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1. UVOD

Zbog unaprjedenja tehnika skladistenja i transporta, marketinskih aktivnosti te Sirenja svijesti
potroSaca o dobrobitima za zdravlje, konzumacija i prerada egzoti¢nog voéa u porastu je u
cijelome svijetu. EgzotiCno voce je bogato bioaktivnim spojevima, poput fenolnih spojeva,
karotenoida, vitamina i dijetalnih vlakana. Medutim, industrija prerade vo¢a generira u velikom
postotku nusproizvode, kao $to su kore, sjemenke i pulpe koje zaostaju u razli€itim fazama
lanca prerade. U vecini sluéajeva otpadni nusproizvodi mogu sadrzavati slican ili ¢ak veci
sadrzaj bioaktivnih spojeva nego konacni proizvod (Ayala-Zavala i sur., 2011). Nusproizvodi
avokada i banane su bogati izvori ugljikohidrata, lipida, proteina, vlakana, minerala i drugih
bioaktivnih spojeva od kojih se istiCu hidroksicimetne kiseline, hidroksibenzojeve kiseline,
organske kiseline, flavonoidi, terpenoidi, alkaloidi, saponini i drugi polarni i nepolarni spojevi
(Araujo i sur., 2018). Kemijski sastav, najceS¢e odbacenih, nusproizvoda avokada i banane
ukazuje na bogate izvore bioaktivnih komponenti koje imaju vrlo vazne nutritivne, zdravstvene
i farmaceutske uc€inke. Kora banane se tradicionalno koristi kao medicinski materijal za
lijeCenje raznih bolesti kao $to su opekline, anemija, proljev, Cirevi, upale, dijabetes, kasalj,
zmijski ugriz i prekomjerna menstruacija (Vu i sur., 2018). Nadalje, fenoli u avokadu i banani
zabiljezeni u kori pokazuju antioksidativno, antimikrobno i protuupalno djelovanje, a to je usko
povezano sa zdravstvenim prednostima. Kako bi se iskoristio potencijal vrijednih sastojaka
kore avokada i banane, vazno je provesti u€inkovitu ekstrakciju bioaktivnih spojeva, na §to
osim tehnike, uvelike utjeCe i odabir otapala. U novijim istrazivanjima duboka eutekti¢ka
otapala (DES) pokazala su se kao ekstrakcijska otapala s boljom ucinkovitoS¢éu od
konvencionalnih otapala, poput etanola, metanola, vode. Stoga je cilj ovog rada bio ispitati
nekoliko razliitih DES-ova te odrediti njihov utjecaj na ekstrakciju bioaktivnih spojeva kore
avokada i banane. Koristena su tri razli¢ita DES-a: kolin klorid i glicerol (1:3), kolin klorid i
mlije€na kiselina (1:3) i kolin klorid i fruktoza (1:1,9) s razli¢itim udjelima vode (10 i 30 %) te su
usporedena s 30 %-tnom vodenom otopinom etanola kao primjerom konvencionalnog otapala.
UCinkovitost navedenih otapala utvrdena je odredivanjem antioksidacijske aktivnosti

ekstrakata kore avokada i banane primjenom tri spektrofotometrijske metode.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. EGZOTICNO VOCE

Egzoti€no voce je botanicki raznolika vrsta koja se uzgaja i raste u tropskim podrucjima. Vecina
egzoticnog voca jestiva je i cijenjena zbog svog jedinstvenog okusa i senzorskih kvaliteta.
Samim time, posljednjih godina lanac proizvodnje, transporta i marketinga se strahovito
povecao. Najpoznatije i najceSée koriSteno egzotitno voée su avokado, banana, kivi, grejp,
jojoba, kokos i limeta.

Europska klima nije previSe pogodna za uzgoj tropskog voca i povréa pa se ovi proizvodi u
vedini slu¢ajeva uvoze. Neke zemlje proizvode vrlo male koligine kao $to su Spanjolska i
Portugal, ali to je zanemarivo u odnosu na ukupnu potro$nju egzoti¢nog voca i povréa u EU.
Provedba rada, dobiveni rezultati kao i izvedeni zakljucci, temelje se na dvije vrste egzoti¢nog
voca koristenih kao primjer. Te dvije vrste su avokado i banana.

Prema podacima FAO (2024) Sjeverna Amerika je glavni izvoznik avokada, jednog od
najpoznatijeg egzoti¢nog voca, Cine€i ¢ak 46 % ukupnih svjetskih uvoza avokada. Prate ju
Europa s 35,5 % i Azija s 9,8 %. Glavni izvoznici banane su SrediSnja i Juzna Amerika te Filipini

(vie od 90 %), a najveci uvoznici su EU, SAD, Rusija i Japan.

2.1.1. Avokado

Avokado (Persea americana Mill.) je zimzelena biljka koja pripada porodici Lauraceae (slika
1). KruSkolikog je oblika i dug je 7-20 cm, tezine od 100 do 1000 g te ima veliku srediSnju
kosticu (duzine 5-6,4 cm). Plod je bogat nezasi¢enim mastima i vitaminima, a botanicki je
klasificiran kao bobica koja se sastoji od koStice i perikarpa, koji je sastavljen od kore ili
egzokarpa, mesa ili mezokarpa i tankog sloja pored ovojnice kostice, endokarpa. Egzokarp se
sastoji od kutikule, epiderme, parenhima i sklerenhima ili kamenih stanica koje ograni¢avaju
unutarnju povrSinu kore, dok je mezokarp sastavljen od velikih izo-dijametrinih stanica
parenhima koje sadrze lipide i prozet je vaskularnim sustavom (Seymour i sur., 1993). U svijetu
postoji oko 500 sorti avokada koje se razlikuju po obliku i boji ploda, ali okus se gotovo ne
mijenja. Avokado je dostupan ljudima gotovo cijele godine (svibanj-veljaca). Pulpa avokada
sadrzi oko 30 % masti, bjelanevine, kalcij, zeljezo, veliki broj lako probavljivih masti, mineralne
soli i vitamine E, B1, B2 i D. Avokado pozitivno utjeCe na kratkoro€no pamcenje i smanjuje rizik
od kardiovaskularnih bolesti te je bogat serotoninom 5-hidroksitriptaminom (5-HT) koji je

monoaminski neurotransmiter (Feldman i Lee, 1985).



Slika 1. Stablo i plod avokada (Anonymous 1)

2.1.2. Banana

Banane (Musa acuminata) su jednosupnice i pripadaju porodici Musaceae. One su stablolike
viSegodisnje zeljaste biljke, visine od dva do devet metara, s podzemnim rizomom ili korijenom,
pseudostabljikom sastavljenom od ovojnica lista i zavrSnom krunicom lis¢a kroz koju izbija cvat
(slika 2). Sedam do devet mjeseci nakon sadnje izdanka iz korijena, cvat se formira na dnu
pseudostabljike. Otprilike mjesec dana kasnije, taj cvat izlazi, a plodovi mogu biti pogodni za
berbu 90-150 dana nakon nicanja cvatova. Plod banane svrstava se u bobiasto voce
(Seymour i sur., 1993). Gotovo svi dijelovi ove bilijke (kora, list, pseudostabljika, stabljika i
cvijet) mogu se iskoristiti. Moguce ih je iskoristiti kao bojilo, aromu, izvor makro i mikro-
nutrijenata, hranu za stoku, izvor vlakana i bioaktivnih komponenti. Uz sve navedeno, banana
ima Siroku primjenu u medicini. Kuhani cvijet koriste dijabeti¢ari te ljudi koji boluju od bronhitisa,
¢ira i dizenterije. Pseudostabljika mozZe se koristiti za ubode i opekline, a za iritaciju kozZe list
(Jideani i Anyasi, 2020).



