u prehrambenoj industriji je kao
aditiva za poboljSanje nutritivnog profila proizvoda poput peciva, mesnih preradevina i Zelea.
Brasno kore banane pokazalo se kao uspjeSna zamjena za p3eni¢no brasno u proizvodnji
tradicionalnog egipatskog kruha i funkcionalnih kolaci¢a poboljSanjem svojstava tijesta (Zou i
sur., 2022; Mostafa, 2021).

Visok sadrzaj kalcija, fosfora i kalija moZe omoguc¢ava upotrebu ekstrakta kore banane u
proizvodnji gnojiva kako bi se povecala plodnost tla. MijeSanje gnojiva peradi i ekstrakta kore
banane, uz djelovanje crva, rezultirat ¢e stvaranjem organskog gnojiva s visokim udjelom kalija
i duSika, Sto ga €ini pogodnim za uzgoj razliitih vrsta biljaka (Padam i sur., 2014). Moguc¢nost
proizvodnja etanola iz biomase pomocu kvasca i plijesni koji fermentiraju koru banane dodatan
je razlog za iskoriStenje ovog nusproizvoda. Pored toga, kora banane moze se iskoristiti za
proizvodnju bioplina fermentacijskim procesima (Zou i sur., 2022).

Celuloza i ugljicna pjena iz kore banane imaju moguc¢nost apsorpcije metala poput bakra,
kadmija, olova i kroma pa je moguce eliminirati Stetne metale iz industrijskih voda, Sto je
posebno vazno u industriji prerade ribe i ribljih proizvoda.

Metanolni ekstrakti dobiveni iz kore banane pomocu tradicionalnih metoda ekstrakcije koje
su koristili domorodci u Nigeriji pokazali su se uspjeSnima u borbi protiv bakterije Klebsiella
pneumoniae, koja se Cesto moze naci u crijevima pojedinaca koji su ucestalo konzumirali

antibiotike pa je moguée zakljuciti kako spojevi iz kore banane imaju i antimikrobno djelovanje



(Zou i sur., 2022).

Ekstrakt kore banane pripremljen pomoéu heksana kao otapala pokazao se uspjeSnim
inhibitorom rasta stanica karcinoma kolona kod ljudi, dok je ekstrakt kore banane pripremljen
pomocu metanola pokazao potencijal u hvatanju slobodnih radikala kao antioksidans te u borbi
protiv stanica karcinoma dojke. Antikancerogena aktivnost ekstrakta kore banane povezuje se
s bogatim sadrzajem flavonoida u ekstraktima (Zou i sur., 2022).

Kora banane dugo se vremena Koristi za lijeCenje opeklina, Cireva, kaslja i dijareje, kao i za
smanjenje oteklina i boli te smanjenje svrbeza nakon uboda komaraca. Zahvaljujuci sadrzaju
bioaktivnih spojeva u kori banane, medu kojima se istiCu flavonoidi, tanini, glikozidi, alkaloidi i
terpenoidi, kori banane mogu se pripisati antibakterijska, antidijabetiCka, antihipertenzivna i
protuupalna svojstva, §to upucuje na uéestaliju primjenu kore banane u farmaceutskoj industriji
u buduénosti (Zou i sur., 2022). Kora banane sadrzi mnostvo fenolnih spojeva koji se povezuju
sa smanjenjem rizika od pojave dijabetesa, komplikacija pretilosti, kardiovaskularnih bolesti i
karcinoma. Upotreba fenolnih spojeva kao funkcionalnih aditiva hrani temelji se na moguénosti
da zaustave oksidaciju lipida u organizmu, 8to mozZe dovesti do ateroskleroze, a povezuju se i
sa sprjeCavanjem rasta Stetnih mirkoorganizama u hrani. Prisutnost 2-metill-5-(1-metiletil)-
fenola u ekstraktu kore banane rezultirala je inhibicijom aktivnosti slijedecih bakterijskih sojeva:
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis i Escherichia coli. Stoga, moguce je
zakljuciti kako ¢e u buducnosti upotreba kora banane kao nusproizvoda prerade i¢i u smjeru
ekonomski i ekoloski prihvatljive izolacije fenolnih spojeva za proizvodnju funkcionalnih

prehrambenih proizvoda, dodataka prehrani ili antimikrobnih agenasa (Zou i sur., 2022).

2.3. EKSTRAKCIJA FENOLNIH SPOJEVA

Fenolni spojevi imaju Siroku upotrebu u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji zbog
antioksidacijske aktivnosti koju posjeduju. Ipak, da bi se dobili biljni ekstrakti visoke kvalitete sa
zadovoljavajuéim sadrzajem fenolnih spojeva, potrebno je osigurati optimalne uvjete
ekstrakcije. Takoder, vazno je i da izolacija spojeva bude u skladu sa standardima zastite
okolisa. Nastavno na zastitu okolida, upotreba visoko ucinkovitih metoda izolacije bioaktivnih
spojeva omogucila bi dobivanje izolata visoke kvalitete iz nusproizvoda industrijske prerade
hrane, ¢ime bi se smanijila koli¢ina otpada od hrane koja se stvara. Kod ekstrakcije fenolnih
spojeva potrebno je imati na umu i oblik u kojem su spojevi prisutni u biljkama. Fenoli mogu biti
prisutni kao monomeri ili polimeri, u obliku aglikona ili glikozida te mogu biti otopljeni u
stani€nom matriksu ili vezani na odredene stani¢ne strukture (Shii sur., 2022). Takoder, sastav
i koli¢ina fenolnih spojeva variraju obzirom na vrstu biljke, vrstu stanica i uvjete rasta pa je cilj

pazljivim izborom metode za ekstrakciju dobiti ekstrakte bogate polifenolima. Postoje dvije
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velike skupine tehnika za ekstrakciju, a to su konvencionalne i alternativne tehnike (Osorio-
Tobon, 2020).

2.3.1. Konvencionalne tehnike ekstrakcije fenolnih spojeva

Konvencionalne tehnike ekstrakcije baziraju se na zakonima slicnosti i medusobnog
mijeSanja kako bi se zeljeni spojevi prenijeli u otapalo. Medu konvencionalnim metodama isti¢u
se infuzija, ekstrakcija po Soxhletu, maceracija i digestija (Shi i sur., 2022). Infuzija je
jednostavna tehnika za ekstrakciju hlapljivih biljnih uzoraka koji sadrzavaju spojeve lako topljive
u organskom otapalu, a ekstrakcija po Soxhletu koristi se za ekstrakciju masti iz uzoraka.
Maceracija se koristi za ekstrakciju sirovog materijala tijekom duljeg vremena pri niskim
temperaturama, dok se digestija koristi za ekstrakciju termostabilnih fenolnih spojeva iz biljnog
materijala. Ekstrakcija fenolnih spojeva predstavlja izazov, jer se radi o spojevima ¢iji kona¢an
prinos i bioloSka aktivnost ovise o parametrima ekstrakcije, kao $to su temperatura i vrijeme
ekstrakcije te okolidnim parametrima, poput svjetlaili kisika. Osnovna prednost konvencionalnih
tehnika je jednostavnost izvedbe. Primjerice, kod ekstrakcije pod Soxhletu nije potrebno
provoditi filtraciju uzorka nakon ekstrakcije. Takoder, uzorak opetovano dolazi u kontakt s
otapalom koje se refluksira pa nije potrebna velika koli¢ina otapala. Medutim, nedostaci ove
tehnike su dugo vrijeme i visoka temperatura ekstrakcije, $to moze rezultirati smanjenjem
bioloske aktivnosti polifenola. Prednosti maceracije su jednostavnost, ekonomicnost i niske
temperature ekstrakcije, ¢ime je moguce ocCuvati aktivnost fenolnih spojeva. Takoder, veéi
prinos spojeva moze se ostvariti upotrebom inkubatora za mijeSanje da bi se povecala dodirna
povrSina otapala i uzorka. Ipak, to nije dovoljno za dobivanje ekstrakta s visokom
koncentracijom fenolnih spojeva, $to je glavni nedostatak (Osorio-Tobdn, 2020). Digestija ili
modificirana maceracija, ograni¢ena je samo na ekstrakciju fenola koji su termostabilni, a za
uspjeSnu ekstrakciju Sireg spektra bioaktivnih spojeva, potrebno je primijeniti niz otapala
razliCite polarnosti. Dakle, tehnika je duga, iscrpna i neekonomicna, a jedina je prednost
primjena niskih temperatura ekstrakcije (Alara i sur.,, 2021). Zbog brojnih nedostatka
konvencionalnih tehnika, razvijene su alternativne ili napredne tehnike ekstrakcije fenolnih
spojeva, a konvencionalne tehnike ostale su u upotrebi za usporedbu efikasnosti naprednih

tehnika.

2.3.2. Napredne tehnike ekstrakcije fenolnih spojeva

Napredne tehnike ekstrakcije razvijene su kako bi se sprijeio moguci utjecaj vanjskih
faktora, poput kisika i svjetla, na koncentraciju fenolnih spojeva u finalnom ekstraktu te kako bi

se zaobisli nedostaci konvencionalnih metoda. Medu alternativnim tehnikama naj¢eSc¢e su
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MAE, tekucinska ekstrakcija pod tlakom, superkriti¢na ekstrakcija fluidima i ekstrakcija pomocu
ultrazvuka. Spomenute tehnike imaju nekoliko zajednic¢kih odrednica, a to su ekoloSka
prihvatljivost, upotreba malih koli¢ina otapala, umjerene temperature i kratko vrijeme ekstrakcije
(Osorio-Tobén, 2020).

MAE je tehnika koja se temelji na razbijanju stani¢ne stijenke biljnog materijala energijom
mikrovalova kako bi se iz stanica oslobodili polifenoli. Uzorak, otapalo i magnetni mjesadi
dodaju se u mikrovalni reaktor koji je otporan na zraenje. Uredaj se podeSava na odgovarajuéu
shagu, vrijeme zagrijavanja i temperaturu, ovisno o vrsti spojeva koji se izoliraju. Mikrovalno
elektromagnetsko zraCenje zagrijava smjesu uzorka i polarnog otapala, pri ¢emu otapalo
apsorbira energiju mikrovalova te se smjesa uzorka i otapala zagrijava brZe. lako se naj¢esée
koriste biljni uzorci koji se prethodno sude, takvi uzorci i dalje sadrZzavaju tragove vode u sebi.
Energija mikrovalova zagrijava tu unutarstani¢nu vodu koja posljedi¢no isparava. Isparavanje
povecava unutarstanicni tlak koji stvara pritisak na stani¢nu stijenku. Vremenom ¢e povecani
tlak uzrokovati pucanje stani¢ne stijenke, ¢ime se omogucava prijenos polifenola u otapalo i
penetracija otapala u stani¢ni matriks Dakle, kod ove tehnike dogada se prijenos stani¢ne
mase i topline prema van (Lama - Mufoz i Contreras, 2022; Cavalloro i sur., 2021).

