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1.UvOD

Banana (Musa spp.) je tropsko voée koje se konzumira Sirom svijeta zbog svoje slatkocCe i
nutritivne vrijednosti, a dostupnost tijekom cijele godine Cini je jednim od najceS¢e uzgajanih
voca na globalnoj razini. S obzirom na godiSnju proizvodnju od oko 130 milijuna t, velika
koli€ina kore banane, koja Cini oko 30 % ukupne mase ploda, postaje biootpad (Vu i sur.,
2018). lako se Cesto odbacuje, kora banane ima veliki potencijal za valorizaciju. Moze se
koristiti za proizvodnju bioetanola, aktivnog ugljena te kao izvor pektina u prehrambenoj i
kozmetickoj industriji. Osim toga, kora banane bogata je fenolnim spojevima, skupinom
sekundarnih biljnih metabolita koji posjeduju snazna antioksidacijska svojstva. Fenolni spojevi,
poput flavonoida i fenolnih kiselina, Stite biljku od stresa, a u ljudskom organizmu djeluju kao
antioksidansi, smanjujuci oksidativni stres i pomazuci u prevenciji razli¢itih kroni¢nih bolesti.
Zbog njihovih korisnih svojstava, sve veci interes usmjeren je na ucinkovitu izolaciju tih spojeva
iz razli¢itih biljnih izvora, uklju€ujuci koru banane.

Izolacija bioaktivnih spojeva iz biljnog materijala moze se provesti konvencionalnim ili
naprednim tehnikama ekstrakcije. U ovom radu izolacija fenolnih spojeva provedena je
ekstrakcijom potpomognutom mikrovalovima (engl. Microwave-Assited Extraction, MAE). MAE
predstavlja naprednu tehniku ekstrakcije koja omoguéuje brzu i u€inkovitiju izolaciju bioaktivnih
spojeva zahvaljujuci upotrebi mikrovalova za zagrijavanje uzorka. Ova metoda znacajno
smanjuje vrijeme ekstrakcije i potroSnju otapala u usporedbi s konvencionalnim tehnikama
ekstrakcije, dok istovremeno minimizira rizik od degradacije osjetljivin spojeva poput fenolnih
kiselina i flavonoida (Destandau i Michel, 2022). Primjena ekoloski prihvatljivih
niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala (engl. Deep Eutectic Solvents, DES) u kombinaciji s
MAE dodatno poboljava uginkovitost ekstrakcije. DES-ovi su hova generacija zelenih otapala,
poznata po niskoj toksiCnosti i visokoj biorazgradivosti. Njihova fleksibilnost u prilagodbi
kemijskih svojstava omogucuje selektivnu izolaciju Zeljenih spojeva, €ineéi ih idealnim za
primjenu u postupcima poput ekstrakcije fenolnih spojeva iz kore banane

Cilj ovog rada bio je istraZiti utjecaj procesnih uvjeta MAE na izolaciju fenolnih spojeva te
posljedi€no na antioksidacijski kapacitet u ekstraktu kore banane, uz DES (kolin klorid i glicerol
(2:3) s 30 % vode, w/w) kao ekstrakcijsko otapalo. Varirani parametri ekstrakcije bili su:
temperatura (40, 60 i 80 °C), vrijeme ekstrakcije (5, 10 i 15 min) te omjer otapala i biljnog
materijala (1:40, 1:50 i 1:60 g/mL). U dobivenim ekstraktima odredene su ukupne
hidroksicimetne kiseline i ukupni flavonoidi te antioksidacijski kapacitet pomocu FRAP (engl.
Ferric Reducing Antioxidant Power) i ABTS (engl. 2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-

sulfonic) acid) metoda.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. BANANA

Banana (Musa spp.) je jedno od najpopularnijih voca na svijetu, cijenjena zbog svoje nutritivne
vrijednosti i vaznosti za tropske regije, gdje se tradicionalno uzgaja i znacajno doprinosi
lokalnim gospodarstvima (Mohd Zaini i sur., 2022). Pripada obitelji Musaceae, koja obuhvaca
tri roda: Musa, Ensete i Musella, a veéina vrsta pripada rodu Musa. Gotovo svi identificirani
kultivari banana potjecu iz dvije diploidne vrste — Musa acuminata (A genom) i Musa balbisiana
(B genom). Raste iz podzemnog rizoma, formirajuéi lazni trup visok izmedu 3 i 6 m, sastavljen
od donjih dijelova listova. Na vrhu trupa smjesStena je rozeta s 10 do 20 velikih listova, dok iz
srediSta biljke izrasta cvjetna klasica, koja se savija prema dolje i stvara grozdove s 50 do 150
plodova. Nakon $to biljka donese jedan grozd, reZe se, a iz rizoma svakih Sest mjeseci nicu
novi izdanci, ¢ime se osigurava dug zivotni ciklus bilijke. Na slici 1 prikazan je plod banane koji

se sastoji od kore i nutritivno bogate pulpe (Encyclopedia Britannica, 2024).

Slika 1. Plod Cavendish banane (prema Augustus Binu, 2015)

Kultivari vrste M. balbisiana poznati su kao plantana banane, Skrobne banane koje se naj¢esce
koriste za kuhanje i przenje, dok su kultivari vrste M. acuminata slatke desertne banane, koje
se konzumiraju sirove (Mohd Zaini i sur., 2022). Osim svjeZze konzumacije, banane se Cesto
preraduju u druge oblike, poput soka, pirea i brasna, Sto omogucava dulje skladiStenje i
raznovrsnu primjenu. Takoder, przenje tankih kriSki nezrelih plodova rezultira popularnim
Cipsom od banane, dok se zreli plodovi mogu jednostavno susiti i skladistiti bez dodatka

konzervansa, ¢ime se produzava njihov rok trajanja (Singh i sur., 2016).

Medutim, nakon iskoriStavanja voéne pulpe u prehrambenoj industriji, nastaje velika koli¢ina
otpada u obliku lis¢a, pseudostabla, stabljike i kore. Prema podacima FAO-a, 2022. godine
2



globalna proizvodnja banana iznosila je oko 130 milijuna t. Kora banane ¢ini 30 do 40 %
ukupne mase svjezeg ploda, §to godiSnje rezultira s oko 40 milijuna t otpada. Ovo predstavlja
ozbiljan izazov za gospodarenje otpadom i sigurno odlaganje (Vu i sur., 2018). Zbog toga se
istraZuju razliCite metode iskoriStavanja kore banane kako bi se smanjio ekoloSki otisak i

potaknula odrzivost.

2.1.1. Kora banane

Kora banane ve¢ se stoljecima koristi u tradicionalnoj medicini za lije€enje raznih tegoba, poput
opeklina, anemije, proljeva, Cireva, upala i dijabetesa. Nedavna istrazivanja pokazala su da
kora banane ima razna farmakoloska svojstva, uklju€ujuci inhibiciju rasta razli¢itih bakterija i
gljivica, snizavanje razine Secera i kolesterola u krvi te sprieCavanje razvoja odredenih stanica
raka (Pereira i Maraschin, 2015; Sirajudin i sur., 2014).

U skladu s nacelima cirkularne ekonomije, istrazuju se odrzive primjene kore banane kako bi
se smanijio otpad i iskoristile korisne komponente. Jedna od takvih primjena je proizvodnja
biogoriva, gdje se fermentabilni Seceri iz kore banane pretvaraju u etanol, odnosno bioetanol,
koji moze posluZiti kao alternativni izvor energije (ltelima i sur., 2013). Serna-Jimenez i sur.
(2021) navode da se proces kemijske aktivacije i karbonizacije kore banane pokazao
ucinkovitim u dobivanju poroznog aktivnog ugljena (slika 2). Ovaj aktivni ugljen koristen je kao
anodni materijal u litij-ionskim baterijama, gdje je pokazao odlican kapacitet i dugotrajnost, sto
ukazuje na veliki potencijal za daljnju primjenu u baterijskoj industriji. Uz proizvodnju biogoriva
i aktivnog ugljena, kora banane moze se koristiti za dobivanje mlije€ne kiseline pomocu starter
kulture Lactobacillus plantarum. Ova mlije€na kiselina, koju je odobrila US FDA (engl. The
United States Food and Drug Administration), koristi se kao prehrambeni aditiv za produljenje
roka trajanja odredenih proizvoda (Umesh i Preethi, 2014). Udosen i Enang (2000) navode
kako se pepeo kore banane moze koristiti kao gnojivo za biljke banane i kao izvor luzZine za
proizvodnju sapuna zahvaljujuci visokom sadrzaju minerala. Takoder, kora banane moze
posluziti kao vazan izvor pektina, polisaharida koji se koristi u prehrambenoj, farmaceutskoj i
kozmetickoj industriji zbog svojih svojstava zgusnjavanja, stabilizacije i geliranja (Putra i sur.,
2022).

Nadalje, Santhoskumar i sur. (2019) otkrili su da se kora banane moze Koristiti za izradu jestive
ambalaze za hranu s poboljSanom otpornoscu na razvlacenje. Zahvaljujuci sadrzaju vlakana i
anorganskih hranjivih tvari, ta ambalaza ima slicha mehanicka svojstva kao polietilen, ali je
ekoloski prihvatljivija i biorazgradiva. Pod kontroliranim uvjetima kompostiranja, prema
standardu ASTMD 5338, potpuno se razgraduje unutar 45 dana. Ovakve inovativne primjene

kore banane ne samo da smanijuju koliinu otpada, veé i doprinose odrZzivom upravljanju



resursima te stvaranju ekoloSki prihvatljivih proizvoda, §to je vazno u kontekstu suvremenih

ekoloskih izazova.

DODANE

Cijevna pe¢

Bioetanizacija Aktivacija/Karbonizacija

e |
Biogorivo Litij-ionske baterije

Slika 2. Valorizacija otpada od kore banane kao prekursorskog materijala za razliCite
sustave obnovljive energije (prema Serna-Jimenez i sur., 2021)

2.1.2. Kemijski sastav kore banane

Potencijal kore banane za industrijsku uporabu uvelike ovisi 0 njenom kemijskom sastavu, koji
¢ini osnovu za razliCite primjene u prehrambenoj, farmaceutskoj i nutraceutiCkoj industriji.
Nutritivna vrijednost kore banane varira ovisno o stupnju zrelosti i sorti (Gonzalez-Montelongo
i sur., 2009). Prema istrazivanju Hassan i sur. (2018), udio suhe tvari u osusenoj i usitnjenoj
kori banane iznosio je 37,67 %, dok je udio proteina bio 1,95 %, masti 5,93 %, vlakana 8,37
%, a ugljikohidrata 11,82 %. Kora banane takoder je prepoznata kao bogat izvor aminokiselina,
poput leucina, valina, fenilalanina i treonina, Cija je kemijska struktura prikazana na slici 3.
Osim aminokiselina, kora banane sadrzi i vazne minerale, uklju€ujuéi fosfor, Zeljezo, kalcij,

magnezij i natrij (Mohapatra i sur., 2010).