Slika 2. Stablo i plod banane (Anonymous 2)



2.2. NUSPROIZVODI PRERADE EGZOTICNOG VOCA
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Slika 3. Grafi¢ka ilustracija upotrebe nusproizvoda voca, povré¢a i Zitarica (prema Tlais i sur.,
2020)
Egzoti¢no voce konzumira se u svjezem stanju, ali se i preraduje u razli¢ite proizvode poput
sokova, dzemova, kompota, voénih zZelea ili suSenih proizvoda. PotroSnja egzoti¢nog voca u
bilo kojem obliku generira odredene nusproizvode poput kore, komine, sjemenke/kostice,
stabljike i lis¢a. Ti nusproizvodi najceSc¢e predstavljaju prehrambeni otpad te time povisuju
troSkove proizvodnje i uzrokuju probleme kod njihovog zbrinjavanja. No, posljednjih godina
raste trend kruzne ekonomije i odrzivog gospodarenja otpadom od hrane zbog ¢ega se takvi
nusproizvodi koriste kao sirovina za proizvodnju novih ili obogacivanje postojecih proizvoda u
prehrambenoj, farmaceutskoj i industriji dodataka prehrani kao $to je prikazano na slici 3.
Prijavljeno je da nusproizvodi egzoticnog voca sadrze visoke razine raznih bioaktivnih tvari
koje imaju pogodan utjecaj na zdravlje, a mogu se ekstrahirati iz nusproizvoda kako bi se dobili
nutraceutici (Gorinstein i sur., 2011). Avokado se uglavhom konzumira svjez, ali se takoder

preraduje za proizvodnju ulja i drugih proizvoda. Kora i sjemenke dio su avokada koji se obi¢no
5



ne Kkoriste te se odbacuju, Sto ih Cini izvorom oneciScenja okoliSa. Medutim, navedene
komponente bogate su proteinima, vlaknima i brojnim bioaktivnim spojevima (Rodriguez
Carpena i sur., 2011). Prema istrazivanjima, 39,6 do 42,4 % avokada zavrSi kao odbaceni
nusproizvod pa bi pronalazenje alternativa za njihovo koriStenje smanijilo otpad i ekoloske
probleme i stvorilo vazne prehrambene, zdravstvene i industrijske koristi. Nekoliko je primjera
uspjesnih pristupa iskoriStavanju otpada iz prerade avokada. Industrijski organski otpad
avokada iz proizvodnje ulja transformiran je u potencijalni konzervans, koji je uspjesno
inhibirao lipidnu oksidaciju u svinjskim kobasicama (Permal i sur., 2020). Nadalje, ekstrakti
sjemenki i kore inhibirali su oksidativhe reakcije i zaustavili degradaciju boje tijekom
skladistenja (pri 4 °C tijekom 15 dana) sirovih svinjskih plieskavica, smanjenjem TBARS
(tiobarbiturne kiseline) i stvaranjem proteinskih karbonila (Rodriguez Carpena i sur., 2011).

U slu€aju banane, nusproizvodi ukljuCuju pseudostabljiku, lis¢e, cvat, stabljiku ploda, rizom i
koru. Vecina ovih nusproizvoda je podcijenjena roba s ograniCenom komercijalnom
vrijednoS¢u i njihova primjena se u nekim sluajevima smatra ekonomskim gubitkom.
Pseudostabljika i lis¢e se obi¢no ostavljaju na farmama da istrunu i obnove hranjive tvari u tlu.
Listovi banane jo$ uvijek se koriste kao materijali za omatanje tradicionalne hrane u
jugoisto€noj Aziji, ali njihova primjena ograniCena je samo na neke etni¢ke namirnice (Akinyele
i Agbro, 2007).

2.2.1. Sastav kore avokada i banane

Tablica 1. Kemijski sastav kore avokada Hass sorte (%, w w') (orema Bressani i sur., 2009).

Kemijski sastav Kora avokada (%, w w*')
Sadrzaj vlage 7,66
Minerali 3,85
Lipidi 5,52
Vlakna 3,98
Proteini 3,44
Ugljikohidrati 79,54

U tablici 1 mogu se vidjeti rezultati istraZivanja Bressani i sur. (2009) koji su prikazali kemijski
sastav kore avokada Hass sorte. MoZe se uoCiti kako kora avokada ima najveci udio
ugljikohidrata od svih ostalih sastojaka (79,54 %, w w'). Proteini, vlakna, lipidi i minerali imaju
sli¢an udio u kori (3,44; 3,98; 5,52; 3,85 %, w w).



Tablica 2. Mineralni sastav kore i kostice avokada (%) (prema Garcia-Vargas i sur., 2020).

Element Kora avokada (%) Kostica avokada (%)
Dusik 0,97 + 0,07 0,66 + 0,01
Kisik 42,2 £ 2,62 50,79 + 1,56
Vodik 5,71 £ 0,02 5,568 + 0,02
Ugljik 49,83 + 0,42 42,05 £ 0,05
Pepeo 3,81 +£0,05 2,76 £ 0,28
Vlaznost 70,9+0,2 52,0+0,4

U tablici 2 prikazan je mineralni sastav kore i kostice avokada. Vidljivo je da kora i kostica imaju

sliéan mineralni sastav, ali kora sadrzava nesto veée udjele dusika i kisika (Garcia-Vargas i

sur., 2020).

Tablica 3. Kemijski sastav kore banane (%) (prema Tsado i sur., 2021).

Kemijski sastav Kora banane (%)
Sadrzaj vlage 9,83 +£ 0,03
Pepeo 9,56 + 0,06
Protein 3,23 +0,05
Vlakna 12,67 + 0,08
Masti 0,89 + 0,04
Ugljikohidrati 63,82 + 0,32

Tsado i sur. (2021) su prikazali kemijski sastav kore banane (tablica 3) gdje se istiCe visok udio
ugljikohidrata (63,82 %). MoZe se uoCiti kako je banana sa svojim visokim udjelom
ugljikohidrata slicna avokadu, a isto tako imaju i sli¢an udio proteina. Vecéa razlika moze se

vidjeti u udjelu vlakna gdje banana ima nesto veéi (12,67 %), a avokado maniji (3,98 %).



Tablica 4. Mineralni sastav kore banane (mg 100 g*') (prema Tsado i sur., 2021).

Element Kora banane (mg 100 g)
Bakar 1,35+ 0,05
Zeliezo 5,06 + 0,07
Mangan 10,38 £ 0,04
Cink 11,60 + 0,03
Kalcij 17,85+ 0,25
Magnezij 49,32 + 0,74
Natrij 58,16 + 2,73
Kalij 38,22 + 0,16
Fosfor 22,64 + 0,38

Mineralni sastav kore banane prikazan je u tablici 4 iz koje mozZzemo primijetiti najvecu

zastupljenost magnezija i kalcija, dok najmanje ima bakra i Zeljeza.

2.2.2. Bioaktivni spojevi kore avokada i banane

Glavni bioaktivni spojevi opisani u pulpi avokada i njegovim nusproizvodima (kora, sjemenke i
list) su polifenoli nakon kojih slijede karotenoidi, tokoferoli i steroli. Polifenoli su rasporedeni u

pulpi, kori, sjemenu i lis¢u, dok se karotenoidi i tokoferoli nalaze uglavnom u pulpi avokada.

Avokado pokazuje visok sadrzaj flavonoida koji se mogu naci u pulpi, sjemenki ili kori.
Identificirano je 15 glavnih spojeva u kori, 11 procijanidina, dimera i trimera u razli€itim
izomernim oblicima. Glavni flavonoidi prisutni u kori avokada su epikatehin (0,02 mg g™) i
hesperidin (0,01 mg g™). Osim toga, pronadene su i fenolne kiseline kao $to su kafeinska
kiselina (0,2 mg g'), kumarinska kiselina (0,1 mg g") i ferulinska kiselina (0,01 mg g").
Sjemenka avokada takoder je pokazala prisutnost flavonoida (katehin 1,02 mg g™' s.tv.) i drugih
neflavonoidnih fenola uklju€ujuéi klorogensku kiselinu, kafeinsku kiselinu i ferulinsku kiselinu s
vrijednostima 0,75, 0,22 i 0,01 mg g s.tv. Studije su potvrdile prisutnost jo§ 11 spojeva u
") i hidroksi-tirozol glukozid (0,39 mg g), dok su za pulpu navedeni fenolni spojevi kao $to je
glukozid p-kumarinske kiseline (0,08 mg g'), 5-feruloilkina kiselina (0,05 mg g') i p-
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kumarinska kiselina (0,04 mg g') (Sayago-Ayerdi i sur., 2021).