Prinosi ekstrakcije uvelike ovise karakteristikama ekstrakcijskog otapala. Pozeljno je da je
ekstrakcijsko otapalo selektivno za ciljane polifenolne spojeve, a inertho prema ostalim
komponentama stani€nog matriksa. Na taj ¢e se nacin upotrijebiti manje otapala i ekstrakcija
Ce biti uspjesnija (Lama - Mufioz i Contreras, 2022). NajceS¢e se koriste vodene otopine etanola
i metanola u razli¢itim omjerima koje imaju visok stalni dipolni moment i visoku dielektri¢nu
konstantu, Sto omogucuje bolje otapanje ciljanih spojeva u otapalu (Osorio-Tobdn, 2020,).
Dipolni moment (p) je vektorski zbroj elektriCnih dipolnih momenata pojedinih dipola. Vedi je Sto
su vedi elektrini naboji i udaljenost polova. Stalni dipolni moment imaju asimetricne molekule
kojima se tezidta pozitivnog i negativhog naboja ne poklapaju, primjerice etanol. Ipak,
ucinkovitost ekstrakcije ponajprije je uvjetovana dielektricnom konstantom otapala koja uvjetuje
potencijal otapala da apsorbira energiju mikrovalova i tako se zagrije. Poveé¢anjem dielektri¢ne
konstante otapala, primjerice razrjedivanjem alkohola odredene koncentracije vodom,
povecava se apsorpcija mikrovalnog zracenja, $to rezultira poveéanjem temperature i tlaka
unutar uzorka i pucanjem stani¢nih struktura (Lama - Mufoz i Contreras, 2022).

Pored karakteristika otapala, vazno je optimirati slijedece parametre: temperaturu i vriieme
ekstrakcije, omjer uzorka i otapala te snagu mikrovalnog zracenja. Temperatura utje€e na
topljivost spojeva, brzinu desorpcije i stabilnost ciljanih spojeva. Dakle, visa temperatura
poboljSava difuziju otapala u stani¢ni matriks, povecava topljivost spojeva i ubrzava njihovu
desorpciju iz matrice, Sto omogucuje ucinkovitiju i brzu ekstrakciju spojeva, ali moze uzrokovati

degradaciju osjetljivih spojeva zbog €ega je vazno definirati optimalnu za razliite uzorke.
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Najve¢a prednost MAE u odnosu na konvencionalne tehnike je upravo kratko vrijeme
ekstrakcije, naj¢eS¢e 5 do 15 min. Kraée vrijeme ekstrakcije sprje€ava oksidaciju i toplinsku
degradaciju ciljanih spojeva, a postize se brzim zagrijavanjem otapala. Brzina zagrijavanja
otapala ovisit ¢e o spomenutoj dielektri€noj konstanti. lako se produljenjem ekstrakcije moze
povecati prinos spojeva, preduga ekstrakcija moze uzrokovati degradaciju ciljanih spojeva.
Omijer uzorka i otapala vazan je parametar kod MAE jer ¢e dovoljan volumen otapala omoguciti
adekvatno otapanje uzorka i ekstrakciju ciljanih spojeva (Shi i sur., 2022). Snaga mikrovalova
vazan je parametar kod MAE, jer omoguéava otpustanje bioaktivnih spojeva iz biljnih materijala,
a vazno je optimirati kako bi se sprijeCilo prekomjerno zagrijavanje uzorka i degradacija
termolabilnih polifenola (Vu i sur., 2019). Ova se tehnika pokazala posebno korisnom kod

ekstrakcije fenolnih kiselina i flavonoida koji dijele slicnosti u strukturi (Alara i sur., 2021).

2.4. ODREDPIVANJE ANTIOKSIDACIISKE AKTIVNOSTI

Vanjski ¢imbenici poput zagadenja u okoliSu, izlaganja radijaciji i oksidiraju¢im sredstvima
te ubrzan nacin Zivota kumulativho doprinose razvoju oksidativhog stresa u organizmu. Osim
toga, u stanicama se prirodno dogadaju procesi oksidacije zbog iskoristavanja hranjivih tvari,
sinteze stani¢nih struktura ili pak kao posljedica bolesti, §to rezultira stvaranjem slobodnih
radikala koji mogu uzrokovati osteé¢enja stanica (Zou i sur., 2022). Slobodni radikali su zapravo
reaktivne kisikove vrste (eng. reactive oxygen species, ROS) poput vodikovog peroksida,
superoksidnog aniona, hidroksilnog radikala i perhidroksilnog radikala. Kako sam naziv kaze,
ovi spojevi u svom sastavu imaju kisik, a zbog svoje nestabilnosti teze reakciji s drugim
spojevima iz okoline. Spomenuti radikali mogu izazvati oksidativha ostecenja nukleinskih
kiselina te strukturalnih proteina, masti i tkiva te potaknuti razvoj kardiovaskularnih bolesti ili
narusiti funkcije stanica, tkiva i organa. Stoga je unos antioksidansa kroz hranu, funkcionalne
prehrambene proizvode ili dodatke prehrani presudan za oCuvanje, normalan rast i obnovu
stani¢nih struktura (Zaini i sur., 2022).

Antioksidacijska aktivnost ovisi o strukturi spoja, vezanim funkcionalnim skupinama i
stupnju polimerizacije, kao i stupnju zrelosti voca. Utvrdeno je kako se antioksidacijska
aktivnost poveCava dozrijevanjem voc¢a, ali se smanjuje nakon §&to voée prezrije.
Antioksidacijska aktivnost uvjetovana je i kultivarom banane pa tako vrijednosti mogu varirati
0,04 — 13,94 mg TE/g svjezeg uzorka, mjereno FRAP metodom (Qamar i Shaikh, 2018).
Antioksidacijska aktivnost fenola pociva na hvatanju ROS-a zahvaljujuci prisustvu hidroksilnih
skupina, prevenciji formiranja ROS-a, regulaciji sinteze antioksidacijskih enzima, te regulaciji
ekspresije gena koji uvjetuju metabolizam, prezivljavanje i diferencijaciju adipocita te aktivnost
detoksikacijskih enzima (Shi i sur., 2022).
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Polifenoli mogu potaknuti sintezu superoksid dismutaze 1 (eng. superoxide dismutase 1,
SOD1) u citosolu i superoksid dismutaze 2 (eng. superoxide dismutase 2, SOD2) u
mitohondrijima i na taj nacin potaknuti antioksidacijsku aktivnost hvatanjem slobodnih radikala.
Antioksidacijska aktivnhost fenola posreduje njihovu protuupalnu aktivnost kroz inhibiciju
aktivnosti proupalnih enzima, aktivaciju endogenih antioksidacijskih enzima i modifikaciju gena
za opstanak stanica. Primjer protuupalne aktivnosti fenola oc€ituje se kod puta arahidonske
kiseline koja sudjeluje u aktivaciji upalnih puteva u organizmu. Kada polifenoli aktiviraju receptor
za aktivator proliferacije peroksisoma gama (eng. peroxisome proliferator-activate receptor
gamma, PPARY), koji djeluje kao transkripcijski faktor u regulaciji ekspresije gena koji reguliraju
metabolizam lipida i glukoze, inhibiraju se enzimi koji sudjeluju u konverziji arahidonske kiseline
u proupalne metabolite. Na taj se nacin sprjeCavaju proupalni mehanizmi koji mogu narusiti
diferencijaciju adipocita, potaknuti metabolicke poremecaje u kostima ili potaknuti gubitak
miSicne mase skeletnih misi¢a (Dobroslavi¢ i sur., 2023).

Kora banane bogata je fenolnim spojevima koji imaju antioksidacijsko djelovanje u
organizmu, medu kojima se istiCu: hidroksicimetne kiseline, kamferol, rutin i galokatehin (Vu i
sur., 2018). Hidroksicimetne kiseline povezuju se sa smanjenjem progresije osteoporoze u in
vivo eksperimentima na Stakorima te in vitro eksperimentima na stani¢nim linijama kostane srzi,
kao i sa inhibicijom oksidativhog stresa i upale povezane s artritisom. Kamferol se povezuje s
regeneracijom kostiju i ouvanjem osteoblasta u stanicama Stakora u in vivo i in vitro uvjetima
(Dobroslavi¢ i sur., 2023). Rutin ima snaznu antioksidacijsku i protuupalnu aktivnost, a najcesce
se koristi kod snizavanja krvnog tlaka i terapije proSirenih vena, a ima i neuroprotektivno
djelovanje koje pociva na regulaciji aktivnosti antioksidacijskin enzima poput katalaze i
superoksid dismutaze (Bakhtiari i sur., 2017).

Visok sadrzaj polifenola koji imaju antioksidacijsko djelovanje omogucuje neutralizaciju
djelovanja slobodnih radikala u organizmu. Danas se koristi velik broj metoda koje mjere
prijenos atoma vodika ili elektrona s antioksidanasa na molekule slobodnih radikala kako bi se
neutralizirale (Munteanu i Apetrei, 2021).

Kako bi se odredila antioksidacijska aktivhost neke prehrambene sastavnice, metoda za
odredivanje mora zadovaoljiti slijedeée kriterije: jednostavnost izvedbe, lako dostupni instrumenti
i kemikalije za izvedbu, definirana krajnja toCka i kemijski mehanizam, ponovljivost, moze se
podvrgnuti kontroli kvalitete, radikal mora biti bioloSki vazan te mora biti moguéa analiza
hidrofilnih i hidrofobnih antioksidanasa. Takoder, uvijek je potrebno testirati antioksidacijsku
aktivnost viSestrukim metodama kako bi se dobili vierodostojni rezultati. Glavni nedostatak svih
metoda je da ne mogu u potpunosti oponasati antioksidacijsku aktivnost u in vivo uvjetima ili u
hrani. Spomenute metode oslanjaju se na spektrofotometriju, pretpostavljajuéi pojavu

karakteristicnih boja ili obezbojenje otopina nakon dodatka karakteristicnih reagensa, a te
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promjene prate se mjerenjem apsorbancije pri odredenoj valnoj duljini (Munteanu i Apetrei,
2021).