Posebno se istiCe visok sadrzaj prehrambenih vlakana, pri Cemu dominiraju netopljiva viakna,
poput hemiceluloze, celuloze i lignina. Od topljivih vlakana, najzastupljeniji je pektin, koji Cini
15,9 % ukupnih vlakana u kori banane (Pereira i sur., 2020). Osim toga, kora banane

predstavlja zna€ajan izvor prirodnih antioksidansa, bogata je bioaktivnim spojevima poput



fenolnih kiselina i flavonoida, koji imaju brojne pozitivnhe u€inke na ljudsko zdravlje (Vu i sur.,

2018).

NH,

Treonin

Fenilalanin

Slika 3. Kemijska struktura aminokiselina najzastupljenijinh u kori banane (prema Hikal i sur.,
2022)

2.1.3. Fenolni spojevi kore banane

Fenolni spojevi su sekundarni metaboliti i jedni su od najzastupljenijih fitokemikalija u biljkama.
Razlikuju se po kemijskoj strukturi koja se temelji na aromatskom prstenu s jednom ili vise
hidroksilnih skupina. U biljkama su ovi spojevi ¢esto prisutni u obliku viSe fenolnih prstenova,
zbog Cega se nazivaju polifenolima. Fenolne spojeve najCeSc¢e dijelimo u Cetiri skupine:

fenolne kiseline, flavonoide, stilbene i lignane (slika 4) (Panche i sur., 2016).

Polifenoli

e Bz ‘T:im%g:::::
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v

| I

v

Antocijanini Antoksantini

v

l Y Y l i
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Slika 4. Podjela polifenola na temelju njihovih kemijskih struktura (prema Manach i sur.,
2004)
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Kora banane predstavlja bogat izvor fenolnih spojeva, s ukupnim sadrzajem fenola u rasponu
od 4,95 do 47 mg ekvivalenata galne kiseline (GAE)/g suhe tvari (Gonzalez-Montelongo i sur.,
2010). Ova koncentracija je 1,5 do 3 puta ve¢a nego u plodu banane (Sulaiman i sur., 2011).
U usporedbi s korama drugih plodova, poput avokada, ananasa, papaje, marakuje, lubenice i

dinje, kora banane zauzima drugo mjesto po sadrzaju fenolnih spojeva (Morais i sur., 2015).

U kori banane je identificirano vise od 40 pojedina¢nih fenolnih spojeva, a ti spojevi pripadaju
dvjema glavnim podskupinama fenolnih spojeva: flavonoidima i fenolnim kiselinama. Tablica
1 prikazuje neke od glavnih identificiranih fenolnih spojeva u kori banane. Unutar flavonoida,
najvaznije podskupine su flavonoli i flavan-3-oli, pri ¢emu su najzastupljeniji rutin i njegovi
derivati. Passo Tsamo i sur. (2015) istrazivali su i kvantificirali fenolne spojeve u devet kultivara
plantana banana. Otkrili su da su flavonol glikozidi bili dominantni u kori plantana, pri ¢emu je
rutin bio najzastupljeniji, s koncentracijom od 242,2 do 618,7 ug/g suhe tvari. Ostali detektirani
spojevi uklju€ivali su derivate s heksozama i strukture bazirane na kvercetinu. S druge strane,
unutar fenolnih kiselina, najvaznija podskupina su hidroksicimetne kiseline, od kojih je
ferulinska kiselina najzastupljenija. Ove kiseline mogu biti prisutne u slobodnom kiselinskom
obliku ili kao derivati sa SeCerima, odnosno medusobno povezane (Passo Tsamo i sur., 2015).
U istrazivanju kojeg su proveli Russell i sur. (2009), detektirane su ferulinska, sinapinska,
salicilna, galna, p-hidroksibenzojeva, vanilinska i p-kumarinska kiselina kao glavni fenolni
spojevi u bananama, pri Cemu je ferulinska kiselina bila najzastupljenija, €inec¢i 69 %

hidroksicimetnih kiselina u njihovoj analizi.

Na sadrzaj i koncentraciju fenolnih spojeva u kori banane mogu utjecati razli¢iti Cimbenici, kao
Sto su fizioloSke varijacije, uvjeti okolisa, genetski faktori te metoda uzgoja. Na primjer,
pokazano je da uvjeti uzgoja znac€ajno utjeCu na razine bioaktivnih spojeva. Faller i Fialho
(2010) otkrili su da su sadrzaji topljivih polifenola i hidroliziranih polifenola u kori banane
uzgojenoj konvencionalnim metodama bili 38,2 i 14,9 % viSi nego u kori uzgojenoj organskim
metodama. Zrelost ploda takoder ima velik utjecaj na sadrzaj fenolnih spojeva. Sazrijevanjem
ploda dolazi do smanjenja ukupnog sadrzaja fenola. Prezrela kora sadrzi 52 % manje fenolnih
spojeva, dok zrela kora ima 15-45 % manje fenola u usporedbi sa zelenom korom (Fatemeh i
sur., 2012; Sundaram i sur., 2011). Slian pad uoCen je i u antioksidacijskim svojstvima kore.
Istrazivanje koju su proveli Vu i sur. (2019a) pokazalo je da se antioksidacijski kapacitet kore
povecava kako banana sazrijeva, ali se smanjuje kada postane prezrela, $to ukazuje na to da
su antioksidacijska svojstva povezana s fenolnim komponentama. Stoga je fazu zrelosti

potrebno uzeti u obzir u kontekstu potencijalne uporabe kore banane.



Tablica 1. Identificirani fenolni spojevi u kori banane (prema Mohd Zaini i sur., 2022)

Kamferol Crvena banana 28,80 ug/g Avram i sur. (2022)
Izokvercitrin Zuta banana 9,30 pg/mL Avram i sur. (2022)
Izokvercitrin Crvena banana 14,54 yg/mL Avram i sur. (2022)

Rutin Zuta banana 10,47 pg/mL Avram i sur. (2022)
Rutin Musa paradisiaca | 973,08 ug/100 g DE Behiry i sur. (2019)

Miricetin Musa paradisiaca | 11,52 mg/100 g DE Behiry i sur. (2019)

Naringenin Musa paradisiaca 8,47 mg/100 g DE Behiry i sur. (2019)

Ferulinska kiselina

Musa paradisiaca

1,63 mg/100 g DE

Behiry i sur. (2019)

Cimetna kiselina Karpooravalli (ABB) 1,93 ng/g Tallapally i sur. (2020)
a-hidroksicimetna _ .
o Karpooravalli (ABB) 40,66 ng/g Tallapally i sur. (2020)
kiselina
Sinapinska kiselina | Karpooravalli (ABB) 10,29 ng/g Tallapally i sur. (2020)
p-Kumarinska kiselina | Karpooravalli (ABB) 8,05 ng/g Tallapally i sur. (2020)
) Grande Naine Gonzalez-Montelongo i
Dopamin 1,72 mg/g DM
(AAA) sur. (2010)
] Gonzalez-Montelongo i
Dopamin Gruesa (AAA) 1,17 mg/g DM
sur. (2010)
Grande Naine Gonzalez-Montelongo i
L-Dopa 0,31 mg/g DM
(AAA) sur. (2010)
Gonzalez-Montelongo i
L-Dopa Gruesa (AAA) 0,56 mg/g DM
sur. (2010)

DE oznacava suhi ekstrakt, DM oznac¢ava suhu tvar




2.1.4. Antioksidacijski kapacitet kore banane

Antioksidansi su spojevi koji u hrani €¢ak i u niskim koncentracijama mogu kontrolirati, usporiti
ili sprijeciti oksidativne procese koji vode do smanjenja kvalitete hrane, dok kada su prisutni u
ljudskom tijelu sprjeCavaju nastanak i Sirenje degenerativnih bolesti (Shahidi i Zhong, 2015).
Imaju sposobnost hvatanja slobodnih radikala, ¢ime prekidaju lan€ane reakcije tih radikala i
sprje€avaju njihovo daljnje Stetno djelovanje (Romera-Castillo i Jaffe, 2015). Metode kojima
se najCesce uklanjaju slobodni radikali temelje se na dva mehanizma: prijenosu vodikovog
atoma (engl. Hydrogen Atom Transfer, HAT) i na prijenosu pojedina¢nog elektrona (engl.
Single Electron Transfer, SET). NajCeSce koristene SET metode za odredivanje
antioksidacijske aktivnosti su: FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power), CUPRAC
(engl. Cupric lon Reducing Antioxidant Capacity) i ABTS (prema radikalu 2,2'-azinobis (3-
etilbenzotiazoline-6-sulfonska kiselina, dok u HAT metode ubrajamo ORAC (engl. Oxygen
Radical Absorbance Capacity), DPPH (prema radikalu 2,2'-difenil-1-pikrilhidrazil), TRAP (engl.
Total Radical Trapping Antioxidant Parameter), B-karoten (metoda koja se temelji na
izbjeljivanju B-karotena) i SASA (engl. Scavenging of Superoxide Radical Formation by
Alkaline) (Prior i sur., 2005).

Antioksidacijski potencijal ploda banane rezultat je prisutnosti bioaktivnih spojeva, od kojih su
najzastupljeniji fenoli, karotenoidi i askorbinska kiselina. Brojne studije pokazale su da je
antioksidacijski kapacitet kore banane povezan s visokim udjelom ukupnih fenolnih spojeva.
Takoder, istrazivanja su otkrila da ekstrakti kore banane imaju snazniju antioksidacijsku
aktivnost u usporedbi s pulpom (Singh i sur., 2016). Antioksidacijski potencijal kore banane
pripisuje se i biogenim aminima poput dopamina i L-DOPA, koji posjeduju antioksidacijska
svojstva. Njihova koli¢ina se neznatno smanijuje tijekom sazrijevanja, ali ostaje na zna€ajnim
razinama u svim fazama sazrijevanja (Kanazawa i Sakakibara, 2000). Morais i sur. (2015)
odredivali su antioksidacijski kapacitet u ekstraktima avokada, ananasa, banane, papaje,
marakuje, lubenice i dinje. Antioksidacijski kapacitet mjerili su pomo¢u FRAP i DPPH metoda.
Rezultati su pokazali kako je avokado imao viSu vrijednost antioksidacijskog kapaciteta od
banane, no banana je ipak nadmasila svo ostalo vo¢e s dobivenim vrijednostima odredenim
FRAP i DPPH metodama. Hernandez-carranza i sur. (2016) takoder su odredivali
antioksidacijski kapacitet u razlicitom vo¢u pomocu DPPH i FRAP metoda. NajviSe vrijednosti
zabiljezene su u kori banane u usporedbi s kominom jabuke i korom narance. Dobivena
vrijednost za DPPH metodu iznosila je od 597 do 1040 mg Troloxa/100 g suhe tvari, dok je za
FRAP metodu iznosila od 8,9 do 32,2 mM Fe**/100 g suhe tvari. NeSto viSe vrijednosti
odredene DPPH metodom u ekstraktima kore banane dobili su Gonzéalez-Montelongo i sur.
(2010). Raspon vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta iznosio je od 250 mg do 3200 mg
Troloxa/100 g suhe tvari.