Banana je dobar izvor antioksidansa visoke nutritivne vrijednosti. Glavni biokemijski spojevi
prisutni u banani su fenoli, karotenoidi, flavonoidi i biogeni amini. Stoga se za banane kaze da
imaju viSu razinu antioksidativnog kapaciteta od nekog drugog voca kao $to su limun,

lubenica, rajcica ili nektarina. Kora banane c¢ini otprilike 40 % tezine banane i ima najvecu
koncentraciju flavonoida. Trenutno postoji vise od 40 polifenolnih spojeva koji su identificirani.
Flavonoidi su najdominantniji oblici, gdje se isti¢u katehini, epikatehini (1,14 mg g™), galokate-
hini (5,91 mg g') i antocijani te medu fenolnim kiselinama galna kiselina (3,86 mg g'). Otkri-
veno je i da su epikatehin, galokatehin i miricetin-3-O-ramnozil glikozid flavonoidi s najve¢om

koncentracijom u zreloj banani (Sayago-Ayerdi i sur., 2021).

2.2.3. Antioksidacijska aktivnost kore avokada i banane

Za procjenu sposobnosti hvatanja slobodnih radikala i ukupne antioksidacijske aktivnosti
(AOA) jednog spoja i/ili sloZzenih smjesa, kao Sto su biljke, hrana i bioloSki uzorci, koristi se
nekoliko metoda. DPPH metoda razvijena je za odredivanje AOA spojeva u hrani uporabom
stabilnog 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikala. DPPH radikal zbog nesparenog elektrona
postize apsorpcijski maksimum u vidljivom dijelu spektra (517 nm) i ljubiCaste je boje.
Promjena ljubi¢aste boje u Zutu posljedica je sparivanja nesparenog elektrona DPPH radikala
s vodikom antioksidansa, stvarajuéi reducirani oblik DPPH-H. Promjena boje je u
stehiometrijskom odnosu s brojem sparenih elektrona (Braca i sur., 2001). ABTS metoda se
temelji na sposobnosti molekula antioksidansa da reduciraju stabilni radikal kation 2,2'-
azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTSe + ). U prisutnosti antioksidansa
stabilni ABTSe + kation reducira se u ABTS, a u reakciji se manifestira obezbojenjem plavo-
zelene otopine (Pellegrini i sur., 2003). Metoda odredivanja AOA 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 najCeSc¢e se izrazavaju preko FeSOy,
askorbinske kiseline ili Trolox ekvivalenta (Benzie i Strain, 1996).

Lyu isur. (2023) su odredivali AOA kore, pulpe i kostice Hass avokada primjenom FRAP, DPPH
i ABTS metoda. Neovisno o primijenjenoj metodi, najvisa AOA je odredena u kori avokada
rezultirajuci vrijednostima 75,77; 71,03 i 3,05 mg ekvivalenata askorbinske kiseline g (mg
AAE g') odredenim ABTS, DPPH i FRAP metodom. Nesto niZe vrijednosti su odredene istim
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metodama u kostici avokada (74,14; 47,97; 0,98 mg AAE g), dok je sama pulpa avokada
imala najnizu AOA.

Vinha i sur. (2013) su DPPH metodom odredivali AOA u kori, pulpi i kostici avokada, odnosno
vodenim ekstraktima koncentracije 0,1 i 0,2 mg mL™" te su dobili nesto drukcije rezultate. Pulpa
je u oba slucaja pokazala najve¢u AOA (40-50 %). Kora je pokazala aktivnost od 30 do 40 %.
Kostica je imala sli¢nu aktivnost kao kora u 0,2 mg mL" ekstraktu, a u drugom ne$to manju
(20-30 %).

Bashmil i sur. (2021) su odredivali AOA kore i pulpe zrele Cavendish sorte banane primjenom
FRAP, DPPH i ABTS metoda. Odredena AOA je znatno manja od avokada neovisno o metodi.
Kora banane ima nesto vece vrijednosti od pulpe (1,28; 0,67; 2,41 mg AAE g'), dok pulpa
banane ima sli¢ne vrijednosti kao pulpa avokada.

Maduwanthi i Marapana (2021) su proveli odredivanje AOA banane (M. acuminata) primjenom
DPPH, FRAP i ABTS metodom u mg Trolox ekvivalenata 100 g (TE 100 g') te su najvecu
vrijednost dobili ABTS metodom (1422,27 TE 100 g") koju je slijedio iznos 640,91 TE 100 g
za DPPH metodu, a zna¢ajno manju dobili su primjenom FRAP metode (18,28 TE 100 g™').

2.3. IZOLACIJA BIOAKTIVNIH SPOJEVA

Ekstrakcija je kljuCni prvi korak u analizi biljaka jer je potrebno ekstrahirati Zeljene kemijske
komponente iz biljnog materijala za daljnje odvajanje i karakterizaciju. Osnovna operacija u-
kljuuje korake kao &to su pretpranje, susenje biljinog materijala ili liofilizacija, usitnjavanje u
svrhu homogenizacije uzorka i pospjeSivanja ekstrakcijske kinetike kao i povecanja povrsine
kontakta uzorka sa sustavom otapala. Ispravne radnje moraju biti poduzete kako bi se osigu-
ralo da se potencijalni aktivni sastojci ne izmijene ili degradiraju tijekom pripreme ekstrakta iz
uzoraka biljaka (Fabricant i Farnsworth, 2001).

Odabir otapala uvelike ovisi o specifi€noj prirodi ciljanog bioaktivhog spoja. Ekstrakcija hidro-
filnih spojeva koristi polarna otapala kao Sto su metanol, etanol ili etil-acetat. Za ekstrakciju
lipofilnih spojeva koriste se diklorometan ili smjesa diklorometana i metanola u omjeru 1:1. U
nekim se slu€ajevima za izolaciju karotenoida koristi ekstrakcija heksanom (Cos i sur., 2006).
Pojavile su se brojne publikacije o izolaciji i frakcioniranju fenolnih spojeva tijekom protekla
dva desetlje¢a. Tradicionalne metode za pripremu uzoraka, odvajanje, detekciju i identifikaciju
sve se CeS¢e zamjenjuju naprednim tehnikama. Na odluku o metodi ekstrakcije utjeCu kemijska
priroda tvari, Cestice uzorka veliCinom te prisutnost ometajucih tvari, a na sam prinos ekstrak-
cije utjeCe vrijeme ekstrakcije, temperatura, otapalo, broj ciklusa ekstrakcije te izbor ekstrak-

cijskog otapala (Brglez Mojzer i sur., 2016).
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Ekstrakcija biljnog materijala moze se vrSiti razliCitim metodama. Razlikujemo konvencionalne
i nekonvencionalne metode. Konvencionalne metode Siroko su prihvacene zbog jednostavne
upotrebe, ucinkovitosti i Siroke primjenjivosti. Nekonvencionalne metode ekoloski su prihvatlji-
vije zbog smanjene upotrebe sinteti¢kih i organskih kemikalija, smanjenog vremena rada te

boljeg prinosa i kvalitete ekstrakta.

2.3.1. Konvencionalne metode ekstrakcije

Konvencionalne metode ekstrakcije bioaktivnih spojeva iz biljinog materijala podrazumijevaju
klasi¢ne tehnike zbog jednostavne upotrebe, u€inkovitosti i Siroke primjenjivosti. Takve metode
ukljucuju upotrebu uobicajenih otapala poput alkohola (metanol, etanol), acetona, dietil etera i
etil acetata, Cesto pomijeSanih s razli¢itim omjerima vode (Brglez Mojzer i sur., 2016). Za
dobivanje bioaktivnih spojeva iz biljaka, najceS¢e koristene klasi¢ne tehnike su Soxhlet

ekstrakcija, maceracija i hidrodestilacija.

Soxhlet ekstrakcija razvijena je 1879. i od tada se jo$ uvijek smatra kao referentna metoda
za procjenu ucinkovitosti drugih novih postupaka ekstrakcije. Soxhlet ekstrakcija nudi
odredene prednosti u odnosu na druge tehnike. Konstantan protok svjezeg otapala u uzorak
poboljSava pomicanje ravnoteZe prijenosa koja pogoduje ekstrakciji spojeva. Odrzani toplinski
ucinak na uzorak, konac¢ni ekstrakt koji ne zahtijeva filtraciju i obrada viSe uzoraka paralelno
uz relativno niske troskove i jednostavne operativne procese. Medutim, ova tehnika ima neke
nedostatke buduéi da ekstrakcija zahtijeva dugotrajno koristenje velike koli¢ine otapala na
tocki vrenja koja bi mogla razgraditi ekstrahirane visokovrijedne spojeve. Stovise, ova
dugotrajna tehnika se ne mozZe ubrzati mijeSanjem, a organska otapala koriStena u ekstrakciji
morat ¢e se ukloniti iz konacnog proizvoda isparavanjem, uzrokuju¢i ekonomske i ekoloSke
rizike (Wang i Weller, 2006).