FRAP je kolorimetrijska metoda za odredivanje antioksidacijske aktivnosti, a temelji se na
reakciji redukcije trovalentnog iona Zeljeza (Fe*") u dvovalentni ion Zeljeza u doticaju s
antioksidansima prisutnima u uzorku. Stabilnost iona Zeljeza uvjetovana je kiselim pH. Mjerenje
apsrobancije provodi se pri valnoj duljini 593 nm (Mishra i sur., 2022). Metoda je jednostavna,
brza, ponovljiva metoda, dobro validirana, visoko osjetljiva i ¢esto se koristi za dobivanje
informacija o antioksidacijskoj aktivnosti hrane i pi¢a. Vazno je reci i kako je metoda jeftina te
ne zahtijeva posebnu opremu za izvedbu. Nedostatak metode je moguénost velikih varijacija u
apsorbancijama uzoraka, ovisno o potrebnom vremenu za reakcije radikala i antioksidansa, s§to
otezava usporedbu rezultata s rezultatima drugih metoda. Dakle, razli€iti antioksidansi imaju
razliCita reakcijska vremena za detekciju radikala. Medutim, taj se nedostatak moze nadiéi
elektrokemijskim prilagodbama metode. Nedostaci FRAP metode su niska ucinkovitost u
uklanjaju radikala u hidrofobnim sustavima i niska korelacija s drugim antioksidacijskim
metodama. Stoga je potrebno koristiti FRAP test zajedno s nekom drugom metodom kako bi
se utvrdile razlike u antioksidacijskim mehanizmima (Munteanu i Apetrei, 2021).

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti ¢esto se koristi jos jedna kolorimetrijska metoda,
ABTS metoda. Temelji na redukciji ABTS radikala antioksidansima prisutnima u uzorku, $to se
oCituje promjenom boje pripremljene smjese uzorka i otopine reagensa. Promjena boje mijeri
se spektrofotometrijski pri valnoj duljini 734 nm. ABTS radikal ili ABTS+* nastaje oksidacijom
ABTS-a kalijevim persulfatom (K;S;Og) ili manganovim (llI) oksidom (MnO;). Persulfat ili
manganov dioksid djeluju kao oksidansi pa prevode ABTS u ABTSe*, pri ¢emu radikal ima
intenzivnu plavo-zelenu boju koja apsorbira svjetlost na valnoj duljini 734 nm. MijeSanjem
odgovarajuéeg volumena uzorka i otopine reagensa, dolazi do redukcije radikala ABTS-a u
neutralni oblik jer antioksidansi preuzimaju nespareni elektron, Sto se oCituje smanjenjem
obojenja smjese. Apsorbancija smjese uzorka i reagensa mjeri se na valnoj duljini 734 nm
nakon 4 — 6 min. Prednosti ove metode su jednostavno izvodenje, brzina, pristupac¢na cijena,
stabilnost u Sirokom rasponu pH i fleksibilnost zbog mogucnosti analize antioksidacijske
aktivnosti u lipofilnim i hidrofilnim ekstraktima (Shi i sur., 2022; Munteanu i Apetrei, 2021).
Nedostatak metode je manjak bioloSke vaznosti ABTS+*, jer se radi o sintetiziranom radikalu.
Nadalje, postoji moguénost precjenjivanja antioksidacijske aktivnosti zbog reakcije ispitivane
tvari s oksidansima, enzimima i kationskim radikalima te niskog redoks potencijala brojnih
polifenola, $to omogucuje laku reakciju s ABTS+*. Takoder, postoji moguénost podcjenjivanja
antioksidacijske aktivnosti zbog vremenskog ograniCavanja reakcije, odnosno, definiranja
krajnje toCke reakcije nakon samo 4 — 6 min, jer je razliCitim antioksidansima potrebno razli€ito

vrijeme za reakciju s radikalima (Munteanu i Apetrei, 2021).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

Zadatak je bio ispitati utjecaj uvjeta MAE na prinos fenolnih spojeva iz kore banane,
odnosno optimirati uvjete za ekstrakciju kako bi se dobili $to veci prinosi u vidu izolacije fenolnih
spojeva. Uzorak je bila liofilizirana kora banane, a kao otapalo za ekstrakciju koristena je 30 %-
tna vodena otopina etanola. U dobivenim ekstraktima odredeni su udjeli THA i TF te

antioksidacijska aktivnost pomo¢u FRAP i ABTS metoda.

3.1. MATERIJALI I LABORATORIJSKA OPREMA

3.1.1. Uzorak kore banane

Za istrazivanje su koristene kore banane sorte Cavendish. Kore su zamrznute pri — 80 °C
nakon €ega su liofilizirane, pakirane u vrecice te skladistene na suhom i tamnom mijestu.
Neposredno prije provodenja analiza, uzorci su usitnjeni u elektricnom mlincu (GT11 Tefal,

Rumily, Francuska).

3.1.2. Kemikalije i standardi

e Kolin klorid 98 % (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD)

» Milije¢na kiselina 99 % (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD)

e Destilirana voda

e Koncentrirana klorovodi¢na kiselina (Kemika d.o.o., Zagreb, Hrvatska), 37 %

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

e Klorovodi¢na otopina masene koncentracije 1 g/L (u 96 % etanolu)
Priprema: 0,227 mL koncentrirane klorovodi¢ne kiseline (37 %) se otpipetira u odmjernu
tikvicu od 100 mL te nadopuni etanolom (96 %) do oznake.

« Klorovodi¢na otopina masene koncentracije 2 g/L
Priprema: 0,454 mL koncentrirane klorovodi¢ne kiseline (37 %) se otpipetira u odmjernu
tikvicu od 100 mL te nadopuni destiliranom vodom do oznake.

e Kruti kvercetin

e 100 %-tni metanol (Honeywell, Charlotte, Sjeverna Karolina, SAD)

e Standardna otopina kvercetina (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD) (100 mg/L)
Priprema: Najprije se pripremi otopina standarda kvercetina u koncentraciji 100 mg/L.

Odvaze se 10 mg standarda kvercetina u plasti¢noj ladici za vaganje te se pomoc¢u 5 mL
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100 %-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopi u
datom volumenu, a potom se do ozhake nadopuni metanolom.

Kruta klorogenska kiselina (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD)

Standard klorogenske kiseline (100 mg/L)

Priprema: Najprije se pripremi otopina standarda klorogenske kiseline u koncentraciji 100
mg/L. Odvaze se 10 mg standarda klorogenske kiseline u plasti¢noj ladici za vaganje te se
pomocu 5 mL 100 %-tnog metanola kvantitativho prenese u odmjernu tikvicu volumena 100
mL i otopi u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni metanolom.

Aluminijev klorid (Kemika d.o.0., Zagreb, Hrvatska), 10 %-tni

Priprema: 1 g aluminijevog klorida (aluminj-klorid—heksahidrat, p.a.) otopi se 5 mL
destilirane vode te kvantitativho prenese u odmjernu tikvicu od 10 mL i nadopuni do oznake
destiliranom vodom.

Kalijev acetat (Kemika d.o.0., Zagreb, Hrvatska), 1 M

Priprema: 9,845 g kalijevog acetata otopi se u 10 mL destilirane vode te kvantitativho
prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni do oznake destiliranom vodom.
6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox) (Sigma Aldrich, St.
Louis, SAD), 2 mM

Priprema: odvaze se 0,0501 g Troloxa i kvantitativnho prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL
koja se nadopuni do oznake 96 %-tnim etanolom.

Klorovodi¢na kiselina, 40 mM

Priprema: otpipetira se 330 yL 37 %-tne klorovodi¢ne kiseline i nadopuni destiliranom
vodom u odmjernoj tikvici od 100 mL.

2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ) (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD)

TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin), 10 mM

Priprema: odvaze se 0,0312 g TPTZ-a u plasti¢noj ladici za vaganje i kvantitativho prenese
u odmjernu tikvicu volumena 10 mL te nadopuni do oznake s 40 mM klorovodicnom
kiselinom.

Zeljezo (Il1)-klorid heksahidrat (FeClz x 6H,0) (Gram-Mol d.0.0., Zagreb, Hrvatska)

Zeljezo (lIl)-klorid heksahidrat (FeCls x 6H,0), 20 mM otopina

Priprema: odvaze se 0,541 g zeljezo (lll)-klorida heksahidrata u plasti¢noj ladici za vaganje
i kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL te nadopuni do oznake s
destiliranom vodom

Glacijalna octena kiselina, 99-100 %-tna (Carlo Erba, Cornaredo, Italija)

Natrij-acetat trihidrat (CHsCOONa x 3H,0) (Kemika d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

Acetatni pufer, 0,3 M, pH 3.6
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Priprema: odvaze se 3,1 g natrij-acetat trihidrata u plasti¢noj ladici za vaganje i kvantitativho
prenese pomocu destilirane vode u odmjernu tikvicu volumena 1 L, u nju se potom otpipetira
16 mL glacijalne octene kiseline i nadopuni se destiliranom vodom do oznake.

FRAP reagens

Priprema: u staklenoj ¢asi volumena 50 mL pomije$a se 20 mL acetatnog pufera (0,3 M), 2
mL TPTZ reagensa i 2 mL Zeljezo (lll)-klorida u omjeru 10:1:1.
6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox) (Sigma Aldrich, St.
Louis, SAD), 20 mM

Priprema: Potrebno je pripremiti otopinu Troloxa u koncentraciji 0,02 mol/L. 500 mg Troloxa
se odvaze u plasti€¢noj ladici za vaganje te kvantitativno prenese i otopi u 100 %-tnom
metanolu i nadopuni do oznake metanolom u odmjernoj tikvici od 100 mL. Otopinu Troloxa
potrebno je Cuvati na tamnom (tikvica se zamota u aluminijsku foliju) i koristi se uvijek svjeze
pripremljena otopina standarda.

140 mM otopina kalijeva persulfata, K.S,0s (Kemika d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

Priprema: 0,1892 g K,S,0s izvaze se u tikvicu od 5 mL i otopi u destiliranoj vodi.

ABTS (2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazoline-6-sulfonska) kiselina)(Sigma Aldrich, St. Louis,
SAD)

7 mM ABTS otopina

Priprema: 0,0192 g ABTS reagensa otopi se u tikvici od 5 mL te nadopuni destiliranom
vodom do oznake.

stabilna ABTSe+ otopina

Priprema: 88 uL K»S,0g otopine prenese se u tikvicu od 5 mL u kojoj je ABTS otopina. Dobro
se promijesa, zatvori i Cuva na sobnoj temperaturi u mraku 12-16 h, zamotano u aluminijsku
foliju. Konacna koncentracija K2S>Os pri tome je 2,45 mmol/L.

Na dan provodenja analiza, priprema se 1 %-tna otopina ABTSe+

Priprema: 1000 uL ABTS+ otopine otpipetira se u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni
etanolom do oznake. PodeSava se koncentracija ABTSe+ tako da apsorbancija pri 734 nm

iznosi 0,70 £0,02. Pripremljena otopina koristi se za spektrofotometrijsko odredivanje.