2.2. EKSTRAKCIJA BIOAKTIVNIH SPOJEVA 1Z BILINOG MATERIJALA

Ekstrakcija je ve¢ dugo poznata tehnika za brzo i u€inkovito razdvajanje i koncentriranje tvari.
Ona predstavlja fizikalni proces kod kojeg zbog koncentracijskog gradijenta dolazi do difuzije
spojeva iz bioloSkog materijala u otapalo (Lloyd i van Wyk, 2012). Na ucinkovitost ekstrakcije
utjeCu Cimbenici poput veliCine Cestica uzorka, odabira otapala i njegovih svojstava, kao i
omjera otapala i uzorka te uvjeta poput vremena i temperature ekstrakcije. S obzirom na te
varijable, ne postoji jedna univerzalna tehnika ekstrakcije prikladna za sve vrste bioaktivnih
spojeva (Teixeira i sur., 2014).

Za ekstrakciju fenolnih spojeva iz biljnog materijala koriste se razliite konvencionalne i
napredne tehnike ekstrakcije. Medu naj¢es¢im konvencionalnim tehnikama su Soxhlet
ekstrakcija, maceracija i vodena destilacija. Ove tehnike uglavnom se oslanjaju na pravilan
izbor otapala te koritenje topline kako bi se povecala topljivost spojeva i prijenos mase, ¢esto
zahtijevajuci rucni rad. lako su ove tehnike popularne zbog jednostavnosti i niskih troSkova,
njihov nedostatak uklju€uje ograni¢en prinos, veliku potrodnju otapala, dugotrajnost procesa,

nakupljanje ostataka i rizik od toplinske razgradnje komponenti (Alara i sur., 2021).

Kako bi se prevladali nedostaci konvencionalnih tehnika, dosSlo je do razvoja i uporabe
naprednih tehnika kao $to su ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (engl. ultrasonic-assisted
extraction; UAE), ekstrakcija otapalom pri poviSenom tlaku (engl. pressurized liquid extraction;
PLE), ekstrakcija superkriticnim teku¢inama (engl. supercritical fluid extraction; SFE) te
ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (engl. microwave-assistend extraction; MAE)
(Shams i sur., 2015). Prednosti naprednih metoda ekstrakcije ukljuuju vecu ucinkovitost,
smanjenu potroSnju ekstrakcijskog otapala, krace vrijeme ekstrakcije te moguénost
provodenja ekstrakcije na nizim temperaturama $to doprinosi odrzavanju vrijednih bioaktivnih
spojeva. lako napredne tehnike ekstrakcije pokazuju znalajan potencijal, potrebno je
prepoznati postojece izazove i ograni¢enja, poput standardizacije, optimizacije, skalabilnosti i

ekonomske odrzivosti (Usman i sur., 2023).

2.6.1. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima

Zbog sve vecteg fokusa na zelene tehnologije, ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE)
smatra se jednom od obecéavaju¢ih metoda te se sve vide koristi kao klju¢na tehnika za

izdvajanje vrijednih spojeva iz biljnog materijala (Destandau i Michel, 2022).

Mikrovalovi su neionizirajuci elektromagnetski valovi s frekvencijama u rasponu od 300 MHz

do 300 GHz i valnih duljina izmedu 1 m i 1 mm. Sastavljeni su od dva osciliraju¢a okomita
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polja: elektricnog i magnetskog polja te se mogu koristiti kao prijenosnici informacija ili kao
energetski vektori. Uloga energetskih vektora odnosi se na izravno djelovanje valova na
materijal koji je sposoban apsorbirati dio elektromagnetske energije i pretvoriti je u toplinu
(Wang i Weller, 2006).

Princip zagrijavanja mikrovalova temelji se na izravnim ucincima mikrovalova na molekule
materijala. Pretvorba elektromagnetske energije u toplinsku energiju odvija se kroz dva
mehanizma: ionsku vodljivost i rotaciju dipola u otapalu i uzorku, koji Eesto djeluju istovremeno
(Eskilsson i Bjorklund, 2000). lonska vodljivost se manifestira kroz migraciju iona pod
utjecajem promjenjivog elektricnog polja, pri ¢emu otopina pruza otpor, $to rezultira trenjem, a
time i zagrijavanjem otopine (Ganzler i sur.,1990). S druge strane, rotacija dipola povezana je
s izmjeni¢nim kretanjem polarnih molekula koje imaju dipolne momente (bilo trajne ili
inducirane elektri¢nim poljem) koji se pokuSavaju uskladiti s nametnutim elektri¢nim poljem
(slika 5). Kako se elektri¢no polje smanjuje, tako se povecava entropija sustava Sto rezultira
oslobadanjem topline (Camel, 2000). Sto je veéi dipolni moment molekule, to je jada oscilacija
u mikrovalnom polju. Ova rotacija dipola dovodi do prekida slabih vodikovih veza (Kaufmann i
Christen, 2002).

>
@

Slika 5. Ponasanje dipolnih molekula: (a) bez elektri¢nog polja, (b) pod kontinuiranim
elektri¢nim poljem i (c) pod visokofrekventnim elektri€nim poljem (prema Destandau i Michel,
2022)

Jedno od bitnih svojstava mikrovalova je faktor rasipanja (tan &) koji predstavlja mjeru
sposobnosti otapala da apsorbira mikrovalnu energiju i u obliku topline ju prenosi na okolne
molekule (Mandal i sur., 2007). Polarna otapala, poput vode, imaju visoku dielektri¢nu
konstantu $to omogucéuje da snazno apsorbiraju energiju mikrovalova. Nasuprot tome,
nepolarna otapala, poput heksana, neCe se zagrijavati kada su izlozena mikrovalovima i
nazivaju se mikrovalno prozirnim otapalima (Eskilsson i Bjorklund, 2000). Osim selektivnosti,
mikrovalno zagrijavanje ima jo$ jednu specifi€¢nost — za razliku od klasi€énog konduktivhog

zagrijavanja, ono djeluje volumetrijski, $to znaci da se cijeli uzorak zagrijava istovremeno. Kod
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konduktivnog zagrijavanja toplina se prenosi s povrSine prema unutra, dok se kod mikrovalnog
zagrijavanja toplina stvara u sredidtu smjese, stvarajuci obrnut temperaturni gradijent (Camel,
2001).

MAE se moZe provoditi u dva tipa uredaja: u zatvorenim sustavima s kontroliranim tlakom i
temperaturom ili u otvorenim sustavima koje rade na atmosferskom tlaku (Mandal i sur., 2007).
U zatvorenom sustavu, ekstrakcija se odvija unutar posude u kojoj se reguliraju tlak i
temperatura. Moguénost poviSenja tlaka omogucuje ekstrakciju na temperaturama visim od
vrelista koriStenog otapala, s$to je posebno korisno za izolaciju termostabilnih spojeva.
Ekstrakcija se obi¢no provodi pri temperaturama koje su dva do tri puta viSe od vrelista otapala,
dok se u otvorenim sustavima postupak odvija pri atmosferskom tlaku i temperaturi vrelista
otapala (Uzel, 2018).

Osim odabira uredaja, na proces ekstrakcije utje€u i drugi parametri poput snage mikrovalova,

temperature, trajanja procesa i izbora otapala.

Utjecaj snage mikrovalova

Snaga mikrovalova znacajno utjee na brzinu i prinos ekstrakcije. Pove¢anjem snage dolazi
do brZzeg zagrijavanja uzorka, Sto uzrokuje pucanje stanicnih membrana i olakSava otapalu
pristup stanicnom sadrzZaju. Ipak, pretjerano povecanje snage moZze dovesti do pregrijavanja i
uniStenja stanica, $to smanjuje ekstrakcijski prinos (Routray i Orsat, 2011). Stoga je klju¢no

pazljivo odabrati odgovaraju¢u snagu mikrovalova kako bi se optimizirala u€inkovitost procesa.

Utjecaj temperature

Temperatura je usko povezana sa snagom mikrovalova, jer ve¢a snaga rezultira viSim
temperaturama, $to povecava ucinkovitost ekstrakcije. Povisene temperature poboljSavaju
prodornost otapala, povec¢avaju topljivost komponenata te smanjuju viskoznost i povrsinsku
napetost. U zatvorenim MAE sustavima temperatura moze prelaziti vreliste otapala, $to
dodatno povecéava prinos. Medutim, poviSenje temperature rezultirati ée veéim ekstrakcijskim
prinosom dok se ne postigne optimalna temperatura. Nakon tog, dolazi do pada vrijednosti
ekstrakcijskog prinosa na $to uvelike utjeCe kemijska struktura komponenata koje se
ekstrahiraju te njihova termicka stabilnost pri razli¢itim temperaturama (Routray i Orsat, 2011,
Veggi i sur., 2012).
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Utjecaj vremena ekstrakcije

Vrijeme trajanja ekstrakcije kod MAE znacajno je krace u usporedbi s konvencionalnim
tehnikama. lako dulje vrijeme moZe povecati prinos, ono takoder povecava rizik od degradacije
spojeva. Da bi se sprijeCilo pregrijavanje i termiCka razgradnja uzorka, trajanje ekstrakcije

treba pazljivo prilagoditi snazi mikrovalova (Mandal i sur., 2007).

Utjecaj otapala:

Pravilan izbor otapala klju¢an je za ucinkovitost MAE, a ovisi o topljivosti ciljanih spojeva,
dielektri¢nim svojstvima otapala, interakciji s uzorkom te kinetici prijenosa mase. Otapalo mora
biti sposobno apsorbirati mikrovalnu energiju i pretvoriti je u toplinu. Otapala koja ne
apsorbiraju mikrovalnu energiju, poput heksana, nisu prikladna, jer ne zagrijavaju uzorak
(Eskilsson i Bjorklund, 2000). Polarna i nepolarna otapala mogu se kombinirati kako bi se
optimizirala selektivnost za razliCite spojeve, Sto povecava ucinkovitost ekstrakcije (Veggi i
sur., 2012).

MAE nudi brojne prednosti u usporedbi s konvencionalnim metodama ekstrakcije. Glavne
prednosti ukljuCuju krace vrijeme ekstrakcije i zna€ajno manju potroSnju otapala. Za razliku
od konvencionalnih metoda, gdje se velik dio toplinske energije gubi i odlazi u okoli§, kod
upotrebe mikrovalova dolazi do ciljanog i selektivnhog zagrijavanje, zbog ¢ega nema gubitka
topline. Nadalje, MAE omoguduje potpunu kontrolu parametara poput vremena, snage i
temperature, ¢ime se povecéava reproducibilnost postupka. Medutim, MAE ima i neka
ograniCenja. Mikrovalno zraCenje mozZe ubrzati kemijske reakcije i promijeniti kemijsku
strukturu ciljnih spojeva, $to smanjuje prinos ekstrakcije Takoder, njezina ucinkovitost moze

biti smanjena za nepolarne spojeve ili otapala (Destandau i Michel, 2022).