Maceracija je Siroko koriStena tehnika ekstrakcije Cvrste tvari kojom se postize ekstrakcija
visokovrijednih spojeva odabirom polarnosti otapala i primjenom topline i/ili mijeSanja kako bi
se povecala topljivost spojeva od interesa iz uzorka. Maceracija se moze izvesti pomocu jeftine
opreme koja je jednostavna za rukovanje u usporedbi s drugim konvencionalnim i inovativnim
tehnikama ekstrakcije. Stovise, protokoli maceracije mogu se prilagoditi za ekstrakciju Sirokog
spektra. Glavni nedostaci maceracije su dugo vrileme ekstrakcije i velike koli¢ine

upotrijeblienog otapala (Sasidharan i sur., 2018).

Hidrodestilacija je tradicionalna metoda ekstrakcije bioaktivnih spojeva i eteri¢nih ulja iz
biljaka. Organska otapala nisu uklju¢ena i moze se izvesti prije dehidracije biljnih materijala.
Postoje tri vrste hidrodestilacije: destilacija vodom, destilacija vodenom parom te izravna

destilacija parom (Vankar, 2004).
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2.3.2. Napredne metode ekstrakcije

Zbog problema povezanih s visokim temperaturama obrade i dugim vremenima obrade u
konvencionalnim postupcima ekstrakcije, postoji potreba za promicanjem razvoja i primjenu
alternativnih tehnika ekstrakcije fenolnih spojeva. Mogucée alternative predstavljaju ekstrakcija
potpomognuta ultrazvukom, ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima i ekstrakcija
superkritiénim fluidom koje su nedavno dobile visoku vrijednost zbog svoje jednostavnosti,
kraceg vremena ekstrakcije i smanjene potroSnje organskog otapala (Brglez Mojzer i sur.,
2016).

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE) je jednostavna, ekoloSki prihvatljiva i
ekonomi¢na tehnika za ekstrakciju bioloSki aktivnih spojeva iz razli€itih bilijnih materijala.
Princip zagrijavanja kod MAE se temelji na direkthom djelovanju mikrovalova na ciljane
molekule. lonska kondukcija i rotacija dipola u otapalu i matriksu uzorka su mehanizmi zasluzni
za transformaciju elektromagnetske energije u toplinsku. lonska kondukcija dogada se uslijed
elektroforetske migracije iona pod utjecajem elektromagnetskog polja. Zbog sudara medu
molekulama dolazi do promjene smjera gibanja iona, a mijenjanjem magnetskog polja dolazi
do frikcije, samim time i do grijanja otopine. Nadalje, rotacija dipola povezana je s dodatnim
gibanjem polarnih molekula koje sadrze dipolne momente koji se pokuSavaju uskladiti s
nametnutim elektromagnetskim poljem. Entropija sustava se poveéava kako se elektri¢no polje

smanijuje, a to rezultira oslobadanjem topline (Mirkovi¢, 2016).

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UAE) ukljuuje primjenu visoko intenzivnih,
visokofrekventnih zvu&nih valova i njihovu interakciju s materijalima. UAE je potencijalno
korisna tehnologija jer ne zahtijeva sloZene instrumente i relativno je niskog troska. Ultrazvucni
valovi se postiZzu serijom kompresije i razrjedivanja valova u mediju kroz koji prolaze, a tako
se stvaraju longitudinalni valovi koji uzrokuju stvaranje ekspanzivnih vrtloga. Mala koli¢ina
plina iz medija ulazi u nastale mjehurice tijekom ekspanzije, ali ne izlazi u potpunosti tijekom
kompresije. Time mjehuri¢i rastu i na kraju pucaju (kavitacija). Pucanjem mjehuri¢a se
proizvodi energija koja djeluje na staniCnu stjenku uzorka koji je podvrgnut ekstrakciji.
Kavitacija mehanicki ostecuje stanicnu stjenku Cime se olakSava pristup otapala stanichom

sadrzaju i poboljSava prijenos mase (Loncari¢, 2022).

Ekstrakcija superkriticnim fluidom (SFE) predstavlja izvrsnu alternativu klasi¢nim
metodama ekstrakcije zbog brojnih prednosti superkriticnog fluida, kao $to su bolja difuzija,
niza viskoznost, manja povrsinska napetost, visoka selektivnost, kontrola otapaju¢e moci
promjenom tlaka i temperature te jednostavno uklanjanje fluida iz dobivenog ekstrakta.

Ugljikov dioksid (CO2) se najcesée koristi kao superkritiCni fluid jer je netoksi¢an, nezapaljiv,
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neeksplozivan, nekorozivan, lako dostupan, jeftin, bez mirisa i boje, s kriticnom temperaturom
od 31,1 °C. SFE je metoda prijenosa tvari koja se temelji na Cinjenici da odredeni plinovi
postaju izuzetno dobra otapala za specificne kemijske spojeve u blizini svoje kritiéne tocke, tj.
u superkriticnom podrucju, gdje se fluid podvrgava tlaku i temperaturi blizu ili iznad kriti¢ne

toCke kako bi se poboljSala snaga otapanja mobilne faze (Aladi¢, 2015).

2.3.3. Odabir ekstrakcijskog otapala za izolaciju bioaktivnih spojeva

Klju€na svojstva za odabir otapala prilikom izolacije ciljanih spojeva su cijena, mo¢ otapala
(parametri topljivosti), hlapljivost, viskoznost, sigurnost (pri rukovanju, eksplozivnost,
korozivnost), toksi¢nost, utjecaj na okoli§, sposobnost mijeSanja s vodom, stabilnost (kemijska
i fizikalna), sastav (miris, boja, Cistoéa i vrsta/koli€ina necistoéa) te gusto¢a. Uz sva navedena
svojstva, postoje joS neka koja su traZena prilikom odabira, a to su elektricha svojstva
(dielektricna konstanta i elektri€na vodljivost), indeks loma, povrSinska napetost, temperatura
vrelista i lediSta i kalorijska svojstva (specificna toplina, toplinska vodljivost). Sva navedena
svojstva bitno je procijeniti u odnosu na ispitivanu tvar s kojom otapalo dolazi u dodir. Nadalje,
vazni su i ekonomski faktori koji uklju€uju nov€ani troSak otapala te energetski i ekoloSki troSak
za njegovu proizvodniju, recikliranje i smanjenje kontaminacije. Osim toga, mora postojati i

kompatibilnost otapala s konacnom analitickom opremom (Whim i Johnson, 2012).

2.3.3.1. Konvencionalna otapala

Opsezna uporaba sintetskih organskih otapala previadava u petrokemijskoj, prehrambenoj,
farmaceutskoj, kozmeti¢koj i elektroni¢koj industriji. Sintetska organska otapala pokazuju veliki
kapacitet ekstrakcije prema hidrofilnim i hidrofobnim spojevima, ovisno o polarnosti koristenog
otapala. Vecina tih otapala su hlapljivi organski spojevi dobiveni iz neobnovljivih izvora (npr.
fosilna goriva). lako su vrlo u€inkovita, sintetska organska otapala imaju brojne nedostatke,
kao Sto su visoka toksi¢nost, visoka zapaljivost i bionerazgradivost (Ling i Hadinoto, 2022).
Zbog ostataka otapala koji mogu ostati u konacnim proizvodima zahtijeva se dodatno
pro€iS¢avanje koje oduzima vrijeme i utjeCe na ukupne troSkove procesa. Dodatno,
koridtenjem Ccistog organskog otapala, vrlo polarne fenolne kiseline (benzojeva, cimetna
kiselina) ne mogu se potpuno ekstrahirati. U takvim slu€ajevima se predlazu mjeSavine
alkohol-voda ili aceton-voda. Voskovi, ulja, steroli, klorofil izrazito su nepolarni spojevi i mogu
se ekstrahirati iz materijala manje polarnim otapalima poput diklorometana, kloroforma,
heksana i benzena. Prinos i brzina polifenolne ekstrakcije povezani su s karakteristikama
otapala. Uoceno je da je metanol uCinkovitiji u ekstrakciji polifenola nize molekularne tezine
dok je vodeni aceton prikladno otapalo za ekstrakciju polifenola veée molekulske mase (Brglez

Mojzer i sur., 2016). Prevladavaju¢a uporaba sintetiCkih organskih otapala u mnogim
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industrijama i njihove naknadne neizbjezne emisije u okoli§ izazvale su zabrinutost zbog
negativnih dugoroCnih utjecaja tih otapala na okoli§. Stoga je pomak prema ekoloski
prihvatljivim otapalima (tj. manje toksi¢nim i biorazgradivim) bio u fokusu mnogih industrija s

ciliem poboljSanja odrzivosti njihove proizvodnje (Ling i Hadinoto, 2022).