3.1.3. Laboratorijsko posude

Staklene ¢aSe, volumena 25 i 1000 mL
Metalna Zli€ica za uzimanje suhog uzorka
Plasti¢na ladica za vaganje krutog reagensa
Odmijerne tikvice, volumena 10, 100 i 2000 mL

e Menzure, volumena 50 mL
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e Stakleni lijevci

e Magnetni stapic¢

e Stakleni stapi¢

* Magnetni mjeSaci

e Plasti¢na kapaljka

» Filter papir

e Plasti¢ne epruvete (Falcon) s poklopcem volumena 50 mL
e Staklene epruvete i stalak za epruvete
e Pipete (1001000 pL, 5 mL)

* Plasti¢ni nastavci za pipete (Eppendorf)
- Staklene kivete

e Staklena ¢asa od 1000 mL

3.1.4. Laboratorijski uredaji

e Elektriéni mlinac (180W/230V, Tefal)

« Analiticka vaga (Mettler Toledo d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

e Uredaj za MAE (MILESTONE Ethos X, Sorisole (BG), Italija)

e Vortex mijeSalica (MS2 Minishaker, IKA, SAD)

e Kupelj UP 400 S (Dr. Hielscher GmbH, Njemacka)

e Uredaj za spektofotometriju (VWR UV-1600PC Spectrophotometer, VMR International,
Radnor, SAD)

3.2.EKSTRAKCIJA POTPOMOGNUTA MIKROVALOVIMA

Ekstrakcija fenolnih spojeva mikrovalovima provedena je prema planu eksperimenta
(tablica 2). Odvagana je potrebna masa liofiliziranog uzorka prema zadanim omjerima uzorka i
otapala (g/mL): 1:40 = 1,25 g; 1:50 = 1 g; 1:60 = 0,83 g. Odvagani uzorak prenijet je u celiju za
ekstrakciju te mu je dodano 40 mL ekstrakcijskog otapala i magnetni mjesac. Za odvagu uzorka
koriStena je analiticka vaga, a masa je odredena s preciznoS¢u na 4 decimale. Ekstrakcijska
Celija sa smjesom postavljena je u reaktor (slika 3), a parametri ekstrakcije su postavljeni na
slijedece vrijednosti: snaga mikrovalova bila je 400 W, a snaga mijeSanja 50 %. Vrijeme
zagrijavanja do Zeljene temperature bilo je 2 min za 40 °C, 4 min za 60 °C, 6 min za 80 °C,

ventilacija i hladenje nakon ekstrakcije u trajanju od 1 min na temperaturi od 25 °C.
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Tablica 2. Plan eksperimenta za MAE.

Br. Omijer uzorka i otapala Temperatura Vrijeme ekstrakcije
uzorka (g/mL) (°C) (min)
1 5
2 40 10
3 15
4 5
5 1:40 60 10
6 15
7 5
8 80 10
9 15
10 5
11 40 10
12 15
13 5
14 1:50 60 10
15 15
16 5
17 80 10
18 15
19 5
20 40 10
21 15
22 5
23 1:60 60 10
24 15
25 5
26 80 10
27 15

Po zavrSetku ekstrakcije, smjesa se profiltrirala vakuum filtracijom pomoc¢u Blchnerovog
lijevka, prenijela u odmjernu tikvicu od 50 mL te nadopunila otapalom do oznake. Dobiveni
filtrati prenijeti su u plasti¢ne Falcon kivete s ¢epom i pohranjeni u hladnjak do provodenja

analiza.
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3.3.ODREBPIVANJE UKUPNIH HIDROKSICIMETNIH KISELINA

Hidroksicimetne kiseline pripadaju skupini fenolnih kiselina, a ukupne hidroksicimetne
kiseline mogu se odrediti spektrofotometrijski. Pri valnoj duljini od 320 nm mijeri se intenzitet
nastalog obojenja u ekstraktu uzorka (Howard i sur., 2003).

U staklenu epruvetu otpipetirano je redom 250 pL ekstrakta, 250 yL 1 g/L HCI u 96 %-tnom
etanolu i 4,55 mL 2 g/L HCI. Na isti je nacCin pripremljena i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta
uzima otapalo za ekstrakciju. Svaki uzorak je analiziran u 2 paralele.

Kako bi se mogla odrediti koncentracija ukupnih hidroksicimetnih kiselina, bilo je potrebno
izraditi bazdarni pravac pomocu standarda klorogenske kiseline. Iz alikvotne otopine standarda
klorogenske kiseline masene koncentracije 100 mg/L, pripremljena su slijedeéa razrjedenja: 10,
25, 50 66,7 mg/L. Dobivena su tako da se iz otopine alikvota otpipetira redom 1, 2,5, 51 6,67
mL i nadopuni 80 %-tnim metanolom u odmjernim tikvicama od 10 mL. Potrebno je pripremiti i
slijepu probu tako da se umjesto ekstrakta uzima 80 %-tni metanol. Za mjerenje je bilo potrebno
otpipetirati 250 pL otopine standarda, 250 pyL 1 g/L HCI u 96 %-tnom etanolu i 4,55 mL 2 g/L
HCI u staklenu epruvetu. Iz staklene epruvete, odredeni je volumen analita prenijet u kivetu te
je odredena apsorbancija na 320 nm. Na temelju dobivenih rezultata, dobivena je jednadzba
pravca u koju su se uvrstavali rezultati apsorbancije ekstrakta uzorka.

Jednadzba pravca dobivena je pomoc¢u programa Microsoft Excel tako da su koncentracije
klorogenske kiseline bile vrijednosti na osi apscisa, a izmjerene apsorbancije pri 320 nm bile

su vrijednosti na osi ordinata (slika 4).
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0,1
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A 320 nm

koncentracija klorogenske kiseline y =0,0035x - 0,0082
mg/L R%=0,9992

Slika 4. Bazdarni dijagram klorogenske kiseline
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Y = 0,0035X — 0,0082 R? = 0,9977 [1]

Y = apsorbancija pri 320 nm
X = koncentracija klorogenske kiseline (mg/L)

R? — koeficijent determinacije

Koncentracije THA izrazene su kao srednja vrijednost dvaju mjerenja, u miligramima

ekvivalenata klorogenske kiseline na 100 grama uzorka (mg CGA/100 g uzorka).

3.4.ODREBPIVANJE UKUPNIH FLAVONOIDA

Odredivanje ukupnih flavonoida temelji se na kolornoj reakciji flavonoida s aluminijevim
kloridom i kalijevim acetatom, nakon ¢ega se mijeri intenzitet nastalog obojenja pri 415 nm
pomocu spektrofotometra (Chang i sur., 2002).

Uzorci u plasti¢nim Falcon kivetama su promijeSani pomoc¢u Vortex mijeSalice, nakon ¢ega
je u staklenu epruvetu otpipetirano redom 0,5 mL ekstrakta, 1,5 mL 96 %-tnog etanola, 0,1 mL
10 %-tnog aluminijevog klorida, 0,1 mL 1 M kalijevog acetata i 2,8 mL destilirane vode. Da bi
se dobili precizniji rezultati, mjerenje se provodi u 2 paralele. a isti je nacin pripremljena i slijepa
proba, ali je umjesto ekstrakta uzeto otapalo za ekstrakciju te umjesto 10 %-tnog aluminijevog
klorida isti volumen destilirane vode (0,1 mL). Sve reakcijske smjese u epruvetama su
promijeSane pomocu Vortex mijeSalice po zavrSetku pripreme. Reakcijska smjesa odstajala je
30 min, nakon €ega je slijedilo mjerenje apsorbancije pri valnoj duljini 415 nm.

Za odredivanje koncentracije ukupnih flavonoida, kao i kod hidroksicimetnih kiselina, bilo
je potrebno izraditi bazdarni pravac. Za izradu bazdarnog pravca, upotrijebljena je otopina
kvercetina koncentracije 100 mg/L. Od standardne otopine kvercetina pripremliena su
razrjedenja u odmjernim tikvicama od 10 mL tako da se otipipetiralo redom 1, 2,5, 51 7,5 mL
alikvota standarda u svaku tikvicu i nadopunilo do oznake 100%-tnim metanolom. Koncentracije
kvercetina u razrijedenim otopinama iznosile su 10, 25, 50 i 70 mg/L. Za analizu je bilo potrebno
uzeti i alikvotnu otopinu standarda koncentracije 100 mg/L. |z svake tikvice otpipetirano je
redom 0,5 mL otopine standarda, 1,5 mL 96 %-tnog etanola, 0,1 mL 10 %-tnog aluminijevog
klorida, 0,1 mL 1 M kalijevog acetata i 2,8 mL destilirane vode. Na isti se nacin pripremila i
slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta dodao 100 %-tni metanol te se umjesto 10 %-tnog
aluminijevog klorida dodao isti volumen destilirane vode (0,1 mL). Reakcijska smjesa morala je
odstajati 30 minu da bi se mogla izmjeriti apsorbancija pri 415 nm pomocu spektrofotometra.

Izmjerene vrijednosti apsorbancije uzete su kao vrijednosti na osi ordinata, a koncentracije

kvercetina (mg/L) uzete su kao vrijednosti na osi apscisa da bi se mogao dobiti grafiCki prikaz
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u programu Microsof Excel. Kao grafi¢ki prikaz dobiven je pravac (slika 5), a prema jednadzbi
pravca izraCunate su koncentracije ukupnih flavonoida te su izrazene u mg ekvivalenata

kvercetina na 100 g uzorka (mg QCT/100 g uzorka) kao srednja vrijednost dvaju mjerenja.

0,8
0,7
0,6
g 05
=
1 04
<
< 0,3
0,2
o1 y = 0,0069x + 0,0002
’ R2=0,9977
0
0 20 40 60 80 100 120
koncentracija kvercetina mg/L
Slika 5. Bazdarni dijagram kvercetina
Y = 0,0069X + 0,002 R?=0,9992 [2]

Y — apsorbancija pri 415 nm
X — koncentracija kvercetina (mg/L)
R? — koeficijent determinacije

3.5.ODREDPIVANJE ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI FRAP METODOM

Odredivanje antioksidacijske aktivhosti FRAP metodom temelji se na reakciji redukcije zuto
obojenog kompleksa Zeljezo-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), pri emu nastaje plavo obojeni
kompleks fero-tripiridiltriazin koji ima apsorpcijski maksimum pri 593 nm (Shortle i sur., 2014).
FRAP metoda temelji se na prijenosu elektrona pri ¢emu antioksidansi doniraju elektron
slobodnim radikalima, metalima i karbonilnim spojevima. Navedena reakcija popracena je
smanjenjem intenziteta obojenja koji je izravno proporcionalan koncentraciji antioksidansa.
Vrijednosti dobivene FRAP metodom izrazene su preko trolox ekvivalenata Benzie, 1996;
Benzie i Strain, 1996).

Uzorci u plasticnim Falcon kivetama promijeSani su pomocu Vortex mijeSalice. Ekstrakt kore
banane razrijeden je otapalom za ekstrakciju 5 puta.