2.3. EUTEKTICKA OTAPALA

Kako bi se smanjio negativan utjecaj konvencionalnih otapala na ljudsko zdravlje i okolis,
znanstvenici su razvili niskotemperaturna eutektiCka otapala (engl. Deep Eutectic Solvents,
DES). DES-ovi su Klasificirani kao nova generacija ionskih kapljevina. lonske kapljevine (engl.
lonic Liquids, IL) takoder su razvijene kao alternativa klasi¢nim organskim otapalima te se
definiraju kao soli koje pri sobnoj temperaturi ostaju u tekuéem stanju. Njihova posebnost leZi
u mogucénosti prilagodavanja fizikalno-kemijskih svojstava kombiniranjem razli¢itih kationa i
aniona (Rogers i Seddon, 2003). lako su nasle Siroku primjenu, jedno od glavnih ogranienja

ionskih kapljevina je njihov potencijalno negativan utjecaj na okoli§ zbog njihove slabe
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biorazgradivosti i neodrzivosti. Za razliku od ionskih kapljevina, DES-ovi su poznati po manjoj
toksi€nosti i Cesto su biorazgradivi, dok zadrZavaju sli¢na svojstva kao ionske kapljevine. DES-
ovi se mogu definirati kao smjesa dviju ili viSe komponenti koja ima znacajno nizu toc¢ku talista

nego svaka komponenta pojedina¢no (Paiva i sur., 2014).

DES-ovi nastaju interakcijom izmedu donora vodikove veze (engl. Hydrogen Bond Donor,
HBD) i akceptora vodikove veze (engl. Hydrogen Bond Acceptor, HBA), Sto uzrokuje
delokalizaciju naboja i posljediéno znacajno smanjenje tocke talista (Sekharan i sur., 2022). U
usporedbi s ionskim kapljevinama, DES-ovi su pogodniji, jer su relativno jeftini za pripravu,
postoji Sirok raspon spojeva koji se mogu koristiti kao gradivne komponente, a Cisto¢a
konacnog produkta ovisi isklju€ivo o Cisto¢i upotrijebljenih sirovina, bez potrebe za dodatnim
postupcima prociS¢avanja (Carriazo i sur., 2012). DES-ovi su prvi put predlozeni kao zamjena
za ionske kapljevine u radu Abbott i sur. (2004), gdje je istrazen DES s kolin-kloridom kao
donorom vodikove veze. Kolin-klorid je jedan od najéeSce koristenih spojeva u pripravi DES-
ova, a u kombinaciji s njim ¢esto se koriste urea, limunska kiselina, glicerol i sli¢€ni spojevi.
Neke od struktura supstrata koristenih za sintezu eutektickih otapala prikazane su na slici 6.
DES-ovi na bazi kolin-klorida prvo su se primjenjivali u elektrotaloZenju, elektropoliranju metala
i u proizvodniji biodizela. Nakon toga, DES-ovi se primjenjuju i kao otapala u organskoj sintezi,
biokatalizi, elektrokemiji i ekstrakciji biolo3ki aktivnih spojeva iz biljnih materijala (Cvjetko
Bubalo i sur., 2015).

Donori vodikove veze Akceptori vodikove veze
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O _OH OH O NH ?
HO.__O o) o) Un-Ms HOL A HCI H)J\
0 o] H
\E/loj\ m /U\I/u\ i oH ‘HsN/U\NHz v
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Slika 6. Kemijska struktura razli€itih spojeva koji se mogu koristiti za pripravu DES-ova
(prema Paiva i sur., 2014)
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U posljednjih nekoliko godina, DES-ovi su pokazali zna€ajan napredak u ekstrakciji razlicitih
polarnih i nepolarnih bioaktivnih spojeva iz biljnih materijala. Zhang i sur. (2014) izvijestili su o
uspjesnoj ekstrakciji triju katehina iz zelenog €aja koridtenjem DES-a na bazi kolin-klorida, dok
su Wang i sur. (2019) dokazali da DES na bazi poliola (kolin-klorid/1,4-butanediol) u€inkovito
ekstrahira flavonoide iz biljke Sophora japonica L. Sli¢na istrazivanja provedena su i od strane
Jianga i sur. (2019), gdje su ispitani razli¢iti DES-ovi za ekstrakciju alkaloida iz biljnih

materijala.

Glavni izazov u koristenju DES-ova u odnosu ha konvencionalnha otapala je njihova visoka
viskoznost, koja otezava ucinkovit prijenos mase tijekom ekstrakcije. Ovaj problem moze
usporiti cijeli proces ekstrakcije. Buduéi da na viskoznost utje€u temperatura i udio vode (pri
viSim temperaturama viskoznost se smanijuje), ovaj nedostatak moze se ublaziti dodavanjem
odredene koli¢ine vode (Dai i sur., 2013; Durand i sur., 2013). Istrazivanje koje su proveli Dai
i sur. (2013) pokazalo je da DES-ovi imaju visoku sposobnost ekstrakcije fenolnih spojeva iz
Safranike, zahvaljujuéi stvaranju vodikovih veza izmedu molekula otapala i fenolnih spojeva.
Optimizacijom parametara poput viskoznosti, polarnosti i temperature, zabiljezen je veéi prinos
ekstrakcije fenolnih spojeva u usporedbi s konvencionalnim otapalima poput vode i etanola.
Primjena DES-ova pokazuje znacajan potencijal u ekstrakciji bioaktivnih molekula, $to ih €ini
idealnim za upotrebu u prehrambenoj, kozmeti¢koj, agrokemijskoj i farmaceutskoj industriji
(Paiva i sur., 2014; Dai i sur., 2013)

14



3. EKSPERIMENTALNI DIO

U ovom istrazivanju provedeno je optimiranje procesnih uvjeta MAE (temperatura, vrijeme
ekstrakcije te omjer otapala i biljnog materijala) za izolaciju fenolnih spojeva iz kore banane uz
DES (mjeSavina kolin klorid i glicerola (1:3) s 30 % vode (w/w)) kao ekstrakcijsko otapalo. U
dobivenim ekstraktima odreden je udio ukupnih hidroksicimetnih kiselina, ukupnih flavonoida i

antioksidacijski kapacitet.

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorak kore banane

Kao materijal za provodenije eksperimentalnog dijela koristeni su komercijalno dostupni uzorci
banane (M. acuminata) sorte Cavendish, kupljeni na lokalnoj trznici u Zagrebu (Hrvatska). Za
provedbu eksperimentalnog dijela, kora banane je ru¢no odvojena, zamrznuta pri =80 °C, a
potom liofilizirana 48 h pri =55 °C. Liofilizirana kora banane je zapakirana u hermeticki
zatvorene polietilenske vrecice i skladiStena pri =18 °C do postupka ekstrakcije. Neposredno

prije ekstrakcije, liofilizirana kora banane je usitnjena elektri¢nim mlincem.

3.1.2. Kemikalije i standardi

e Kolin klorid (Biovit d.o.0., Jalkovec, Hrvatska)

e Glicerol (Biovit d.o.0., Jalkovec, Hrvatska)

e Destilirana voda

¢ Klorovodi€na kiselina, 37 %-tna (Carlo Erba, Val de Reuil, Francuska)

e Etanol, 96 %-tni (Lach-Ner, Neratovice, Ceska)

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

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

e Standard kvercetina (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 100 %-tnog metanola kvantitativho prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i
otopi u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni metanolom.

e Standard klorogenske kiseline (100 mg/L)
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Priprema: Najprije se pripremi otopina standarda klorogenske kiseline u koncentraciji
100 mg/L. Odvaze se 10 mg standarda klorogenske kiseline u plasticnoj ladici za
vaganje te se pomoc¢u 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.

Metanol, 99 %-tni (Honeywell, Riedel-de-Haén, Bukurest, Rumunjska)

Aluminijev klorid, 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, 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.
Standard kvercetina (100 mg/L)

Priprema: Odvaze se 10 mg standarda kvercetina u plasti¢noj ladici za vaganje te se
pomocu 5 mL 100 %-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena
100 mL i otopi u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni metanolom. Iz
alikvotne otopine prirede se redom razrijedenja od 10, 25, 50i 75 mg/L.
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 kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od
100 mL koja se nadopuni do oznake 96 %-tnim etanolom.

Klorovodi¢na kiselina, 37 %-tna (Carlo Erba, Val de Reuil, Francuska )

Klorovodi¢na kiselina, 40 mM

Priprema: otpipetira se 330 uL 37 %-tne klorovodi¢ne kiseline i nadopuni destiliranom
vodom u odmijernoj 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 odmijernu tikvicu volumena 10 mL te nadopuni do oznhake s 40 mM
klorovodi¢nom kiselinom.

Zeljezo (lIl)-klorid heksahidrat (FeCls x 6H,0) (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska)

Zeljezo (lll)-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.
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Glacijalna octena kiselina, 99-100 %-tna (Carlo Erba, Val de Reuil, Francuska )
Natrij-acetat trihidrat (CHsCOONa x 3H,0) (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Acetatni pufer, 0,3 M, pH 3.6

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 pomijeSa 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 odvaZze 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, K2S;0s

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

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 K2S,0s otopine prenese se u tikvicu od 5 mL u kojoj je ABTS otopina.
Dobro se promijesa, zatvori i uva pri sobnoj temperaturi u mraku 12-16 h, zamotano
u aluminijsku foliju. Kona€na koncentracija K>S2Og pri tome je 2,45 mmol/L.

na dan provodenja analiza, priprema se 1 %-tna otopina ABTS+

Priprema: 1000 yL 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.
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3.1.3. Aparatura i pribor

Aparatura:

o Analiticka vaga AX224 (Ohaus, Parsippany, SAD)

e Tehnicka vaga Mettler (to€nosti £0,01 g) (Mettler Toledo, SAD)

e Vortex uredaj MS2 Minishaker IKA (IKA, Staufen, Njemacka)

¢ Mikrovalni reaktor (MILESTONE Ethos Easy, Sorisole (BG), Italija)

o Elektriéni mlinac (Waring WSG30, Sprzet Laboratoryjny i Medyczny Labpartner KBS,
Poljska)

e Susionik (Heratherm OMH100, Thermo Scientific, Dreieich, Njemacka)

o Spektrofotometar (UV-1600PC Spectrophotometer, VWR, Pennsylvania, SAD)

o Liofilizator Alpha 1-4 LSCPlus (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH,
Osterode am Harz, Njemacka)

e Magnetska mijeSalica s grijanjem RT 5 power (IKA Werke, Staufen, Njemacka)

Pribor:
o Plasti¢ne kivete (Falcon), volumena 50 mL
e Pipete, volumena 1, 2, 5,101 25 mL
e Odmijerne tikvice, volumena 5, 100 i 1000 mL
e Menzura, volumena 50, 100 i 1000 mL
« Staklene ¢ase, volumena 25, 50, 100 200 i 500 mL
o Stakleni lijevci
o Filter papiri
o Plasti¢na Zlicica
o Staklene epruvete, stalak za epruvete
o Plasti¢na ladica za vaganje
e Mikropipete Eppendorf, volumena 100, 1000 i 5000 uL
e Staklene boce
¢ Nastavci za mikropipete Eppendorf
e Erlenmeyerova tikvica
o Ekstrakcijske celije
o Magnetni Stapi¢
e Magnetni za mijeSanje

o Kivete za spektrofotometriju
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3.2. METODE RADA

3.2.1. Priprema niskotemperaturnog eutektickog otapala

U laboratorijsku ¢asu pomijeSa se kolin-klorid i glicerol u omjeru 1:3 s 30 % vode (w/w). Magnet
se doda u ¢asu, koja se zatim postavi na magnetsku mijesalicu pri 50 °C te se provodi

mijeSanje sve dok se nije dobila homogena, bistra tekucina.