Otapala poput metanola, etanola, acetona, propanola, etil acetata i dimetilformamida su ¢esto
koriStena za ekstrakciju fenola iz svjezih proizvoda u razli¢itim koncentracijama vode (Luthria
i Mukhopadhyay, 2006). Izolacija polifenola iz biljnih materijala ovisi o topljivosti fenolnih
spojeva u otapalu koriStenom za proces ekstrakcije, a polarnost otapala takoder igra klju¢nu

ulogu u povecaniju topljivosti fenola (Naczk i Shahidi, 2006).

Alothman i sur. (2009) su proveli ekstrakciju bioaktivnin komponenti iz karakteristi¢nog
egzotiCnog voca u Malaziji, banane, ananasa i guave. U istrazivanju su odredivali sadrzaj
polifenola i AOA te ispitivali u€inkovitost razli€itih sustava otapala za ekstrakciju polifenola.
Fenolni spojevi su ekstrahirani iz voc¢a koristeéi tri konvencionalna otapala: metanol, etanol i
aceton u razli¢itim omjerima s vodom. Rezultati su pokazali da su za ekstrakte ananasa aceton
(50 %) i etanol (70 %) dali najveci prinos ukupnih fenola (TP), bez znacajnih razlika medu
njima. Aceton (90 %) je dao najveci prinos TP (72,2 + 2,03 mg GAE 100 g') u ekstraktima
banane, sa znaajnom razlikom u usporedbi s ostalim koristenim sustavima otapala. Najveci
prinos TP iz guave dobiven je koridtenjem acetona (90 %) ili etanola (90 %), bez znac&ajnih

razlika medu njima (p > 0,05).

2.3.2. Duboka eutekti¢ka otapala (DES)

Subkritiéna voda, superkriticne tekucine, ionske tekucine i DES-ovi nova su otapala, oznacena
kao zelena otapala. Mala ili nikakva toksic¢nost za ljudsko zdravlje i okolis, koristenje obnovljivih
izvora, smanjenje opasnosti, manja potroSnja energije i odrzivost neka su od pogodnih
svojstava navedenih otapala. Medu zelenim otapalima, ionske tekucine i DES-ovi postali su
sve popularniji primjeri zelenih otapala koja najvise obecéavaju. lako DES-ovi i ionske tekucine
dijele sli¢na fizitka svojstva kao $to su niska hlapljivost, visoka viskoznost, kemijska i toplinska
stabilnost i nezapaljivost, DES-ovi se razlikuju od ionske tekucine, jer nisu u potpunosti
sastavljeni od ionskih spojeva. Odnosno, DES-ovi se mogu pripraviti iz neionskih spojeva.
Osim toga, u usporedbi s ionskom teku¢inom, DES-ovi su opcenito sigurniji, pokazuju bolju
biorazgradivost i isplativiji su za pripremu buduci da su napravljeni od prirodnih spojeva.
Trenutno se DES-ovi koriste u Sirokom spektru aplikacija, uklju€ujuéi elektrotalozenje, sintezu
nanomaterijala, biotransformaciju, sintezu lijekova i sustava za isporuku lijekova te ekstrakciju
bioaktivnih spojeva (Ling i Hadinoto, 2022).

DES-ovi su jeftina otapala, biorazgradiva, netoksi¢na i sigurna za okolis, relativno jednostavna
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za pripremu i skladiStenje. To su smjese nabijenog akceptora vodika poput netoksi¢nih
amonijevih soli (npr. kolin klorid) i nenabijenog donora vodika poput Seéera, amina, alkohola i
karboksilnih kiselina, u odredenom molarnom udjelu, gdje su navedene komponente povezane
jakim vodikovim vezama. DES-ovi zbog delokalizacije naboja imaju svojstvo eutekti¢nosti tj.
snizeno im je taliSte u odnosu na taliSta zasebnih ishodnih tvari. Klasi¢ni primjer je smjesa kolin
klorida (Ch) (T: = 302 °C) i uree (Tt = 133 °C) u molarnom omijeru 1:2, a temperatura talista
navedenog otapala je 15 °C. Fizikalna svojstva DES-a uklju€ujuéi lediste, provodljivost,
gustodu i viskoznost, ovise o vrsti DES-a odnosno o tvarima od kojih je napravljen. Kada su
spojevi koji tvore DES-ove primarni metaboliti, aminokiseline, polialkoholi, organske kiseline,
ugljikohidrati ili derivati kolina, takve smjese nazivaju se prirodnim eutekti¢kim smjesama (engl.
Natural Deep Eutectic Solvents, NADES). NADES-ovi imaju veéu gustoéu od vode dok
viskoznost ovisi o udjelu vode u sintetiziranom DES-u i temperaturi. NADES-ovi u potpunosti
ispunjavaju kriterije idealnog zelenog otapala, jer ih karakterizira niska cijena, dostupnost,
jednostavna priprema, biorazgradivost, netoksi¢nost i moguénost regeneracije, a zbog
razli¢itih kombinacija NADES-a, mogucnosti koje se javljaju za njihovu primjenu su

mnogobrojne.

Chen i sur. (2021) koristili su DES (kolin klorid — glicerol) kao otapalo za ekstrakciju proteina iz
soje i primijetili su da je ekstrakcija pomoc¢u DES-a rezultirala priblizno 10 % veéim prinosom
(w w') u usporedbi s konvencionalnom metodom. Osim toga, proteini iz soje ekstrahirani
pomoc¢u DES-a pokazuju bolju otpornost na toplinu i jaéu hidrofobnost od komercijalnih
proteina iz soje, $to ukazuje na to da DES moze poboljSati funkcionalna svojstva proteina te

da se ekstrahirani proteini mogu koristiti kao novi funkcionalni materijal.

Koutsoukos i sur. (2019) su otkrili da je prinos karotenoida iz pulpe marelice koristenjem DES-
a (kolin klorid — vinska kiselina) kao otapala bio zna¢ajno vecéi i u ekstrakciji uz pomoc¢
ultrazvuka (4 puta veci) i u ekstrakciji uz pomo¢ mikrovalova (3,5 puta veci), u usporedbi s

ekstrakcijom gdje su koriStena konvencionalna organska otapala.

DES koji je nastao iz smjese 1:2 kolin klorida i p-toluensulfonske kiseline, pokazao je potencijal
kao otapalo s najviSom ucinkovitoS¢u ekstrakcije flavonoida iz plodova Lycium barbarum L.,
zbog svoje najvece polariziranosti i nize viskoznosti u usporedbi s drugim vrstama DES-ova i

konvencionalnim otapalima primjenom UAE metode (Ali i sur., 2019).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1

1. Uzorci

Uzorci koristeni u istrazivanju su kora avokada, sorte Hass te kora banane, sorte Cavendish.

Kore su zamrznute na — 80 °C nakon €ega su liofilizirane, pakirane u vrecice te skladiStene na

suhom i tamnom mjestu. Neposredno prije provodenja analiza, uzorci su usitnjeni u

elektricnom mlincu (GT11, Tefal, Rumily, Francuska).