Za mjerenje antioksidacijske aktivnosti u epruvetu je otpipetirano redom 240 pL destilirane
vode, 80 pL razrijedenog uzorka i 2080 uL FRAP reagensa. Pripremljeni uzorci promijeSani su

pomocu Vortex mijeSalice te su termostatirani 5 min pri temperaturi 37 °C u vodenoj kupeliji.
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Slijepa proba pripremljena je tako da je dodano sve osim uzorka, umjesto kojeg je dodano
otapalo za ekstrakciju, odnosno 30 %-tni etanol. Nakon termostatiranja slijedilo je mjerenje
apsorbancije pri 593 nm.

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti uzoraka, bilo je potrebno izraditi bazdarni pravac
s vrijednostima antioksidacijske aktivnosti standardne otopine. U 96 %-thom etanolu se
otopljeno je 0,0501 g Troloxa u odmjernoj tikvici od 100 mL te je tikvica nadopunjena do oznake.
Na taj nacin dobivena je 2 mM otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8- tetrametilkroman-2-
karboksilna kiselina) od koje su se u odmjernim tikvicama (10 mL) radila razrjedenja na sljedeci
nacin: u tikvice je redom otpipetirano 0,125; 0,5; 0,625; 1,25; 2,5 i 5 mL alikvota standardne
otopine Troloxa, a tikvice su zatim nadopunjene 96 %-tnim etanolom do oznake. Koncentracije
Troloxa u tako dobivenim otopinama iznosile su 25, 100, 125, 250, 500 i 1000 umol/L akon toga
se u staklene epruvete otpipetiralo 240 uL destilirane vode, 80 UL otopine Troloxa odredene
koncentracije i 2080 yL FRAP reagensa. Pripremljeni uzorci izmijeSani su pomoc¢u Vortex
mijeSalice pa termostatirani pri 37 °C. Slijepa proba sadrzi sve osim otopine Troloxa, umjesto
koje se dodaje 80 uL 96 %-tnog etanola. Uslijedilo je mjerenje apsorbancije pri 593 nm. 1z
dobivenih vrijednosti nacrtan je bazdarni pravac (slika 6) pomocéu programa Microsoft Excel,
pri €¢emu su na apscisi oznacene koncentracije Troloxa (umol/L), dok su se na ordinati nalazile

izmjerene vrijednosti apsorbancija pri 593 nm.
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Slika 6. Prikaz ovisnosti apsorbancije o koncentraciji 6-hidroksi-2,5,7,8 tetrametilkroman-2-

karboksilne kiseline (Trolox)

Y = 0,0013X R? = 0,9995 [3]
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Y — apsorbancija pri 593 nm
X — ekvivalent Troloxa (TE) (umol/L)

R? — koeficijent determinacije

Antioksidacijska aktivnost izrazena je u mmol TE/100 g uzorka kao srednja vrijednost dvaju
mjerenja.

3.6.ODREDBPIVANJE ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI ABTS METODOM

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti ABTS metodom temelji se na sposobnosti
antioksidativnih spojeva da reduciraju. stabilni radikal kation 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-
6-sulfonska kiselina) (ABTSe + ). U prisutnosti antioksidanasa stabilni ABTSe + kation reducira
se u ABTS, a u reakciji se manifestira obezbojenjem plavo-zelene otopine (Pellegrini i sur.,
2003). Vrijednosti dobivene za apsorbanciju uzorka izmjerenih ABTS+ metodom preradunavaju
se primjenom bazdarnog pravca te se rezultati izrazavaju preko Trolox ekvivalenta (TE).

Uzorci su prvo promijeSani pomoéu Vortex mijealice. Nakon toga je uzet odredeni volumen
uzorka i razrijeden ekstrakcijskim otapalom 5 puta.

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti, bilo je potrebno pomijesati 160 pL razrijedenog
uzorka s 2 mL 1 %-tnog ABTSe+ u staklenoj epruveti. Reakcijska smjesa odstajala je 1 min,
nakon ¢ega je izmjerena apsorbancija pri 734 nm. Za slijepu probu upotrijebljen je 96 %-tni
etanol. Za svaki uzorak pripremljene su 2 paralele kako bi dobili $to precizniji rezultati.

Kao i u prethodnoj metodi, za odredivanje antioksidacijske aktivnosti fenolnih spojeva u
kori banane, bilo je potrebno izraditi bazdarni pravac na temelju antioksidacijske aktivnosti
razliCitih koncentracija standardne otopine Troloxa. Potrebno je bilo pripremiti 0,02 mol/L
otopinu Troloxa otapanjem 500 mg krutog Troloxa 100 %- tnim metanolom. Kruti Trolox izvagan
je u plasti¢noj ladici i prebacen u odmjernu tikvicu od 100 mL, pomo¢u malog staklenog lijevka,
nakon ¢ega je tikvica do oznake nadopunjena 100 %- tnim metanolom. 1z standardne otopine
pripremljena su razrjedenja da bi se dobile otopine slijedeéih koncentracija: 25, 50, 100 i 200
pumol/L. Otpipetirano je redom 0,125; 0,25; 0,5 i 1 mL standardne otopine u odmjerne tikvice
koje su zatim do oznake nadopunjene 100 %-tnim metanolom. Iz pripremljenih razrjedenja,
uzima se po 160 pL otopine te se pomijeSa s 2 mL 1 %-tnog ABTS<+. Nakon 1 min stajanja
smjese, mjeri se apsorbancija pri valnoj duljini od 734 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac (slika 7) tako $to se na
apscisu nanesu koncentracije otopina Troloxa, a na ordinatu izmjerene vrijednosti apsorbancija
pri 734 nm. Dobivena jednadzba pravca sluzi za izraCunavanje antioksidacijske aktivnosti

uzorka.
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Slika 7. Prikaz ovisnosti apsorbancije o koncentraciji 6-hidroksi-2,5,7,8 tetrametilkroman-
2-karboksilne kiselina (Trolox)

Y =-0,002X + 0,6204 R? =0,998 [4]

Y — apsorbancija pri 734 nm
X — koncentracija Trolox otopine pM

R2 — koeficijent determinacije

Antioksidacijska aktivnost izrazena je u mmol TE/100 g uzorka kao srednja vrijednost dvaju

mjerenja.

3.7.0BRADA REZULTATA

Preciznost mjerenja apsorbancije osigurana je pripremom 2 paralelne reakcijske smjese
za svaki od 27 uzoraka u sve 4 provedene analiti¢ke metode. Za izradu bazdarnih dijagrama i
obradu sirovih rezultata koristen je program Microsoft Excel, a statistiCka analiza napravljena
je u programu Statistica 11.0 (StatSoft, Inc., Tusla SAD). Analizirana je normalnost i
homoskedasti¢nost ostataka primjenom Shapiro-Wilk-sovog i Leveneovog testa te je na
uzorcima koji su udovoljili navedenim uvjetima provedena jednosmjerna analiza varijance
(ANOVA) s Tukey testom za viSestruko usporedivanje rezultata, dok je na uzorcima koji nisu
udovoljili uvjetima normalnosti i homoskedasti¢nosti proveden neparametrijski Kruskal-Wallis
test s usporedivanjem rangova. Nezavisne varijable bile su omjer uzorka i otapala, vrijeme

ekstrakcije i temperatura ekstrakcije, dok su zavisne varijable bile maseni udio flavonoida i
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hidroksicimetnih kiselina te antioksidacijska aktivnost odredena FRAP i ABTS metodom, uz

razinu znacajnoosti p < 0,05.

27



4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom radu, ekstrahirani su fenolni spojevi iz kore banane (Musa sp.) primjenom MAE uz
30%-tnu vodenu otopinu etanola kao otapalo. Ispitivan je utjecaj omjera uzorka i otapala (1:40,
1:501 1:60 g/mL), vremena ekstrakcije (5, 10 i 15 min) i temperature (40, 60 i 80 °C) na udjele
ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonoida te na antioksidacijsku aktivnost fenolnih spojeva
u kori banane kako bi se utvrdili optimalni uvjeti za ekstrakciju fenolnih spojeva iz kore banane
i potencijal kore banane kao nusproizvoda za upotrebu u prehrambenoj industriji i industriji
dodataka prehrani.

4.1.UTJECAJ PARAMETARA EKSTRAKCIJE NA MASENI UDIO UKUPNIH
HIDROKSICIMETNIH KISELINA | UKUPNIH FLAVONOIDA EKSTRAKTIMA
KORE BANANE

Tablica 3 prikazuje vrijednosti masenih udjela THA i TF u ekstraktima kore banane nakon
MAE, uz variranje omjera uzorka i otapala, temperature i vremena ekstrakcije.

Mozemo vidjeti kako je minimalna vrijednost masenog udjela THA bila 64 mg ekvivalenata
CGA/100 g uzorka, pri temperaturi 60 °C, vremenu ekstrakcije 5 min te omjeru uzorka i otapala
1:40 g/mL. Maksimalna vrijednost masenog udjela THA iznosila je 172,95 + 1,21 mg
ekvivalenata CGA/100 g uzorka pri temperaturi od 80 °C, vremenu ekstrakcije 15 min te omjeru
uzorka i otapala 1:60 g/mL.

Vidljivo je da je minimalni maseni udio ukupnih flavonoida nakon ekstrakcije iznosio 18,40
+ 1,64 mg ekvivalenata QCT/100 g uzorka, pri temperaturi 60 °C, vremenu ekstrakcije 5 min te
omjeru uzorka i otapala 1:40 g/mL. Maksimalni maseni udio iznosio je 64,96 + 1,02 mg
ekvivalenata QCT/100 g uzorka, pri temperaturi 60 °C, vremenu ekstrakcije 15 min te omjeru
uzorka i otapala 1:50 g/mL.
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Tablica 3. Rezultati odredivanja masenog udjela THA i TF u ekstraktima kore banane dobivenih

primjenom MAE

Br Omijer uzorka Temperatura Vrijeme Udio THA Udio TF
i otapala R ekstrakcije (mg CGA/100 g (mg QCT/100 g
uzorka (°C) .
(g/mL) (min) uzorka) uzorka)