3.2.2. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima

Izolacija fenolnih spojeva iz liofilizirane kore banane provedena je primjenom MAE uz upotrebu
DES-a (kolin klorid i glicerola (1:3) s 30 % vode (w/w)) kao ekstrakcijskog otapala. U svrhu
utvrdivanja optimalnih uvjeta ekstrakcije s ciliem postizanja najvideg prinosa fenolnih spojeva
i antioksidacijskog kapaciteta dobivenih ekstrakata, varirani su parametri: temperatura (40, 60
i 80 °C), vrijeme (5, 10 i 15 min) te omjer otapala i uzroka (1:40, 1:50 i 1:60 g/mL). Detaljan

plan eksperimenta prikazan je u tablici 2.

Postupak ekstrakcije:

Odvaze se odredena masa usitnjenog uzorka prema planu eksperimenta (prema zadanom
omjeru Cvrste i tekuce tvari (g/mL): 1:20 = 2,5 g; 1:40 = 1,25 g; 1:60 = 0,83 g) u celiju
ekstraktora i homogenizira se s 40 mL otapala za ekstrakciju. Potom se u svaku ¢eliju ubaci

magnetni mjeSac te se Celije postave na rotor reaktora (slika 7).

Slika 7. Mikrovalni reaktor MILESTONE Ethos Easy (vlastita fotografija)
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Na mikrovalnom ekstraktoru, postave se parametri temperature i vremena ekstrakcije prema
prikazu u tablici 2 te snaga mikrovalova 400 W. Osim toga, postavlja se snaga mijeSanja 50
%, vrijeme zagrijavanja do zeljene temperature 2 min za 40 °C, 4 min za 60 °C, 6 min za 80
°C, ventilacija i hladenje nakon ekstrakcije 2 min, a temperatura se odrzava konstantnom
tijekom postupka ekstrakcije. Nakon zavrSene ekstrakcije, uzorci se kvantitativno prenesu u
odmjernu tikvicu volumena 50 mL i do oznake nadopune ekstrakcijskim otapalom. Pripremljeni
uzorci prebace se u plasticne epruvete (Falcon) i dobro zatvore. Ekstrakti se skladiste pri +4
°C te se koriste za odredivanje udjela ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonoida te

antioksidacijskog kapaciteta FRAP i ABTS metodama.

Tablica 2. Plan eksperimenta izolacije fenolnih spojeva iz liofilizirane kore banane primjenom
MAE

1 5
2 40 10
3 15
4 5
5 60 10 1:40
6 15
7 5
8 80 10
9 15
10 5
11 40 10
12 15
13 5
14 60 10 1:50
15 15
16 5
17 80 10
18 15
19 5
20 40 10
21 15
22 5
23 60 10 1:60
24 15
25 5
26 80 10
27 15
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3.2.3. Odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina

Princip metode

Odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina provodi se u ekstraktu uzorka primjenom
spektrofotometrijske metode pri Cemu se intenzitet nastalog obojenja mjeri pri 320 nm (Howard
i sur., 2003).

Postupak odredivanja

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 pL ekstrakta, 250 uL 1 g/L HCl u 96 % etanolu i
4,55 mL 2 g/L HCI. Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta koristi
otapalo za ekstrakciju. Za odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina apsorbancija se mjeri
na 320 nm.

Izrada baZdarnog pravca

Iz alikvotne otopine standarda klorogenske kiseline 100 mg/L potrebno je prirediti razrjedenja:
10, 25, 50 i 66,7 mg/L na nain da se iz otopine alikvota otpipetira redom: 1; 2,5; 516,67 mL i
nadopuni 80 %-tnim metanolom u odmjernim tikvicama od 10 mL. Na isti nacin se pripremi i

slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima 80 %-tni metanol.

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 pL otopine standarda, 250 uL 1 g/L HCl u 96 %
etanolu i 4,55 mL 2 g/L HCI. Za odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina apsorbancija se

mjeri na 320 nm.
Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi [1]:

Y =0,0035-X —0,0082  (R?=0,9977) [1]

gdje je:
Y — apsorbancija pri 320 nm,

X — koncentracija klorogenske kiseline (mg/L)

Koncentracije ukupnih hidoksicimetnih kiselina izrazene su u mg ekvivalenata klorogenske

kiseline (CE)/100 g uzorka kao srednja vrijednost dvaju mjerenja.
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3.2.4. Odredivanje ukupnih flavonoida

Princip odredivanja:

Odredivanje ukupnih flavonoida provodi se u ekstraktu uzorka primjenom spektrofotometrijske
metode koja se temelji na kolornoj reakciji flavonoida s aluminijevim kloridom i kalijevim

acetatom te mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 415 nm (Chang i sur., 2002).

Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu otpipetira se 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. Na isti
nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta koristi otapalo za ekstrakciju te se
umjesto 10 %-tnog aluminijevog klorida dodaje isti volumen destilirane vode (0,1 mL).
Reakcijska smjesa stoji potom 30 min, nakon &ega slijedi mjerenje apsorbancije (opticka

gustoéa otopine) pri valnoj duljini 415 nm.

Izrada baZdarnog pravca

Potrebno je pripremiti otopinu standarda kvercetina koncentracije 100 mg/L. Od te otopine
standarda pripremaju se razrjedenja u odmjernim tikvicama od 10 mL tako da se otpipetira
redom 1; 2,5; 51 7,5 mL alikvota standardne otopine kvercetina u svaku tikvicu i potom se
nadopunjavaju do oznake 100 %-tnim metanolom. Koncentracije kvercetina u tim tikvicama
iznose 10, 25, 50 i 75 mg/L. Takoder se za analizu uzima i alikvotna otopina standarda

koncentracije 100 mg/L.

Iz svake tikvice otpipetira se 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 nacCin pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima 100 %-tni metanol te se
umjesto 10 %-tnog aluminijevog klorida dodaje isti volumen destilirane vode (0,1 mL).
Reakcijska smjesa stoji potom 30 min, nakon &ega slijedi mjerenje apsorbancije (opticka

gustoca otopine) pri valnoj duljini 415 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomocéu programa Microsoft
Excel pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije kvercetina (mg/L), a na ordinati
izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 415 nm. Koncentracija ukupnih flavonoida izraCuna se

prema dobivenoj jednadzbi pravca.

Na temelju dobivenih rezultata, jednadZba pravca glasi [2]:
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Y =0,0069-X + 0,0002  (R?=0,9992) 2]

gdje je:
Y — apsorbancija pri 415 nm,

X — koncentracija kvercetina (mg/L)

Koncentracije ukupnih flavonoida izrazene su u mg ekvivalenata kvercetina (QE)/100 g uzorka

kao srednja vrijednost dvaju mjerenja.

3.2.5. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom

Princip odredivanja

Metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta 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
popra¢ena je smanjenjem intenziteta obojenja koji je izravno proporcionalan koncentraciji
antioksidansa. Vrijednosti dobivene FRAP metodom najceS¢e se izrazavaju preko FeSOa,

askorbinske kiseline ili Trolox ekvivalenta (Benzie, 1996; Benzie i Strain, 1996).

Priprema uzoraka

Ekstrakte kore banane potrebno je razrijediti ekstrakcijskim otapalom 30 puta.

Postupak odredivanja

Za mjerenje apsorbancije uzoraka u svrhu odredivanje antioksidacijskog kapaciteta potrebno
je u epruvete otpipetirati redom 240 pL destilirane vode, 80 pL uzorka i 2080 uL FRAP
reagensa. Pripremljeni uzorci se pomocu Vortex mijeSalice promijeSaju i termostatiraju 30 min
pri 37 °C u mraku. U slijepu probu dodaje se sve osim uzorka umijesto kojeg se uzima

ekstrakcijsko otapalo. Apsorbancija se mjeri pri 593 nm.
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Izrada baZdarnog pravca

Za izradu bazdarnog pravca u 96 %-tnom etanolu se otopi 0,0501 g Troloxa u odmjernoj tikvici
od 100 mL te se tikvica nadopuni do oznake. Na taj na€in dobije se 2 mM otopina Troloxa (6-
hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina) od koje se u odmjernim tikvicama (10
mL) rade razrjedenja na sljedeci nacin: u tikvice se redom otpipetira 0,125; 0,5; 0,625; 1,25;
2,51 5 mL alikvota standardne otopine Troloxa, a tikvice se zatim nadopunjavaju 96 %-tnim
etanolom do oznake. Koncentracije Troloxa u tako dobivenim otopinama iznose 25, 100, 125,
250, 500 i 1000 pmol/L. Nakon toga se u staklene epruvete otpipetira 240 uL destilirane vode,
80 uL otopine Troloxa odredene koncentracije i 2080 uL FRAP reagensa. Pripremljeni uzorci
se pomocu Vortex mijesalice izmjesaju, a zatim se termostatiraju pri 37 °C. Slijepa proba sadrzi
sve osim otopine Troloxa, umjesto koje se dodaje 80 pL 96 %-tnog etanola. Slijedi mjerenje
apsorbancije pri 593 nm. Iz dobivenih vrijednosti nacrta se bazdarni pravac pomocu programa
Microsoft Excel, gdje su na apscisi ozna¢ene koncentracije Troloxa (umol/L), dok se na ordinati
nalaze izmjerene vrijednosti apsorbancija pri 593 nm. Dobivena jednadzba pravca sluzi za

izraunavanje antioksidacijskog kapaciteta uzorka [3]:
Y =0,0013-X (R? =0,9995) [3]
gdje je:
Y — apsorbancija pri 593 nm
X — ekvivalent Troloxa (TE) (umol/L)
R? — koeficijent determinacije

Antioksidacijski kapacitet odreden FRAP metodom izraZzen je u mmol TE/100 g uzorka kao

srednja vrijednost dvaju mjerenja.