3.1

3.1

.2.  Pribor i oprema

Menzura (10 i 50 mL)

Laboratorijska ¢asa (250 i 500 mL)

Ultrazvu€na kupelj (EImaSonic P, Elma Electronic GmbH, Pforzheim, Njemacka)
Magnetna mijesalica (IKA, Staufen, Njemacka)

Filter papir

Buchnerov lijevak

Odmijerna tikvica (50 mL)

Falcon kivete

Vortex mijeSalica (IKA, Staufen, Njemacka)

Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer, VWR, Wayne, PA, SAD)

Zamrziva¢ (PLATILABTM 340 V 4-STD, Angelantoni Life Science, Massa Martana,
Italija)

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

Osterode am Harz, Njemacka)

1. Kemikalije i standardi

etanol, 96 %-tni (Lach-Ner, Neratovice, Ceéka)

etanol 30 %-tni

priprema: S obzirom na potrebni volumen 30 %-tnog etanola izrauna se potrebni

volumen 96 %-tnog etanola, a tikvica se zatim nadopuni destiliranom vodom do
16



oznake.

destilirana voda

Folin-Ciocalteu reagens (Merck KgaA, Darmstadt, Njemacka)
natrijev karbonat, anhidrid (Lach-Ner, Neratovice, Ceéka)

zasicena otopina natrijeva karbonata, 20 %-tna vodena otopina
priprema: 200 g anhidrida natrijeva karbonata otopi se u 800 mL vruce destilirane
vode te ohladi na sobnu temperaturu. Zatim se doda nekoliko kristalica natrijeva

karbonata, nadopuni se u odmjernoj tikvici od 1000 mL i filtrira nakon 24 h.

galna kiselina (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD), 5 mg mL""
priprema: odvaze se 500 mg galne kiseline u plasti¢noj ladici te se pomo¢u 10 mL 96
%-tnog etanola kvantitativho prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopi u

datom volumenu. Odmijerna tikvica se do oznake nadopuni 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 kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od

100 mL koja se nadopuni do oznake 96 %-tnim etanolom.

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 ¢uvati na tamnom (tikvica se zamota u aluminijsku foliju)

i koristi se uvijek svjeze pripremljena otopina standarda.
klorovodi¢na kiselina, 37 %-tna (Carlo Erba, Milano, Italija)

klorovodi¢na kiselina, 40 mM
priprema: otpipetira se 330 pL 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)

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

klorovodiénom kiselinom.
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zeljezo (lI1)-klorid heksahidrat (FeCls x 6H.0) (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska)

zeljezo (lll)-klorid heksahidrat (FeCl; x 6H20), 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, Milano, Italija)
natrij-acetat trihidrat (CH3COONa x 3H,0) (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

acetatni pufer, 0,3 M, pH 3,6

priprema: odvaze se 3,1 g natrij-acetat trihidrata u plasticnoj 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.
100 %-tni metanol

0,2 mM otopina DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal)

priprema: 0,0079 g 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala se odvaze u plasti¢noj ladici za
vaganje te kvantitativno prenese i otopi u 100 %-tnom metanolu te nadopuni do
oznake 100 %-tnim metanolom u odmjernoj tkvici od 100 mL. DPPH je potrebno je

Cuvati na tamnome u zatvorenoj tikvici.

140 mM otopina kalijeva persulfata, K2S20s
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 ABTS++ otopina
priprema: 88 uL K>S,0s 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. Kona¢na koncentracija K>S20s pri tome je 2,45 mmol L.

1 %-tna otopina ABTS-+

priprema: 1000 uyL ABTS+ otopine otpipetira se u odmjernu tikvicu od 100 mL i
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nadopuni etanolom do oznake. PodeSava se koncentracija ABTS<+ tako da
apsorbancija pri 734 nm iznosi 0,70 £0,02. Pripremljena otopina koristi se za

spektrofotometrijsko odredivanje.

3.2. METODE
3.2.1. Priprema DES otapala

U ¢asi od 250 mL pomijeSaju se odvagane mase tvari izraCunate prema omjerima definiranima
u eksperimentalnom dizajnu (tablica 5), u ¢asu se doda magnet i ona se postavi na magnetnu
mijeSalicu na temperaturu 50 °C te se mijeSanje provodi dok se ne dobije homogena bistra

tekuc¢ina. Takvo otapalo moze se skladistiti nekoliko mjeseci u prikladnoj ambalazi.

Tablica 5. Eksperimentalni dizajn

KOMBINACIJA OTAPALA MOLARNI OMJER UDIO VODE U SMJESI (%)

kolin klorid + mlije&na i3 10
kiselina ' 30
10

kolin klorid + glicerol 1:3
30
10

kolin klorid + fruktoza 1,9:1
30

3.2.2. Postupak ekstrakcije

U laboratorijsku ¢asu od 150 mL se odvaze 1 g samljevenog uzorka kore banane/avokada te
se menzurom doda 50 mL odgovaraju¢eg otapala (slika 4). Casa se postavi u ultrazvuénu
kupelj 20 min pri sobnoj temperaturi nakon ¢ega se provodi filtracija uzoraka primjenom filter
papira i lijevka (slika 5) u odmjernu tikvicu od 50 mL. Nakon filtracije, odmjerna tikvica se
nadopuni do volumena te se uzorci prebace u plasti¢ne Falcon kivete u kojima se uzorci Cuvaju

do analize.
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Slika 4. Usitnjeni uzorak banane pomijeSan s 50 mL odgovaraju¢eg otapala (viastita

fotografija)

Slika 5. Filtracija uzorka avokada pomocu Blchnerov-og lijevka
(vlastita fotografija)

3.2.3. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom

Za mjerenje apsorbancije uzoraka u svrhu odredivanje AOA potrebno je u epruvete otpipetirati
redom 240 uL destilirane vode, 80 uL uzorka i 2080 uL FRAP reagensa. Pripremljeni uzorci se
pomocu Vortex mijeSalice promijeSaju i termostatiraju 5 min pri 37 °C. U slijepu probu dodaje

se sve osim uzorka umijesto kojeg se uzima ekstrakcijsko otapalo. Apsorbancija se mijeri pri
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593 nm. Slijepa proba sadrzi sve osim uzorka, umjesto kojeg se dodaje 80 pL 96 %-tnog
etanola. |z dobivenih vrijednosti nacrta se bazdarni pravac pomocu programa Microsoft Excel,
gdje su na apscisi oznatene koncentracije Troloxa (umol L), dok se na ordinati nalaze
izmjerene vrijednosti apsorbancija pri 593 nm. Dobivena jednadzba pravca sluzi za

izraCunavanje AOA uzorka:
Y =0,0013 - X (R?=0,9995) [1]
gdje je:
Y — apsorbancija pri 593 nm
X — ekvivalent Troloxa (TE) (umol L)
R? — koeficijent determinacije
Rezultati su izraZzeni u ymol TE g™ kao srednja vrijednost tri paralelna mjerenja + standardna
devijacija.
3.2.4. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

Postupak odredivanja provodi se prema metodi Shortle i sur. (2014). U epruvetu se otpipetira
0,75 mL ekstrakta te 1,5 mL 0,2 mM otopine DPPH. Za slijepu probu u epruvetu se doda 2,25
ml 100 %-tnog metanola. Epruvete sa sadrzajem stoje 20 min u mraku pri sobnoj temperaturi
nakon ¢ega se mijeri apsorbancija pri 517 nm, uz metanol kao slijepu probu. Iz dobivenih
vrijednosti nacrta se bazdarni pravac pomoc¢u programa Microsoft Excel, gdje su na apscisi
oznacene koncentracije Troloxa (umol L"), dok se na ordinati nalaze izmjerene vrijednosti

apsorbancija pri 517 nm. Dobivena jednadzba pravca sluzi za izraCunavanje AOA uzorka:
Y =-0,008 X + 1,3476 (R? =0,9948) [2]
gdje je:
Y — apsorbancija uzorka pri 517 nm
X — ekvivalent troloxa (TAE) (uM)
R? — koeficijent determinacije
Rezultati su izrazeni u umol TE g kao srednja vrijednost tri paralelna mjerenja + standardna
devijacija.
3.2.5. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom

U epruvetu se stavi 160 pL otopine Troloxa i pomijeSa s 2 mL 1 %-tnog ABTS++ te se nakon 1
min mjeri apsorbancija pri 734 nm. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni
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pravac tako $to se na apscisu nanesu koncentracije otopina Troloxa, a na ordinatu izmjerene
vrijednosti apsorbancija pri 734 nm. Dobivena jednadzba pravca sluzi za izraCunavanje AOA

uzorka:
Y =-0,002 X + 0,6204 (R?=0,998) [3]
gdje je:
Y — apsorbancija pri 734 nm
X — koncentracija Trolox otopine uM
R? — koeficijent determinacije
Rezultati su izrazeni u ymol TE g™ kao srednja vrijednost tri paralelna mjerenja * standardna
devijacija.
3.2.6. StatistiCka analiza

Za statistiCku obradu podataka koriSten je programski sustav Statistica 12.0 (StatSoft, Inc.,
Tulsa, SAD). Jednosmjerna analiza varijance koriStena je za utvrdivanje signifikantnih razlika
izmedu uzoraka. Kao nezavisne varijable promatrani su razli€iti sustavi otapala, dok su
vrijednosti AOA kore avokada i banane odredene razli¢itim metodama promatrane kao zavisne
varijable. Statisticki zna€ajna razlika razmatrana je na razini p<0,05 (95 %-tni interval

pouzdanosti), a svi marginalni prosjeci usporedeni su s Tukey HSD testom.