1 5 107,59 + 6,46 36,09 + 0,41
2 40 10 77,84 £11,30 29,99 + 0,82
3 15 98,94 + 5,65 31,72+0,82
4 5 64,12 + 0,00 18,40 £ 1,64
5 1:40 60 10 81,84 + 4,04 19,86 £ 1,23
6 15 94,33+ 0,81 21,29 + 1,64
7 5 89,22 + 0,00 29,98 + 0,82
8 80 10 75,00 £ 2,42 32,31+1,64
9 15 74,98 + 2,42 25,07 £ 0,41
10 5 117,14 + 3,00 32,55+ 0,51
11 40 10 100,40 £ 3,01 30,83 + 3,06
12 15 146,91 + 1,00 35,43 £ 3,56
13 5 77,26 £ 2,02 20,10 + 0,00
14 1:50 60 10 98,54 + 2,01 27,30 £ 0,00
15 15 150,77 £ 7,06 64,96 + 1,02
16 5 106,55 + 1,01 39,65+ 1,02
17 80 10 120,09 £ 1,00 44,08 + 1,53
18 15 127,26 £ 2,02 32,78 + 3,58
19 5 108,41 + 2,43 39,42 £ 1,85
20 40 10 105,69 + 1,21 30,67 £ 0,61
21 15 113,75 £ 0,00 42,53 +1,23
22 5 90,24 + 1,21 27,62 + 0,00
23 1:60 60 10 124,98 + 10,94 45,17 £ 1,23
24 15 138,45+ 1,21 40,73 £ 1,23
25 5 168,39 + 2,43 61,58 + 1,23
26 80 10 125,55 + 2,43 38,11 + 3,69
27 15 172,95+ 1,21 63,86 + 4,31

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

4.1.1. Utjecaj parametara ekstrakcije na prinos ukupnih hidroksicimetnih kiselina

U tablici 4 prikazan je utjecaj omjera uzorka i otapala, temperature i vremena provodenja

MAE na maseni udio THA. Iz rezultata statistiCke obrade mozemo uociti da je prosjeCna

vrijednost THA, izrazenih kao mg ekvivalenata CGA/100 g uzorka, iznosila 109,52; odnosno

1,0952 mg ekvivalenata CGA/g uzorka. Omjer uzorka i otapala pokazao se statisti¢ki znacajnim

C¢imbenikom (p < 0,05), dok se temperatura i vrijeme ekstrakcije nisu pokazali znaajnima kod

povecanja prinosa THA (p > 0,05).

29




Tablica 4. Rezultati statistiCke analize utjecaja parametara MAE na maseni udio THA u

ekstraktima kore banane

Udio THA
Izvor varijacije N

(mg CGA/100 g)
Omijer uzorak:otapalo (g/mL) p <0,01*
1:40 18 84,87 + 3,26°
1:50 18 116,10 £ 5,42°
1:60 18 127,60 + 6,45
Temperatura (°C) p=0,26
40 18 108,52 + 4,282
60 18 102,28 + 6,762
80 18 117,78 £ 8,242
Vrijeme (min) p=0,21
5 18 103,21 £ 6,812
10 18 101,10 £ 4,642
15 18 124,26 + 7,202
Prosje€na vrijednost 54 109,52

*StatistiCki zna€ajan &imbenik. Vrijednosti unutar ¢elije oznacene razli€itim slovom su statisticki

znacajne kod p < 0,05. Rezultati su izraZzeni kao srednje vrijednosti + standardna devijacija.

StatistiCka analiza pokazala je da je povecanje omjera uzorka i otapala s 1:40 na 1:50 g/mL
rezultiralo povec¢anjem prinosa THA, ali nije bilo znac€ajnih poveéanja prinosa u uvjetima u
kojima je omjer uzorka i otapala 1:60 g/mL u odnosu na omjer 1:50 g/mL, §to znaci da je omjer
uzorka i otapala 1:50 g/mL dovoljno ucinkovit za ekstrakciju THA iz praha liofilizirane kore
banane. Adekvatan omjer uzorka i otapala omogucit ¢e homogeno i ucinkovito zagrijavanje
cijelog sustava, a povecanje omjera uzorka i otapala povecat ¢e koncentracijski gradijent koji
pokre¢e prijenos mase otopljenih fenola u ekstrakcijsko otapalo, $to rezultira povecanim
prinosom spojeva (Dahmoune i sur., 2014).

Povecanje temperature na kojoj se provodi ekstrakcija nije znacajno utjecalo na povecanje
prinosa THA u ovom radu. Shodno tome, moguce je zakljuciti da je minimalna primijenjena
temperatura, koja je iznosila 40 °C, dovoljno ucinkovita za ekstrakciju THA, jer poviSenjem
temperature na 60 ili 80 °C neée doc¢i do zna€ajnog povecanja prinosa spojeva. Takvi su
rezultati u skladu s rezultatima Curko i sur. (2019), koji su utvrdili da povecéanje temperature
ekstrakcije s 30 na 45 i 60°C nije zna€ajno utjecalo na povecanje prinosa THA ekstrahiranih iz

komine kozZice grozda. Burovi¢ i sur. (2018) promatrali su utjecaj MAE na profil fenolnih kiselina
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u ekstraktu zutih sjemenki soje. Kada su varirali temperaturu MAE unutar vremenskog intervala
od 2 min, zaklju€ili su da se povecéanjem temperature poveéava sadrzaj fenolnih kiselina u
ekstraktima te da se radi o statisti¢ki znaajnom parametru, $to se razlikuje od rezultata ovog
rada. Usvojili su temperaturu 85 °C kao optimalnu za ekstrakciju, $to je ve¢a temperatura od
maksimalne temperature primijenjene u ovom radu za ostvarivanje maksimalnog masenog
udjela THA , ali unutar kraéeg vremena.

Takoder, vrijeme ekstrakcije nije se pokazalo statistiCki znaajnim Cimbenikom za vedi
prinos THA u ovom radu pa je moguce zakljuciti da je 5 min ekstrakcije dovoljno ucinkovito za
ekstrakciju pomoéu MAE. Takvi su rezultati u skladu s rezultatima Curko i sur. (2019), koji su
ekstrahirali THA iz komine koZice grozda tijekom 2, 9 i 16 min uz konstantnu temperaturu od
30, 45li 60 °C. Oni su utvrdili da produljenjem ekstrakcije pri konstantnoj temperaturi ne dolazi
do znacajnog povecanja prinosa THA. Nadalje, slicho rezultatima ovog rada, Vergara-Salinas
i sur. (2012) utvrdili su da se maksimalan prinos THA dobiva tijekom 5 min MAE u vodenom
ekstraktu timijana te da se daljnjim produljenjem ekstrakcije smanjuje prinos.

4.1.2. Utjecaj parametara ekstrakcije na prinos ukupnih flavonoida

U tablici 5 prikazan je i utjecaj omjera uzorka i otapala, temperature i vremena provodenja
ekstrakcije mikrovalovima na maseni udio TF. Prosje¢na vrijednost TF, izrazenih kao mg
QCT/100 g uzorka iznosila je 35,63, odnosno 0,3563 mg QCT/g uzorka. Omjer uzorka i otapala
pokazao se statistic¢ki znac¢ajnim ¢imbenikom (p<0,05), dok se temperatura i vrijeme ekstrakcije

nisu pokazali zna¢ajnima kod povecanja prinosa (p>0,05).

Tablica 5. Rezultati statisticke analize utjecaja parametara MAE na maseni udio TF u

ekstraktima kore banane.

Udio TF
Izvor varijacije N (mg QCT/100 g)
Omjer uzorak:otapalo (g/mL) p<0,01*
1:40 18 27,19 £ 1,442
1:50 18 36,41 + 2,932
1:60 18 43,30 + 2,84
Temperatura (°C) p=0,14
40 18 34,36 + 1,042
60 18 31,72 + 3,59°
80 18 40,82 + 3,142

31



Tablica 5. Rezultati statisticke analize utjecaja parametara MAE na maseni udio TF u

ekstraktima kore banane - nastavak

Vrijeme (min) p =0,51

5 18 33,93 + 2,942
10 18 33,15+ 1,872
15 18 39,82 + 3,56°
Prosje¢na vrijednost 54 35,63

*Statisti¢ki znacajan ¢imbenik. Vrijednosti unutar ¢elije oznacene razli¢itim slovom su statisti¢ki znaéajne

kod p < 0,05. Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti + standardna devijacija

Anal i sur. (2014) ekstrahirali su flavonoide u kori zrele banane pomo¢u MAE i detektirali
196,1 £ 6,70 mg ekvivalenata QCT/g uzorka, Sto je znac¢ajno veca vrijednost od prosjeCne
vrijednosti flavonoida u ovom radu, $to moze biti rezultat razlika u metodologiji radova. Aboul —
Enein i sur. (2016) identificirali su fenolne spojeve iz kore banane koristeéi razli¢ita otapala za
ekstrakciju. Kod upotrebe 80%-tnog etanola kao ekstrakcijskog otapala, maseni udio ukupnih
flavonoida izraZenih u ekvivalentima kvercetina iznosio im je 18,52 + 0,06 mg QCT/g suhe tvari,
Sto je viSe od prosjeCne vrijednosti ukupnih flavonoida u ovom eksperimentalnom radu.
Znacajne razlike u rezultatima mogu se objasniti razlikama u upotrijebljenim uzorcima za
ekstrakciju i metodologiji eksperimentalnih radova, uklju€ujuci razlike u tehnikama ekstrakcije i
vrsti ekstrakcijskog otapala. Nadalje, Rebello i sur. (2014) ekstrahirali su flavonoide iz brasna
kore banane pomocu ultrazvuéne kupke, a detektirali su ih pomocu tekucinske kromatografije
visoke djelotvornosti (eng. high-performance liquid chromatography, HPLC). Maseni udio
flavonoida iznosio je 0,129 mg ekvivalenata kvercetin-3-rutinozida/g uzorka u brasnu kore
banane, $to je manje od prosjeCne vrijednosti masenog udjela flavonoida u ovom radu. Razlike
u rezultatima posljedica su primjene razli€itih tehnika ekstrakcije i kvantifikacije flavonoida te
moguce toplinske degradacije flavonoida uslijed prerade kore banane u brasno. Suleria i sur.
(2020) analizirali su sadrzaj flavonoida u korama razli€itog voca te su detektirali 1,32 + 0,12
mg QCT/g uzorka kore banane sorte Cavendish, $to je vece od prosjecne vrijednosti flavonoida
u ovom radu. Islam i sur. (2023) detektirali su ukupne flavonoide u ekstraktima kore banane
dobivenima pomocu ekstrakcije enzimima, pri ¢emu su varirali temperaturu, vrijeme i omjer
uzorka i otapala. Maksimalna vrijednost ukupnih flavonoida iznosila je oko 14 mg QCT/g
uzorka, sto je viSe od prosjecne vrijednosti ukupnih flavonoida u ovom radu, a razlike proizlaze

iz primijene razliCite tehnike za ekstrakciju spojeva.