3.2.6. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom

Princip odredivanja

Metoda se temelji na sposobnosti molekula antioksidanasa da reduciraju stabilni radikal kation
2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTSe + ). U prisutnosti antioksidanasa
stabilni ABTS- + 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 preraCunavaju se primjenom bazdarnog pravca te se rezultati izrazavaju

preko Trolox ekvivalenta (TE).
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Priprema uzorka

Ekstrakte kore banane potrebno je razrijediti ekstrakcijskim otapalom 30 puta.

Postupak odredivanja

160 pL razrijedenog uzorka pomijeSa se s 2 mL 1 %-tnog ABTS<+ te se nakon 1 min mjeri

apsorbancija pri 734 nm. Za slijepu probu koristi se etanol 96 %-tni.

Izrada baZdarnog pravca

Za izradu bazdarnog pravca pripremi se 0,02 mol/L standardna otopina Troloxa na nacin da
se u plasti¢noj ladici izvaze 500 mg Troloxa te kvantitativho prenese u odmjernu tikvicu od 100
mL i nadopuni do oznake 100 %-tnim metanolom. Iz standardne otopine pripreme se
razrijedenja u koncentracijama 25, 50, 100 i 200 pymol/L pipetiranjem redom 0,125; 0,25; 0,5 i
1 mL u odmjerne tikvice koje se zatim do oznake nadopune 100 %-tnim metanolom. U
epruvetu se stavi 160 uL otopine Troloxa i pomijeSa s 2 mL 1 %-thog ABTSe+ te se nakon 1
min mjeri apsorbancija pri 734 nm. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni
pravac tako Sto se na apscisu nanesu koncentracije otopina Troloxa, a na ordinatu izmjerene
vrijednosti apsorbancija pri 734 nm. Dobivena jednadzba pravca sluzi za izraCunavanje

antioksidacijskog kapaciteta uzorka [4]:
Y =-0,002-X + 0,6204 (R?=0,998) [4]
gdje je:
Y — apsorbancija pri 734 nm
X — koncentracija Trolox otopine (umol/L)
R? — koeficijent determinacije

Antioksidacijski kapacitet odreden ABTS metodom izraZzen je u mmol TE/100 g uzorka kao

srednja vrijednost dvaju mjerenja.
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3.2.7. Eksperimentalni dizajn i obrada podataka

Statisticka analiza je provedena koriStenjem softvera Statistica verzija 10.0 (Statsoft Inc.,
Tulsa, OK, SAD). Eksperimentalni dizajn pokusa dizajniran je kao puni faktorijalni dizajn koji
je uklju€ivao 27 pokusa. Svaka ekstrakcija i analiza provedena je u duplikatu. Nezavisne
varijable bile su temperatura, vrijeme ekstrakcije te omjer uzorka i otapala, a zavisne varijable
bile su udio ukupnih hidroksicimetnih kiselina, udio ukupnih flavonoida te antioksidacijski
kapacitet mjeren ABTS i FRAP metodama. Dobivenim podacima i rezidualima testirani su
normalnost i homoskedasti¢nost primjenom Shapiro-Wilk-ovog i Levene-ovog testa. Na
temelju ovih procjena, podaci su analizirani pomoc¢u multifaktorske analize varijance (ANOVA)
praéene Tukeyjevim HSD post-hoc testom ili neparametrijskim Kruskal-Wallis-ovim testom s
viSestrukim usporedbama srednjih rangova. Razina znacajnosti za sve testove postavljena je
na p<0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom istraZivanju provedeno je optimiranje uvjeta MAE za izolaciju fenolnih spojeva i
odredivanje antioksidacijske aktivnosti kore banane uz upotrebu mjeSavine kolin klorida i
glicerola (1:3) s 30 % vode (w/w) kao ekstrakcijskog otapala. Varirani parametri ekstrakcije
bili su: temperatura (40, 60 i 80 °C), vrijeme ekstrakcije (5, 10 i 15 min) te omjer otapala i
uzorka (1:40, 1:50 i 1:60 g/mL). Proizvedeno je 27 ekstrakata koji su KkoriSteni u
spektrofotometrijskim analizama za odredivanje udjela ukupnih hidroksicimetnih kiselina,

ukupnih flavonoida i antioksidacijskog kapaciteta FRAP i ABTS metodama.

Dobiveni rezultati obradeni su u Microsoft Excel programu i prikazani tabli€no kao srednja
vrijednost dvaju paralelnih mjerenjatstandardna devijacija. Eksperimentalni dizajn i statisticka
obrada podataka provedeni su u programu Statistica 10.0, a rezultati su prikazani kao srednja

vrijednosttstandardna pogreska.

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja udjela ukupnih hidroksicimetnih kiselina odredenih
u ekstraktima liofilizirane kore banane dobivenih primjenom MAE prikazani su u tablici 3
rezultati spektrofotometrijskog odredivanja udjela ukupnih flavonoida odredenih u ekstraktima
liofilizirane kore banane dobivenih primjenom MAE prikazani su u tablici 4, dok je u tablici 5
prikazan aktioksidacijski kapacitet odreden FRAP i ABTS metodama. Rezultati statisticke
analize utjecaja parametara MAE na udio ukupnih hidroksicimetnih kiselina, udio ukupnih
flavonoida te antioksidacijski kapacitet odreden FRAP i ABTS metodama prikazani su u tablici
6.
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4.1. UDIO UKUPNIH HIDROKSICIMETNIH KISELINA

Tablica 3. Udio ukupnih hidroksicimetnih kiselina izrazen u mg ekvivalenata klorogenske
kiseline (CE) u ekstraktima liofilizirane kore banane dobivenih primjenom ekstrakcije
potpomognute mikrovalovima

1 5 287,68+20,20
2 40 10 316,77+4,85
3 15 326,46+28,28
4 5 263,57+0,81

5 60 10 1:40 325,89+£12,93
6 15 323,24£12,13
7 5 190,53+8,89
8 80 10 191,04+£14,54
9 15 248,21+11,31
10 5 276,58+9,09
11 40 10 334,50+£10,10
12 15 359,57+1,01

13 5 370,10+30,29
14 60 10 1:50 369,57+£15,15
15 15 330,74+3,03
16 5 291,54+2,02
17 80 10 284,57+2,02
18 15 204,49+18,18
19 5 282,48+2,43
20 40 10 337,57+7,30
21 15 359,94+21,90
22 5 365,19+14,60
23 60 10 1:60 378,96+12,17
24 15 341,87+13,38
25 5 253,33+9,74
26 80 10 278,28+20,69
27 15 326,51+20,69

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosttstandardna devijacija.
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Udio ukupnih hidroksicimetnih kiselina u uzorcima ekstrakata liofilizirane kore banane odreden
je u rasponu od 190,53+0,89 do 378,96+1,22 mg CE/100 g. Najniza vrijednost ukupnih
hidroksicimetnih kiselina zabiljeZena je u uzorku broj 7, koji je ekstrahiran pri 80 °C, vremenu
ekstrakcije 5 min te omjeru uzorka i otapala 1:40 g/mL, dok je najvida vrijednost odredena u
uzorku broj 23, koji je ekstrahiran pri 60 °C, vremenu ekstrakcije 10 min i omjeru uzorka i

otapala 1:60 g/mL.

Passo Tsamo i sur. (2015) proveli su ekstrakciju fenolnih spojeva iz kore banane koristedi
vodenu kupelj uz smjesu aceton:voda (50:49:1, v:v) s dodatkom 0,2 mM askorbinske kiseline
kao ekstrakcijsko otapalo. U uzorcima ekstrakata kore banane zabiljezili su vrijednosti udjela
ukupnih hidroksicimetnih kiselina u rasponu od 8,14+0,29 do 21,316,14 mg/100 g. Sli¢an
raspon vrijednosti udjela ukupnih hidroksicimetnih kiselina zabiljezili su Ongphimai i sur. (2013)
u svom radu, gdje su proveli Soxhlet ekstrakciju na razli€itim vrstama voca (naranca, guava,
mango i banana), pri ¢emu su u uzorcima ekstrakata banane zabiljezili raspon vrijednosti
udjela ukupnih hidroksicimetnih kiselina od 0,59 do 21,95 mg/100 g. NeSto nize vrijednosti
zabiljezili su Russell i sur. (2009.), koji su proveli ekstrakciju fenolnih spojeva iz banane
koristedi etil-acetat. U njihovom istrazivanju, koje je obuhvatilo voée lokalno proizvedeno u
Skotskoj, ukljuéujuéi bananu, udio ukupnih hidroksicimetnih kiselina u ekstraktima banane
iznosio je od 0,655 do 4,862 mg/100 g.

Usporedbom navedenih vrijednosti s rezultatima dobivenim u ovom rada, primjecuju se
odredene razlike te se moze primjetiti kako je MAE u kombinaciji s DES-om rezultirala viSim
vrijednostima udjela ukupnih hidroksicimetnih kiselina. Razlog tome moze biti taj Sto je MAE
poznata po brzom zagrijavanju, koje razbija stani¢ne stijenke, omogucujuci brze oslobadanje
bioaktivnih spojeva. Osim toga, krace trajanje ekstrakcije smanjuje rizik od degradacije
spojeva osjetljivin na toplinu, dok selektivho zagrijavanje poboljSava topljivost fenolnih
spojeva. Ova metoda takoder zahtijeva manje otapala, €ineci je ekoloski prihvatljivijom (Veggie
i sur., 2012). DES-ovi, s druge strane, stvaraju snazne vodikove veze s fenolnim spojevima,
poboljSavajuéi njihovu topljivost i stabilnost tijekom procesa ekstrakcije. Zahvaljujuéi svojoj
prilagodljivoj polarnosti, DES-ovi u€inkovitije razgraduju stani¢nu stijenku biljaka, omogucujuci
lakSe oslobadanje fenola te postiZzu bolje rezultate u usporedbi s konvencionalnim otapalima

poput etanola ili metanola (Alam, 2021).
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4.2. UDIO UKUPNIH FLAVONOIDA

Tablica 4. Udio ukupnih flavonoida izrazen u mg ekvivalenata kvercetina (QE) u ekstraktima
liofilizirane kore banane dobivenih primjenom ekstrakcije potpomognute mikrovalovima

1 5 108,30+6,56
2 40 10 141,03+5,33
3 15 147,11+0,82
4 5 133,75+0,82
5 60 10 1:40 172,32+10,25
6 15 145,46+9,02
7 5 96,70+4,92
8 80 10 128,84+6,15
9 15 152,92+10,66
10 5 123,71+5,12
11 40 10 141,49+2,56
12 15 136,45+5,64
13 5 153,76+4,61
14 60 10 1:50 179,20+5,64
15 15 176,89+13,82
16 5 145,78+6,66
17 80 10 147,68+9,22
18 15 104,52+1,54
19 5 133,7846,79
20 40 10 150,81+3,70
21 15 152,99+10,49
22 5 189,69+9,26
23 60 10 1:60 151,72+3,70
24 15 152,99+3,09
25 5 122,91+3,70
26 80 10 158,70+7,41
27 15 178,37+0,62

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosttstandardna devijacija.
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Udio ukupnih flavonoida u uzorcima ekstrakata liofilizirane kore banane odreden je u rasponu
od 96,7014,92 do 189,69+9,26 mg QE/100 g. Najniza vrijednost ukupnih flavonoida odredena
je u uzorku broj 7, koji je ekstrahiran pri 80 °C, vremenu ekstrakcije 5 min te omjeru uzorka i
otapala 1:40 g/mL, dok je najviSa vrijednost odredena u uzorku broj 22, koji je ekstrahiran pri

60 °C, vremenu ekstrakcije 5 min i omjeru uzorka i otapala 1:60 g/mL.