4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je odrediti AOA kore avokada i banane ekstrahirane primjenom razli€itin
DES-ova kao i konvencionalne 30 % otopine etanola te na taj nacin odrediti njihov utjeca;j i
ucinkovitost u izolaciji antioksidanasa navedenih nusproizvoda. U svrhu dobivanja boljeg uvida
u AOA ekstrakata, ona je odredivana primjenom tri razliCite metode, DPPH, FRAP i ABTS.

Rezultati navedenih istrazivanja prikazani su u tablicama 6i 7.
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Tablica 6. Antioksidacijska aktivnost kore avokada mjerena DPPH, FRAP i ABTS metodom

Antioksidacijska aktivnost

Uzorak N | Otapalo (umol TE g)
DPPH FRAP ABTS
p<0,01t p<0,01t p<0,01t

2 | Kolin klorid + mlije¢na kiselina (1:3) + 10 % H.O | 286,42 + 0,64° | 278,28 + 2,62 | 353,20 + 7,67°

2 | Kolin klorid + mlije¢na kiselina (1:3) + 30 % H.O | 344,90 + 5,42° | 684,79 + 18,68° | 513,66 + 2,60¢
Kora 2 | Kolin Kklorid + glicerol (1:3) + 10 % H20 300,24 + 3,87° | 251,52 + 0,00° | 388,46 + 19,54°
avokada 2 | Kolin klorid + glicerol (1:3) + 30 % H20 390,58 +1,09¢ | 541,81 +17,51¢ | 538,35 + 0,88%¢

2 | Kolin klorid + fruktoza (1:1,9) + 10 % H20 7,14 £ 0,012 2,23 £ 0,032 4,20 £ 0,072

2 | Kolin klorid + fruktoza (1:1,9) + 30 % H2O 262,50 +8,52° | 418,87 +7,86° | 467,91 + 10,22°

2 | 30 % vodena otopina etanola 378,84 £+ 4,419 | 545,12 + 5,439 | 563,18 + 10,59¢

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija. N=broj mjerenja. tstatistiCki znacajno pri p<0,05. Vrijednosti unutar éelije

oznacene razli€itim slovom statisti¢ki se razlikuju, pri ¢emu je najmanjoj vrijednosti dodijeljeno slovo a.

23




Iz prilozenih rezultata odredivanja AOA kore avokada (tablica 6) uoCava se kako je
ekstrakcijsko otapalo znacajno utjecalo na dobivene vrijednosti AOA neovisno o primijenjenoj
metodi za odredivanje (p<0,05). Najvisa vrijednost AOA odredena je ABTS metodom u
ekstraktu dobivenom primjenom kolin klorida i glicerola (1:3) s 30 % H20 (538,35 £ 0,88 umol
TE g™). Isti ekstrakt imao je i najvisu AOA odredenu DPPH metodom, 390,58 + 1,09 umol TE
g™'. Navedeni DES je prema rezultatima statisticke analize pokazao podjednaku uginkovitost
u izolaciji komponenata s AOA iz kore avokada kao i konvencionalno otapalo, 30 % etanol s
kojim su ostvarene vrijednosti AOA 378,84 + 4,41 umol TE g”' DPPH metodom i 563,18 + 10,59
umol TE g' ABTS metodom. FRAP metoda je pokazala nesto drukcije vrijednosti te je najvisa
AOA ostvarena primjenom kolin klorida i mlije¢ne kiseline (1:3) s 30 % H20 kao ekstrakcijskog
otapala (684,79 + 18,68 umol TE g'). Kombinacija kolin klorida s glicerolom i 30 % H.O koja
se pokazala najucinkovitijom u slu¢aju DPPH i ABTS metoda, je kod FRAP metode bila druga
po ucinkovitosti, dajuci ekstrakt podjednake aktivnosti kao i 30 % etanol. Nadalje, moze se
uociti kako su svi sustavi DES-ova koriSteni u ovom radu bili u€inkovitiji u izolaciji antioksidansa
iz kore avokada s veéim udjelom vode u svom sastavu, toCnije s 30 % umjesto 10 % vode.
Najnize AOA su kod sve tri metode odredene u ekstraktu izoliranom s kolin kloridom i fruktozom
(1:1,9) s 10 % H20, rezultirajudi vrijednostima od svega 7,14 + 0,01, 2,23 + 0,031 4,20 + 0,07
umol TE g odredenim DPPH, FRAP i ABTS metodama.

Rodriguez-Carpena i sur. (2011) su svojim istrazivanjem pokazali kako postoje znacajne
razlike u AOA kore avokada primjenom razliCitih otapala i sorti. Kao otapalo koristili su etil
acetat, aceton i metanol i primijenili ABTS i DPPH metodu. Neovisno o koristenoj metodi
najbolja svojstva pokazao je aceton sa vrijednostima 103,75 mmol TE g i 242,26 mmol TE
g"' za ABTS metodu te 88,94 mmol TE g i 199,61 mmol TE g'' za DPPH metodu. Rezultati su
dobiveni za Hass i Fuerte sortu. Ekstrakti dobiveni primjenom etil acetata pokazali su znac¢ajno
manje vrijednosti od ostalih otapala (16,12; 34,82 za ABTS metodu i 17,85; 35,18 za DPPH
metodu iskazano u mmol TE g za Hass i Fuerte sortu). U ovom istraZivanju dobivene su

znacajno manje vrijednosti AOA od navedenih u istrazivanju Rodriguez-Carpena i sur. (2011).
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Tablica 7. Antioksidacijska aktivnost kore banane mjerena DPPH, FRAP i ABTS metodom

Antioksidacijska aktivnost

Uzorak N | Otapalo (pmol TE g™')
DPPH FRAP ABTS
p<0,01t p<0,01t p<0,01t
2 | Kolin klorid + mlije¢na kiselina (1:3) + 10 % H.O | 131,05 + 0,40 469,31 £ 6,51° | 89,27 + 3,17°
2 | Kolin klorid + mlije¢na kiselina (1:3) + 30 % H.O | 123,90 + 3,432 218,89 + 8,94 | 105,23 + 1,58°
Kora ba- | 2 | Kolin klorid + glicerol (1:3) + 10 % H2.0 210,10 + 2,461 111,59 + 7,97° | 132,90 + 1,04¢
nane 2 | Kolin klorid + glicerol (1:3) + 30 % H20 107,49 + 10,86° 162,90 + 7,68° | 95,58 + 9,17°¢
2 | Kolin klorid + fruktoza (1:1,9) + 10 % H>O 150,22 + 2,49 9,31 + 4,392 66,47 + 4,282
2 | Kolin Kklorid + fruktoza (1:1,9) + 30 % H2O 173,94 + 1,96° 159,97+ 13,69¢ | 91,70 + 9,94P¢
2 | 30 % vodena otopina etanola 164,97 + 1,85°¢ 39,02 + 8,12° 62,96 + 1,052