32



StatistiCka analiza pokazala je da poveéanje omjera uzorka i otapala s 1:40 na 1:60 g/mL
rezultira znacajnim povecanjem prinosa flavonoida, dok se uzorci u kojima je omjer uzorka i
otapala bio 1:50 g/mL ne razlikuju znac¢ajno po prinosu flavonoida od uzoraka omjera 1:40
g/mL, kao ni od uzoraka omjera 1:60 g/mL. Islam i sur. (2023) utvrdili su da se povecanjem
omjera uzorka i otapala kod enzimske ekstrakcije poveéava i prinos ukupnih flavonoida. Kod
omijera 1:25 g/mL dobili su maksimalne prinose flavonoida, $to je nize od optimalnog omjera za
ovaj rad, 1:60 g/mL. PovecCanje omjera povecava prijenos mase izmedu otapala i uzorka zbog
vece dodirne povrsine pa se spojevi u€inkovitije otapaju u otapalu, $to rezultira boljim prinosom.
Kod Islama i sur. (2023) povecanjem omjera na 1:30 g/mL doslo je do pada prinosa spojeva,
Sto su objasnili iscrplienod¢u otopljenog matriksa i koncentracijom flavonoida ispod razine
topljivosti.

Difuzija otapala i ekstrakcijska kinetika poboljSavaju se kod povecéanja temperature pa je i
prinos spojeva veci (Osorio-Tobon, 2020). Medutim, poviSenje temperature ekstrakcije nije
znacajno utjecalo na povecanje prinosa flavonoida u ovom radu pa se mozZe zakljuéiti da je
minimalna primijenjena temperatura, koja je iznosila 40 °C, dovoljno ucinkovita za ekstrakciju
jer povisenjem temperature ekstrakcije na 60 ili 80 °C nije doslo do znacajnog povecanja
prinosa spojeva. Suprotno tome, Curko i sur. (2019) utvrdili su da temperatura ekstrakcije
znacajno utje€e na prinos ukupnih flavonoida ekstrahiranih iz komine kozice grozda pomocu
MAE. Oni su utvrdili da je 45 °C optimalna temperatura za ekstrakciju flavonoida, jer su prinosi
flavonoida bili vec¢i nego pri temperaturama 30 i 60 °C. Takva je temperatura tek nesto visa od
minimalne temperature upotrijebliene u ovom radu (40 °C), koja se pokazala dovoljno
uCinkovitom za ekstrakciju flavonoida. Anal i sur. (2014) utvrdili su da se povecanjem
temperature ekstrakcije s 40 na 50 ili 60 °C, uz primjenu istog vremena ekstrakcije, povecava
prinos fenolnih spojeva, od kojih su vecina bili flavonoidi, u ekstraktu zrele kore banane, ali ne
znacajno. Takvi su rezultati u skladu s rezultatima ovog rada da je temperatura MAE 40 °C
dovoljna za ucinkovitu ekstrakciju flavonoida iz kore banane. Islam i sur. (2023) koristili su
raspon temperatura od 35 do 60 °C za ekstrakciju flavonoida enzimski. lako su maksimalan
prinos flavonoida dobili ekstrakcijom pri 45 °C, a iznosio je 14,3 + 0,13 mg QCT/g uzorka, ta se
vrijednost nije znacajno razlikovala od prinosa pri 40 °C. To je u skladu s rezultatima ovog rada,
gdje takoder nije doSlo do znacajnog povecéanja prinosa primjenom temperatura visih od 40 °C.
Vazno je pazljivo odabrati temperaturu ekstrakcije kako bi se sprijecila oksidacija odredenih
fenolnih spojeva pri visokim temperaturama, iako viSe temperature mogu skratiti vrijeme
potrebno za ekstrakciju spojeva.

Nadalje, Curko i sur. (2019) zakljugili su da je vrijeme ekstrakcije statisti¢ki znacajan
parametar za ekstrakciju flavonoida iz komine koZice grozda, Sto se razlikuje od rezultata ovog

rada. Oni su utvrdili da se najviSe koncentracije flavonoida ekstrahiraju nakon 9 min MAE, dok

33



je produljenje na 16 min rezultiralo padom koncentracije ukupnih flavonoida, vjerojatno zbog
oksidativne degradacije flavonoida s vec¢im brojem hidroksilnih supstituenata na B prstenu koji
su termolabilni. lako je maksimalan prinos ekstrakcije flavonoida u ovom je radu ostvaren nakon
15 min ekstrakcije, vrijeme nije bilo statisti¢ki znaCajno za povecanje prinosa flavonoida pa je
moguce zakljuciti da je 5 min dovoljno vrijeme za ucinkovitu ekstrakciju flavonoida, Sto je krace
od optimalnog vremena koje su utvrdili Curko i sur. (2019). Anal i sur. (2014) utvrdili su da se
produljenjem MAE pri istoj temperaturi, precizno 40 °C, nece znacajno povecati prinos ukupnih
fenolnih spojeva u zreloj kori banane, medu kojima dominiraju flavonoidi, $to se podudara s
rezultatima statisticke analize ovog rada. Medutim, potrebno je naglasiti da je najkraca
ekstrakcija kod Anala i sur. (2014) trajala 10 min, $to je 2 puta duZe od minimalnog vremena
za MAE u ovom radu. Saenz de Miera i sur. (2023) ekstrahirali su flavonoide iz kore narance
tijekom 1,5; 3 i 6 min. Utvrdili su da je 6 min optimalno vrijeme za ekstrakciju flavonoida iz kore
naranCe za ostvarivanje maksimalnih prinosa, uz 8 0%-tni etanol kao otapalo. Varijacije u
optimalnom vremenu za ekstrakciju flavonoida uvjetovane su razlikama u dostupnosti spojeva
ekstrakcijskom otapalu zbog razli¢itosti biljnin materijala, prisutnosti flavonoida kao slobodnih
spojeva ili kao kompleksa sa staniénom strukturom te zastupljenosti u obliku razli¢itih derivata.
Ipak, iz navedenih rezultata istrazivanja moze se zakljuciti kako je vremenski interval od 5 do

10 min dovoljan za ucinkovitu izolaciju flavonoida iz kore banane primjenom MAE.

42. UTIJECAJ PARAMETARA EKSTRAKCIJE NA ANTIOKSIDACIJSKU
AKTIVNOST EKSTRAKATA KORE BANANE

Tablica 6 prikazuje utjecaj parametara MAE, omjera uzorka i otapala, temperature i
vremena, na antioksidacijsku aktivnost mjerenu FRAP i ABTS metodama, u ekstraktima kore
banane.

Vidljivo je da minimalna vrijednost antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom
iznosila 1,97 + 0,05 mmol TE/100 g uzorka, pri temperaturi ekstrakcije 60 °C, vremenu
ekstrakcije 5 min te omjeru uzorka i otapala 1:40 g/mL. Maksimalna vrijednost iznosila je 14,58
+ 0,18 mmol TE/100 g uzorka, pri temperaturi 80 °C, vremenu ekstrakcije 15 min i omjeru uzorka
i otapala 1:60 g/mL.

Minimalna vrijednost antioksidacijske aktivnosti mjerene ABTS metodom iznosila je 3,21
0,06 mmol TE/100 g uzorka, uz slijedece parametre ekstrakcije: temperaturu od 60 °C, vrijeme
ekstrakcije 5 min i omjer uzorka i otapala 1:40 g/mL. Maksimalna vrijednost antioksidacijske
aktivnosti mjerene ABTS metodom bila je 9,12 mmol TE/100 g uzorka pri temperaturi 80 °C,

vremenu ekstrakcije 10 min te omjeru uzorka i otapala 1:60 g/mL.
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Tablica 6. Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivhosti ekstrakata kore banane

odredenog FRAP i ABTS metodama u ovisnosti o uvjetima MAE

Br. Omjer uz?rka I Temperatura l:/ruerkm? FRAP ABTS
uzorka ‘25&‘1‘;‘ (°C) € S(:L&i‘n;:”e (mmol TE/100 g) | (mmol TE/100 g)
1 5 4,94 + 0,37 5,70 £ 0,03
2 40 10 5,25+ 0,18 4,17 £ 0,01
3 15 5,58 + 0,01 5,33+0,02
4 60 5 1,97 £ 0,05 3,21 £ 0,06
5 1:40 10 3,35+ 0,00 4,41+ 0,13
6 15 5,81 £ 0,08 4,41 + 0,13
7 80 5 5,39 £ 0,04 5,45 £ 0,02
8 10 8,98 £ 0,09 6,08 + 0,03
9 15 3,56 £ 0,04 4,59+ 0,03
10 40 5 3,73+0,15 5,56 £ 0,09
11 10 3,94 £ 0,43 5,80+ 0,18
12 15 5,06 + 0,26 5,87+ 0,04
13 60 5 3,51+£0,05 4,00+ 0,01
14 1:50 10 6,20 £ 0,15 6,43 £ 0,00
15 15 8,62 £ 0,05 7,00 £ 0,01
16 80 5 8,95+0,14 6,92 £ 0,07
17 10 8,31+0,23 7,59 £ 0,04
18 15 4,87 £ 0,23 7,51+£0,04
19 40 5 5,09 £ 0,05 4,19+ 0,01
20 10 5,20 £ 0,05 4,74 £ 0,01
21 15 5,82 + 0,38 5,68 + 0,18
22 60 5 6,27 £ 0,33 5,71 £ 0,04
23 1:60 10 6,75+ 0,38 6,38 £ 0,27
24 15 13,51+ 0,13 7,53 +£0,09
25 80 5 14,58 + 0,18 9,09+£0,03
26 10 12,49 + 0,16 9,12 £ 0,00
27 15 9,19+ 0,31 9,11 + 0,01

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
42.1. Utjecaj parametara ekstrakcije na antioksidacijsku aktivnost mjerenu FRAP

metodom

U tablici 7 prikazan je utjecaj temperature, omjera uzorka i otapala te viemena ekstrakcije
na antioksidacijsku aktivnost kore. ProsjeCna vrijednost mjerena FRAP metodom iznosila je
6,55 mmol TE/100 g uzorka odnosno 65,5 umol TE/g. Omjer uzorka i otapala te trajanje MAE
nisu se pokazali statisti¢ki znacajnim Cimbenicima kod odredivanja antioksidacijske aktivnosti

FRAP metodom (p > 0,05), dok se temperatura pokazala statisti¢ki zna¢ajnim Cimbenikom (p <
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0,05).