Bashmil i sur. (2021) proveli su maceraciju koriste¢i 70 %-thu vodenu otopinu etanola kao
ekstrakcijsko otapalo kako bi karakterizirali koru Sest australskih kultivara banana u razli€itim
fazama zrenja u smislu njihovih fenolnih spojeva. Udio ukupnih flavonoida odreden je u
rasponu od 0,10 mg do 3,00 mg QE/100 g. Usporedbom rezultata dobivenih u ovom radu s
rezultatima Bashmil i sur. (2021), vidljive su viSe vrijednosti dobivene primjenom MAE uz DES
kao ekstrakcijsko otapalo, $to ukazuje na to da je kombinacija MAE i DES-a ucinkovitija za
ekstrakciju flavonoida iz kore banane u odnosu na maceraciju s etanolom. Ova veca
ucinkovitost moze se pripisati sposobnosti DES-ova da formiraju stabilne vodikove veze s
hidroksilnim grupama flavonoida, ¢ime se prekidaju medumolekulske vodikove veze unutar
flavonoida. Time DES-ovi povecéavaju topljivost i interakciju flavonoida s otapalom, $to rezultira
vecim prinosom flavonoida u usporedbi s konvencionalnim otapalima poput etanola (Alam i
sur., 2021).

Putri i sur. (2023) su odredili udio ukupnih flavonoida u kori banene koriste¢i UAE pri 45 °C,
vremenu ekstrakcije 45 min te omjeru uzorka i otapala 1:10, 1:20i 1:30 g/mL uz 50, 70 i 96 %-
tnu vodenu otopinu etanola kao ekstrakcijsko otapalo. U uzorcima koji su ekstrahirani uz 50
%-tnu otopinu etanola kao ekstrakcijsko otapalo zabiljeZzene su vrijednosti udjela ukupnih
flavonoida u rasponu 111,66-155,48 mg QE/100 g, zatim u uzorcima koji su ekstrahirani uz 70
%-tnu vodenu otopinu etanola 116,39-165,59 mg QE/100 g te u uzorcima koji su ekstrahirani
uz 96 %-tnu vodenu otopinu etanola 90,14-122,73 mg QE/100 g. Fatemeh i sur. (2012)
istrazivali su utjecaj razli¢itih sorti banana (Cavendish i Dream), faze zrelosti te razli€itih
dijelova ploda (pulpa i kora) na antioksidativhe komponente i antioksidativnu aktivnost banana.
Za ekstrakciju su koristili maceraciju s 80 %-tnim metanolom kao otapalom. ZabiljeZili su udio
ukupnih flavonoida u ekstraktima kore banana u rasponu od 39,01 do 389,33 mg CE/100 g,

pri ¢emu su najviSe vrijednosti flavonoida pronadene u kori nezrelih banana sorte Cavendish.

Ako se usporede navedene vrijednosti s rezultatima dobivenim u ovom radu, vidljiva su
odredena odstupanja u vrijednostima koja se mogu objasniti izborom otapala, upotrebom

razliCite tehnike ekstrakcije te razli€itim porijeklom i sortom banane.
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4.3. ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET

Tablica 5. Antioksidacijski kapacitet u ekstraktima liofilizirane kore banane dobivenih
primjenom ekstrakcije potpomognute mikrovalovima odreden FRAP i ABTS metodama izrazen
preko Trolox ekvivalenta (TE)

1 5 36,88+3,20 10,52+0,08
2 40 10 52,66+5,16 11,30+0,51
3 15 41,81+4,05 12,62+0,76
4 5 33,40+0,78 11,42+0,08
5 60 10 1:40 44,21+1,04 11,54+0,17
6 15 37,591,657 12,48+0,21
7 5 32,68+0,52 16,95+0,51
8 80 10 36,91+1,44 19,25+0,30
9 15 36,60+1,11 20,09+0,13
10 5 25,37+0,82 13,07+0,11
11 40 10 24,63+1,06 12,48+0,64
12 15 35,31+1,96 13,27+0,69
13 5 35,69+0,90 12,25+0,95
14 60 10 1:50 37,62+1,63 13,34+0,16
15 15 35,97+1,96 14,68+0,16
16 5 40,07+0,08 21,88+0,37
17 80 10 27,29+2,69 18,44+0,27
18 15 31,26+0,49 20,50+1,48
19 5 19,24+0,10 14,71+1,34
20 40 10 19,66+0,29 12,14+0,51
21 15 18,90+0,79 13,54+0,06
22 5 25,44+0,59 14,36+0,45
23 60 10 1:60 22,03+1,28 16,57+1,02
24 15 23,76x1,77 18,42+1,47
25 5 38,64+0,20 25,38+0,57
26 80 10 47,26+1,18 25,97+2,04
27 15 47,68+0,79 26,69+1,92

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosttstandardna devijacija.
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Antioksidacijski kapacitet mjeren FRAP metodom odreden je u rasponu od 18,90+0,79 do
52,66+5,16 mmol TE/100 g. NajviSa vrijednost odredena je u uzorku broj 2, dobivenom pri 40
°C, vremenu ekstrakcije 10 min te omjeru uzorka i otapala 1:40 g/mL, dok je najniza vrijednost
zabiljezena u uzorku broj 21, dobivenom pri 40 °C, vremenu ekstrakcije 15 min i omjeru uzorka

i otapala 1:60 g/mL.

Antioksidacijski kapacitet mjeren ABTS metodom odreden je u rasponu od 10,52+0,08 do
26,69+1,92 mmol TE/100 g. NajviSa vrijednost zabiljezena je u uzorku broj 27, dobivenom pri
80 °C, vremenu 15 min te omjeru uzorka i otapala 1:60 g/mL, dok je najniza vrijednost
odredena u uzorku broj 1, dobivenom pri 40 °C, vremenu 5 min i omjeru uzorka i otapala 1:40
g/mL.

Iz rezultata se moze vidjeti da vrijednosti dobivene ABTS i FRAP metodama nisu uskladene.
Najnize vrijednosti zabiljeZene su pri istoj temperaturi u obje metode, ali pri razli€¢itom vremenu
ekstrakcije i razli¢Gitom omjeru uzorka i otapala. Najvide vrijednosti obje metode zabiljeZene su
pri razli¢itim parametrima (temperatura, vrijeme ekstrakcije, omjer uzorka i otapala). Dobivanje
razli€itih rezultata moze biti posljedica toga 3to se navedene metode temelje na razli€itim

mehanizmima reakcije i imaju razli¢itu osjetljivost na specifi€ne vrste antioksidansa.

Vu i sur. (2019b) proveli su MAE kore banane te su istrazili utjecaj razli¢itih parametara, kao
Sto su pH otapala, omjer uzorka i otapala te trajanje ekstrakcije, na antioksidacijski kapacitet
dobivenih ekstrakata. Vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta, mjerenog FRAP metodom,
odredene su u rasponu od 16,87 do 37,50 mmol TE/100 g, 5to je u skladu s vrijednostima
dobivenim u ovom radu. NajviSa vrijednost zabiljezena je kod uzorka dobivenog pri pH=1
otapala, vremenu ekstrakcije 6 min te omjeru uzorka i otapala 1:50 g/mL, dok je najniza
vrijednost zabiljeZzena kod uzorka pri pH=2 otapala, vremenu ekstrakcije 2 min te omjeru

uzorka i otapala 1:25 g/mL.

Nesto nize vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta, mjerenog ABTS i FRAP metodama,
zabiljezili su Khamsaw i sur. (2024). Proveli su konvencionalnu ekstrakciju kore banane
koristeCi diklormetan i metanol kao ekstrakcijska otapala. Antioksidacijski kapacitet mjeren
ABTS metodom u metanolnom ekstraktu iznosio je 13,74 mmol TE/100 g, dok je u
diklormetanskom ekstraktu iznosio 6,12 mmol TE/100 g. Antioksidacijski kapacitet mjeren
FRAP metodom u metanolnom ekstraktu iznosio je 0,20 mmol TE/100 g, a u diklormetanskom
ekstraktu 0,09 mmol TE/100 g. Usporedbom vrijednosti dobivenih u ovom radu s onima iz rada
Khamsaw i sur. (2024), uoCava se da je primjena MAE uz upotrebu DES-a rezultirala viSim
vrijednostima antioksidacijskog kapaciteta mjerenog ABTS i FRAP metodama u odnosu na

ekstrakciju diklormetanom i metanolom.
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4.4. UTJECAJ PARAMETARA MAE NA UDIO UKUPNIH HIDROKSICIMETNIH
KISELINA, UKUPNIH FLAVONOIDA | ANTIOKSIDACIISKI KAPACITET
LIOFILIZIRANE KORE BANANE

Tablica 6. Utjecaj parametara ekstrakcije potpomognute mikrovalovima na udio ukupnih
hidroksicimetnih kiselina, ukupnih flavonoida i antioksidacijski kapacitet liofilizirane kore
banane odreden FRAP i ABTS metodama

p<0,01* p<0,01* p=0,06 p<0,01*
40 320,17+7,69° 137,303,387 30,50+2,74° 12,630,307
60 341,01+8,61° 161,75+4,42° 32,8621,72° 13,90£0,56°
252,05£11,29° 137,386,137 37,6021,58° 21,6820,83

p=0,16 p=0,04* p=0,71 p=0,37
5 286,78+12,80° 134,27+6,30° 31,94%1,63° 15,6241,15°
10 313,02£13,13° 152,42£3,77° 34,7022,74° 15,671,137
313,45£12,32° | 149,74%5,18% 34,32+2,03° 16,921,122

p=0,02* p=0,05* p<0,01* p<0,01*
1:40 274,82£12,91° 136,275,387 39,1921,49° 14,02+0,85°
1:50 313,52£12,68® | 145,50%5,52% 32,58+1,32% 15,55+0,86%
1:60 324,90210,33 154,66+4,75 20,18+2,74°7 18,64+1,35

Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednosttstandardna pogre$ka.
*StatistiCki znaCajna varijacija pri p<0,05. Vrijednosti unutar kolone oznacene razli¢itim slovima statisticki se
razlikuju pri p<0,05.