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija. N=broj mjerenja. tstatistiCki znacajno pri p<0,05. Vrijednosti unutar ¢éelije

oznacene razli€itim slovom statisticki se razlikuju, pri ¢emu je najmanjoj vrijednosti dodijeljeno slovo a.
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U tablici 7 prikazani su rezultati odredivanja AOA kore banane primjenom razli¢itih DES-ova i
razli¢itim metodama. Kao i kod avokada, mozemo vidjeti da ekstrakcijsko otapalo znacajno
utjeCe na AOA dobivenih ekstrakata (p<0,05). Najvisa vrijednost AOA odredena je FRAP
metodom u ekstraktu dobivenom primjenom kolin klorida i mlijeéne kiseline (1:3) s 10 % H2O i
iznosi 469,31 + 6,51 ymol TE g te se znacajno razlikuje od vrijednosti drugih ekstrakata.
Ekstraktu dobivenom primjenom kolin klorida i glicerola (1:3) s 10 % H>O odredene su najvece
vrijednosti AOA DPPH i ABTS metodom (210,10 + 2,46 umol TE g*; 132,90 + 1,04 umol TE g
). Navedeni DES-ovi su prema rezultatima statisticke analize pokazala znacajno vecu
ucinkovitost u izolaciji komponenata s AOA iz kore banane nego konvencionalno otapalo, 30
% vodena otopina etanola. Nadalje, moze se uoCiti da su kod ekstrakcije kore banane vecu
uCinkovitost pokazali sustavi DES-ova s manjim udjelom vode, to€nije 10 %. Prema rezultatima
DPPH metode, najnize AOA odredene su u ekstraktima dobivenim primjenom kolin klorida i
mlije¢ne kiseline (1:3) s 10 i 30 % H20 te primjenom kolin klorida i glicerola (1:3) s 30 % H20.
Ekstrakti dobiveni primjenom kolin klorida i fruktoze (1:1,9) s 10 % H>O i 30 % vodenom
otopinom etanola su pokazali najmanju AOA prema FRAP i ABTS metodama.

Bratovcic i sur. (2020) su za koru banane FRAP i ABTS metodom dobili vrijednosti 6,98 mmol
Fe?* 100 g s.tv. i 1,36 mg TE 100 g s.tv., dok su Vu i sur. (2016) proveli istrazivanje DPPH,
ABTS i FRAP metodom ¢ime su dobili sliedece vrijednosti 47,09; 48,38 142,26 mg TE g s.tv.

Iz prilozenih tablica 6 i 7 moze se vidjeti kako kora avokada ima veéu AOA od kore banane
neovisno o koristenoj metodi. FRAP metodom odredene su najvise vrijednosti kod oba uzorka,
zatim slijede ABTS i DPPH kod kore avokada, a kod kore banane DPPH i ABTS. Kod oba
uzorka se moze vidjeti znacajno bolja ucinkovitost otapala kolin klorida i mlije€ne kiseline te
kolin klorida i glicerola od kombinacije kolin klorida i fruktoze. Zanimljivo je da su pri izolaciji
antioksidanasa iz kore avokada bili u€inkovitiji DES-ovi s vi§im udjelom vode, dok su kod kore
banane to bila otapala s 10 % vode u sastavu. Nadalje, zna€ajnu razliku izmedu uzoraka
mozemo uoCiti pri usporedbi s 30 % vodenom otopinom etanola koja je kod kore avokada
pokazala gotovo najviSe rezultate AOA, dok kod kore banane ona predstavlja najnize odredene
vrijednosti AOA.

Zannou i sur. (2021) su u istrazivanju usporedivali otapalo kolin klorida i glicerola sa
konvencionalnim otapalima, metanolom, etanolom i vodom, u ekstrakciji antocijana iz Echium
amoenum. Koristili su DPPH i FRAP metodu te neovisno o metodi dobili bolje rezultate AOA
za kolin klorid i glicerol nego za konvencionalna otapala.

Ivanovic i sur. (2022) su takoder u svom istraZivanju usporedivali ucinkovitost DES-ova i
konvencionalnih otapala, etanola, metanola i vode u ekstrakciji bioaktivnih metabolita iz

Achillea millefolium L. DES-ovi su opéenito pokazali znaCajno vecée rezultate od
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konvencionalnih otapala. Medutim, moze se uoditi razlika u rezultatima za otapala kolin klorida
i mlijeCne kiseline u ovisnosti o metodi odredivanja AOA. U FRAP metodi vrijednost je bila
58,52 mg TE g s.tv. koja je znadajno vecéa od vrijednosti za etanol, metanol i vodu (22,44,
22,50; 18,84 mg TE g s.tv.), a u ABTS metodi 41,48 mg Fe?* g’ s.tv. to je gotovo isto
iznosima za etanol, metanol i vodu (40,95; 40,51; 42,75 mg Fe?* g s.tv.).

Ling i sur. (2020) su proveli ekstrakciju bioaktivnih spojeva iz Mangifera pajang koristeci
konvencionalno otapalo etanol i DES-ove te su usporedivali u€inkovitost DES-ova s razli€itim
udjelima vode. Otapalo kolin klorid i glicerol (1:2) ispitivan je sa 10 — 50 % vode. Rezultati su
pokazali da je dodatak 20 % vode pokazao najbolja ekstrakcijska svojstva te je izmjerena AOA
iznosila 11,48 + 0,09 mg ekvivalenata askorbata antioksidacijskog kapaciteta g' (mg AEAC g
"). Takoder je zapazeno da se prilikom povecanja udjela vode s 10 na 20 % AOA povecala za
4,18 %. |z navedenih rezultata moze se uoCiti kako dodatak vode pozitivno utjeCe na
ekstrakciju, odnosno AOA, §to je u skladu s nasim opazanjima u slu¢aju kore avokada.

Chen i sur. (2021) su razmatrali antioksidacijsko djelovanje ekstrakata s etanolom i DES-om
iz ploda Rubia truppeliana i ploda Rubia cordifolia. |1z rezultata se moze vidjeti da ekstrakti
tretirani DES-om imaju veé¢a AOA od onih tretiranih s etanolom. Najvisi rezultati AOA, dobiveni
primjenom DES-a su 60,8 i 68,3 % u DPPH metodi, 68,8 75 % u ABTS metodi, te 59,51 62,2
mmol TE g u FRAP metodi, temeljeni na uzorku od 1,0 mg mL™".

Barbieri i sur. (2020) su koristili DES-ove za ekstrakciju bioaktivnih komponenti iz ruzmarina
te usporedili s etanolom. Rezultati odredivanja AOA FRAP metodom pokazali su zna&ajnu
razliku izmedu etanola i DES-ova. Etanol je imao najmanju vrijednost AOA (49,14 mM TE g'),
a DES-ovi znacajno visu (126,23-183,82 mM TE g'). DPPH metoda nije pokazala tolike razlike
te su vrijednosti AOA etanolnog ekstrakta (132,19 mg GAE g™) bile priblizno iste vrijednostima
za DES-ove (132,53-155,83 mg GAE g').
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5. ZAKLJUCCI

Kora avokada i banane pokazala se kao znacajan izvor komponenata s AOA.

2. AOA kore avokada odredena je u ovisnosti o ekstrakcijskom otapalu u rasponu od 7,14
- 390,58 umol TE g* DPPH metodom, 2,23 - 684,79 umol TE g FRAP metodom i 4,2
- 563,18 umol TE g* ABTS metodom.

3. Kolin klorid i mlije€na kiselina (1:3) s 30 % H»O i kolin klorid i glicerol (1:3) s 30 % H.O
pokazali su se kao najucinkovitiji DES-ovi u ekstrakciji komponenata kore avokada ne-
ovisno o koristenoj metodi odredivanja AOA.

4. DES-ovi su se pri ekstrakciji bioaktivnih spojeva kore avokada pokazali podjednako
ucinkoviti kao i 30 % vodena otopina etanola.

5. AOA kore banane odredena je u ovisnosti o ekstrakcijskom otapalu u rasponu od
107,49 - 210,10 ymol TE g* DPPH metodom, 9,31 - 469,31 ymol TE g FRAP meto-
dom i 62,96 - 132,90 umol TE g* ABTS metodom.

6. Kolin klorid i mlije€na kiselina (1:3) s 10 % H-O i kolin klorid i glicerol (1:3) s 10 % H>O
su se pokazali kao najucinkovitiji DES-ovi za ekstrakciju bioaktivnih komponenata iz
kore banane.

7. U slu€aju kore banane DES-ovi su se pokazali znatno efikasniji od 30 % vodene oto-
pine etanola.
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