Tablica 7. Rezultati statistiCke analize utjecaja parametara MAE na antioksidacijsku aktivnost

u ekstraktima kore banane odredenoj FRAP metodom

FRAP
Izvor varijacije N

(mmol TE/100 g)
Omijer uzorak:otapalo (g/mL) p =0,06
1:40 18 4,98 £ 0,452
1:50 18 5,91 £ 0,502
1:60 18 8,77 £ 0,872
Temperatura (°C) p <0,01*
40 18 4,96 + 0,162
60 18 6,22 + 0,783
80 18 8,48 +0,81°
Vrijeme (min) p=0,21
5 18 6,05 + 0,862
10 18 6,72 + 0,652
15 18 6,89 £ 0,702
Prosje¢na vrijednost 54 6.55

*StatistiCki zna€ajan €imbenik. Vrijednosti unutar ¢elije oznacene razli¢itim slovom su statisti¢ki

znacajne kod p < 0,05. Rezultati su izraZzeni kao srednje vrijednosti + standardna devijacija.

lako je poveéanjem omjera uzorka i otapala doslo do povecanja antioksidacijske aktivnosti,
to povecanje nije bilo statisti¢ki zna€ajno pa zakljuCujemo da je omjer 1:40 g/mL optimalan za
ostvarivanje maksimalne antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom, uz manju potroSnju
otapala. Nedostatak statistiCke znacajnosti omjera uzorka i otapala u ovom radu na
antioksidacijsku aktivnost kod FRAP metode nije u skladu s rezultatima koje su dobili Vu i sur.
(2019) za koru banane. Naime, oni su utvrdili da pove¢anjem omjera uzorka i otapala smanjuje
antioksidacijska aktivnost uzoraka kore banane pa je omjer uzorka i otapala naveden kao
statistiCki znacCajan parametar. Suprotno tome, rezultati ovog istrazivanja u skladu su s
rezultatima Dailey i Vuong (2015) koji su mjerili antioksidacijsku aktivnost kozice makadamija
oraha i zakljucili da omjer uzorka i otapala nije statistiCki znaCajan parametar za antioksidacijsku
aktivnost kod MAE.
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Povecanje temperature za ekstrakciju rezultiralo je povecanjem antioksidacijske aktivnosti.
Primije¢ena je statistiCki zna€ajna razlika u vrijednostima antioksidacijske aktivhosti izmedu
grupa uzoraka Cija je ekstrakcija provedena pri 40 °C i grupa uzoraka Cija je ekstrakcija
provedena pri 80 °C ukazujuc¢i na to da tek znacajniji porast temperature ima ucinka na
povecanje antioksidacijske aktivnosti. Medutim, grupa uzoraka €ija je MAE provedena pri 60 °C
ne razlikuje se znacajno po vrijednostima antioksidacijske aktivnosti od vrijednosti dobivenih
nakon ekstrakcije pri 40 i 80 °C, stoga se ona moze uzeti kao optimalna zbog manje potrosnje
energije u odnosu na 80 °C. Gomez-Cruz i sur. (2022) pratili su utjecaj parametara MAE na
antioksidacijsku aktivnost uzoraka komine masline. Koristili su temperaturni raspon od 40 do
100 °C, a maksimalnu antioksidacijsku aktivnost dobili su ekstrakcijom pri 70 °C, $to je koja se
nalazi izmedu vrijednosti od 60 i 80 °C koje su se u ovom radu pokazale statisti¢ki jednakima
te se kao takva slaZe s rezultatima ovog rada. lako se u ovom eksperimentalnom radu vrijeme
nije pokazalo statisticki znaCajnim parametrom, valja rec¢i da je maksimalna vrijednost
antioksidacijske aktivnosti nakon provodenja FRAP metode dobivena za uzorak koji se
ekstrahirao 5 min. Vu i sur. (2019) utvrdili su da je 6 minuta optimalno vrijeme ekstrakcije za
ostvarivanje maksimalne aktivnosti mjerene pomoc¢u FRAP metode. Shodno navedenim
rezultatima, moguée je zakljuciti da MAE u periodu od 5 do 6 min rezultira maksimalnom

antioksidacijskom aktivno$¢u mjerenom FRAP metodom.

4.2.2. Utjecaj parametara ekstrakcije na antioksidacijsku aktivnost mjerenu ABTS metodom

Tablica 8 prikazuje utjecaj parametara ekstrakcije na antioksidacijsku aktivnost mjerenu
ABTS metodom. Prosjecna antioksidacijska aktivnost iznosila je 5,98 mmol TE/100 g, odnosno
59,8 ymol TE/g uzorka. Omjer uzorka i otapala te temperatura ekstrakcije pokazali su se
statisti¢ki znaCajnim parametrima (p < 0,05), dok vrijeme nije bilo statistic¢ki znaCajan parametar
(p > 0,05)

Tablica 8. Rezultati statistiCke analize utjecaja parametara MAE na antioksidacijsku aktivnost

u ekstraktima kore banane odredenoj ABTS metodom

ABTS
Izvor varijacije N

(mmol TE/100 g)
Omijer uzorak:otapalo (g/mL) p <0,01*
1:40 18 4,82 + 0,202
1:50 18 6,30 £ 0,26°
1:60 18 6,84 + 0,44
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Tablica 8. Rezultati statistiCcke analize utjecaja parametara MAE na antioksidacijsku aktivnost

u ekstraktima kore banane odredenoj ABTS metodom — nastavak

Temperatura (°C) p <0,01*
40 18 5,23 £ 0,162
60 18 5,45 + 0,342
80 18 7,27 £0,38°
Vrijeme (min) p =0,07

5 18 5,54 £ 0,40°
10 18 6,08 + 0,362
15 18 6,33 + 0,362
Prosjec€na vrijednost 54 5,98

*StatistiCki zna€ajan Cimbenik. Vrijednosti unutar ¢elije oznagene razliitim slovom su statisticki

znacCajne kod p < 0,05. Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti + standardna devijacija.

Prosje¢na vrijednost antioksidacijske aktivhosti kore banane mjerene ABTS metodom
manja je od prosjecne antioksidacijske aktivnosti kore marakuje koja je iznosila oko 155 ymol
TE/g uzorka prema istrazivanju Vo i sur. (2023) te prosje¢ne antioksidacijske aktivnosti kore
limete koja je iznosila 444 ymol TE/g prema istrazivanju Rodsamran i Sothornvit (2019).

Poveéanjem omjera uzorka i otapala s 1:40 na 1:50 g/mL, dosSlo je do povecanja
antioksidacijske aktivnosti nakon MAE u ovom radu, a daljnjim pove¢anjem omjera na 1:60
g/mL nije doslo do znaCajnog povecanja antioksidacijske aktivnosti. Na temelju toga
zakljuéujemo da je omjer 1:50 g/mL optimalan za dobivanje maksimalnih vrijednosti
antioksidacijske aktivnosti. Statisticku znaCajnost omjera uzorka i otapala na vrijednosti
antioksidacijske aktivnosti mjerene ABTS metodom potvrdili su Dailey i Vuong (2015). Oni su
prouCavali utjecaj uvjeta MAE na antioksidacijsku aktivnost otpada kozice makadamija oraha
te su zakljucili da se povecanjem omjera uzorka i otapala smanjila antioksidacijska aktivnost
ekstrakta kore makadamija oraha, Sto nije u skladu s opaZanjima u ovom radu. Razlike u
rezultatima mogu se objasniti razlikama u sastavu fenolnih spojeva u kori banane i kozici oraha
koji ispoljavaju antioksidacijsku aktivnost te primjenom razlicitih ekstrakcijskih otapala.

Takoder, povecanje temperature ekstrakcije sa 60 na 80 °C rezultiralo je znacajnijim
povecanjem antioksidacijske aktivnosti mjerene ABTS metodom pa mozemo zakljuCiti da ce
MAE ispoljiti maksimalne vrijednosti antioksidacijske aktivnosti pri temperaturi 80 °C. Islam i
sur. (2023) potvrdili su da je promjena temperature statistiCki znacajna kod mjerenja
antioksidacijske aktivnosti ABTS metodom. Oni su pokazali da povec¢anje temperature od 35

do 45 °C dovodi do povecanja antioksidacijske aktivnosti hvatanja ABTS radikala kod ekstrakta
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kore banane dobivenih enzimskom metodom, to je u skladu s poveéanjem prinosa flavonoida
do temperature 40 °C . Nakon primijenih temperatura = 50 °C nije doS$lo do daljnjeg povecanja
antioksidacijske aktivnosti. Maksimalna aktivnost ostvarena je pri temperaturi 45 °C, §to je
znacajno niza temperatura od utvrdene optimalne temperature za ostvarivanje maksimalne
antioksidacijske aktivnosti u ovom radu, a razlike mogu biti posljedica razlika u sastavu
materijala podvrgnutih ekstrakciji.

Produljenje vremena ekstrakcije nije rezultiralo poveéanjem antioksidacijske aktivnosti
mjerene ABTS metodom, $to ukazuje na to da je 5 min ekstrakcije dovoljno za dobivanje
zadovoljavajucih vrijednosti antioksidacijske aktivnosti mjerene ovom metodom, $to je blisko
rezultatima Weremfa i sur. (2020), koji su utvrdili da je vrijeme MAE znacajno utjecalo na
antioksidacijsku aktivnost mjerenu ABTS metodom u sjemenkama avokada kada je primijenjen
raspon 1-5 min, a optimalno vrijeme MAE za ostvarivanje maksimalne antioksidacijske

aktivnosti iznosilo je 4,8 min.
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. ZAKLJUCCI

Kora banane sadrzi zna€ajne koncentracije hidroksicimetnih kiselina i flavonoida te
posjeduje antioksidacijsku aktivnost, $to omogucuje njezinu primjenu u prehrambeno; i
farmaceutskoj industriji u svrhu poboljSanja finalnih proizvoda.

Prosje¢na vrijednost THA ekstrahiranih iz kore banane pomoéu MAE iznosila je 109,52
mg CGA/100 g uzorka, a prosje¢na vrijednost ekstrahiranih TF iznosila je 35,63 mg
QCT/100 g uzorka. Prosje¢na vrijednost antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP
metodom bila je 6,55 mmol TE/100 g , dok je za ABTS metodu iznosila 5,98 mmol
TE/100 g.

Omijer uzorka i otapala pokazao se jedinim statistiCki znaCajnim parametrom za prinos
THA i TF prilikom MAE te je povecanje omjera do 1:50 g/mL rezultiralo povecanjem
prinosa ekstrakcije.

Kod mijerenja antioksidacijske aktivhosti FRAP metodom, jedino se temperatura
ekstrakcije pokazala statistiCki zna€ajnim parametrom, dok je u slu¢aju mjerenja ABTS
metodom, uz temperaturu bio znacajan i omjer uzorka i otapala.

Utvrdeni optimalni parametri za ekstrakciju THA i TF primjenom MAE su temperatura
ekstrakcije 40 °C i vrijeme ekstrakcije 5 min uz omjer otapala i uzorka 1:50 g/mL.
Optimalno vrijeme ekstrakcije za postizanje maksimalne antioksidacijske aktivnosti bilo
je 5 min uz omjer uzorka i otapala 1:40 g/mL i temperaturu ekstrakcije 60 °C u slu€aju
FRAP metode te omjer uzorka i otapala 1:50 g/mL i temperaturu 80 °C u slu€aju ABTS
metode.

Prinosi THA i TF te antioksidacijska aktivnost ekstrakta kore banane u ovom radu

pokazala se nizom od dostupnih podataka u literaturi.
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