Temperatura je pokazala statistiCki znacajan utjecaj na udio ukupnih hidroksicimetnih kiselina,
ukupnih flavonoida te antioksidacijski kapacitet ekstrakata liofilizirane kore banane odreden
ABTS metodom. Najvisa prosjeCna vrijednost udjela ukupnih hidroksicimetnih kiselina
postignuta je pri 60 °C. Ta je vrijednost statisti¢ki zna€ajno viSa od one postignute pri 80 °C,
medutim, nije statisticki razli€ita od vrijednosti zabiljezene pri 40 °C, §to pokazuje da poviSenje
temperature iznad 60 °C uzrokuje smanjenje udjela ukupnih hidroksicimetnih kiselina. Burovié¢
i sur. (2018) proveli su istrazivanje u kojem su promatrali utjecaj MAE na profil fenolnih kiselina
u ekstraktu zutih sjemenki soje. Rezultati su pokazali kako varijacije temperature (55, 65, 75 i
85 °C ) i vremena tijekom MAE su znac¢ajno utjecale na prinos fenolnih kiselina. Povecéanje
temperature mikrovalova od 55 do 85 °C povecao je sadrzaj fenolnih kiselina. Sadrzaj

ferulinske kiseline i p-kumarinske kiseline znacajno je porastao na viSim temperaturama.
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Optimalna temperatura za ekstrakciju ovih kiselina bila je 85 °C, sto je rezultiralo najve¢im
prinosima ovih spojeva. Medutim, kod galne i klorogenske kiseline doslo je do blagog pada u

prinosu pri najviSoj temperaturi (85 °C).

Vrijednosti udjela ukupnih flavonoida prate isti trend kao i vrijednosti hidroksicimetnih kiselina.
NajviSa prosjecna vrijednost udjela ukupnih flavonoida postignuta je pri 60 °C, a ta je vrijednost
statisti¢ki znacajno visa od one postignute pri 40 80 °C. Sli¢an trend porasta udjela flavonoida
s povecéanjem temperature primijetili su i Irakli i sur. (2023) u svom istrazivanju, gdje su proveli
MAE na ostatcima kadulje nakon ekstrakcije eteri¢nog ulja. Njihovi rezultati pokazali su da se
udio ukupnih flavonoida u ekstraktima kadulje povec¢avao s porastom temperature do 65 °C,

dok su vise temperature (90 °C) uzrokovale pad prinosa.

Gao i sur. (2020) optimizirali su ekstrakciju fenolnih spojeva iz listova duda (Morus alba L.)
koriste¢i MAE u kombinaciji s DES-om. Varirali su kljuéne parametre ekstrakcije poput omjera
uzorka i otapala, temperature (45-75 °C) i vremena kako bi postigli maksimalan prinos fenolnih
spojeva. Rezultati su pokazali da je poveéanje temperature isprva dovelo do povecéanja
prinosa fenolnih kiselina i flavonoida, dok je daljnje povecanje iznad 66 °C uzrokovalo
smanjenje prinosa. Ovi rezultati prate trend zabiljeZzen u ovom radu, $to potvrduje da povidenje

temperature iznad odredenog praga mozZe negativno utjecati na prinos ciljanih spojeva.

lako se vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta odredene FRAP metodom ne razlikuju
statisticki zna€ajno, postoji trend blagog porasta s poviSenjem temperature, sto moze ukazivati
na poboljSanu dostupnost nekih bioaktivnih spojeva. S druge strane, antioksidacijski kapacitet
odreden ABTS metodom pokazao je statistiCki znaCajne razlike, s najviSom vrijedno3¢u
odredenom u ekstraktu dobivenom pri 80 °C, dok su nize temperature (40 i 60 °C) zabiljezile
znacajno nize vrijednosti. U ve¢ spomenutom istrazivanju Irakli i sur. (2023) odreden je
antioksidacijski kapacitet ABTS metodom te su rezultati pokazali kako je temperatura imala
znacajan utjecaj. PoviSenje temperature do 70 °C rezultiralo je veéom antioksidacijskom
aktivnoS¢u, medutim iznad te temperature doslo je do smanjenja vrijednosti. Ovi rezultati
sugeriraju da poviSenje temperature poboljSava ekstrakciju bioaktivnih spojeva, uklju€ujuci

fenole i druge antioksidanse, ¢ime se povecava ukupni antioksidacijski kapacitet.

Rezultati statistiCke analize pokazali su da vrijeme ekstrakcije nema statistiCki znacCajan utjeca;j
na udio ukupnih hidroksicimetnih kiselina, kao ni na antioksidacijski kapacitet odreden FRAP i
ABTS metodoma. Medutim, vrijeme ima statisticki zna€ajan utjecaj na udio ukupnih flavonoida.
NajviSa vrijednost udjela ukupnih flavonoida zabiljezena je pri 10 min ekstrakcije, dok je pri 5
min ekstrakcije zabiljezena statistic¢ki zna¢ajno niza vrijednost. Vrijednost pri 15 min ekstrakcije
takoder je viSa nego pri 5 min, ali se statistiCki ne razlikuje od one pri 10 min ekstrakcije. U veé

spomenutom radu Gao i sur. (2020) vrijeme ekstrakcije takoder je imalo utjecaj na prinos
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flavonoida, pri Eemu su varirali vrijeme ekstrakcije od 8 do 24 min. Rezultati su pokazali da je
porastom vremena ekstrakcije do 18 min prinos flavonoida rastao, medutim pri vremenu
ekstrakcije iznad 18 min zabiljeZen je pad prinosa zbog mogucih promjena kemijske strukture

bioaktivnih spojeva (Gao i sur., 2020).

Omijer uzorka i otapala imao je statistiCki znaCajan utjecaj na sve promatrane zavisne varijable,
pri ¢emu su najvise prosjecne vrijednosti udjela ukupnih hidroksicimetnih kiselina, udjela
ukupnih flavonoida te antioksidacijskog kapaciteta mjerenog ABTS metodom postignute pri
omjeru uzorka i otapala 1:60 g/mL, dok su najnize vrijednosti zabiljezene pri omjeru 1:40 g/mL.
Vrijednost pri omjeru 1:50 g/mL predstavlja meduvrijednost, koja nije statisti¢ki znac¢ajno
rali¢ita od vrijednosti pri omjeru 1:40 i 1:60 g/mL. Rezultati pokazuju da povecéanje omjera
uzorka i otapala rezultira vec¢im udjelom hidroksicimetnih kiselina, flavonoida i
antioksidacijskim kapacitetom odredenim ABTS metodom, s najviS§im vrijednostima
zabiljezenim pri omjeru 1:60 g/mL. Ovi rezultati su u skladu s ve¢ spomenutim istrazivanjem
Irakli i sur. (2023), koji su utvrdili da povecanje omjera uzorka i otapala povecava prinos
ukupnih flavonoida i antioksidacijski kapacitet odreden ABTS metodom. U njihovom
istraZivanju, omjer 1:30 g/mL pokazao se optimalnim za MAE, omogucujuéi maksimalan prinos
flavonoida i antioksidacijski kapacitet, dok su nizi omjeri (1:10 i 1:20 g/mL) rezultirali slabijom

ekstrakcijom bioaktivnih spojeva i niZim prinosima.

Rezultati dobiveni u ovom radu potvrduju vaznost pravilnog omjera uzorka i otapala, koji ne
samo da osigurava ravnomjerno i ucinkovito zagrijavanje cijelog sustava, ve¢ istovremeno
povecava koncentracijski gradijent, ¢ime se potiCe prijenos mase fenola u ekstrakcijsko
otapalo, Sto rezultira vecim prinosom spojeva (Dahmoune i sur., 2014). Osim toga, optimalan
omijer otapala i Evrste tvari sprjeCava zasicenje otapala otopljenim tvarima te smanjuje rizik od

pregrijavanja sustava i toplinskog ostecenja vaznih spojeva (Vargas-Serna i sur., 2022).

S druge strane, antioksidacijski kapacitet odreden FRAP metodom pokazuje suprotan trend, s
najvisim vrijednostima odredenim pri omjeru 1:40, §to je statistiCki zna¢ajno vise u usporedbi
s vrijednostima odredenim pri omjeru 1:60. Lin i sur. (2020) su proveli MAE na lis¢u jagode te
su zabiljezili kako poveéanje omjera do odredene to¢ke, odnosno do omjera 1:60 g/mL, je
rezultiralo povecanjem anitoksidacijskog kapaciteta odredenog FRAP metodom. Medutim,
daljnje povecanje omjera iznad 1:60 g/mL dovelo je do smanjenja antioksidacijskog kapaciteta,
Sto su objasnili time da prevelik volumen otapala moze razrijediti koncentraciju fenolnih
spojeva u otopini, smanjujuci ucinkovitost ekstrakcije i posljedicno smanjujuci antioksidacijski

kapacitet.

36



5.ZAKLJUCCI

1. Kora banane sadrzi zna€ajan udio hidroksicimetnih kiselina i flavonoida te pokazuje
znacajni antioksidacijski kapacitet, $to ukazuje na njen potencijal kao izvora bioaktivnih
spojeva za daljnju valorizaciju u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji.

2. Prosje€na vrijednost ukupnih hidroksicimetnih kiselina ekstrahiranih iz kore banane
pomoc¢u MAE uz mjeSavinu kolin klorida i glicerola (1:3) s 30 % vode (w/w) kao
ekstrakcijskog otapala iznosila je 378,96 mg CE/100 g, a prosjeCna vrijednost
ekstrahiranih ukupnih flavonoida iznosila je 189,69 mg QE/100 g. ProsjeCna vrijednost
antioksidacijskog kapaciteta odredenog FRAP metodom bila je 52,66 mmol TE/100 g,
dok je za ABTS metodu iznosila 26,69 mmol TE/100 g.

3. Optimalni MAE uvijeti za izolaciju fenolnih spojeva iz kore banane, koji su rezultirali
najvis§im prinosom, uklju€uju: temperaturu 60 °C, vrijeme ekstrakcije 10 min te omjer
uzorka i otapala 1:50 g/mL.

4. Ispitivani parametri ekstrakcije, odnosno temperatura te omjer uzorka i otapala, imali
su statistiCki zna€ajan utjecaj na prinos ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonoida,
kao i na vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta dobivenih primjenom FRAP i ABTS
metoda, dok je vrijeme ekstrakcije imalo statistiCki zna¢ajan utjeca;j isklju€ivo na udio
ukupnih flavonoida.

5. Ovo istrazivanje pokazalo je da kombinacija MAE i DES-a predstavlja ucinkovit i
ekoloski prihvatljiv pristup za valorizaciju kore banane, omogucujuci izolaciju visokih
prinosa bioaktivnih spojeva, ¢ime se doprinosi odrzivosti i potencijalnom smanjenju

biootpada.
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