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1. UVOD

Banana (Musa spp.) predstavlja jednu od najvaznijih i najprodavanijin vo¢nih kultura koju
karakterizira Zuti jestivi plod te se vecinski uzgaja u tropskom pojasu. Tijekom berbe i
konzumacije plodova nastaje velika koliCina nusproizvoda medu koje se ubrajaju
pseudostabljika, lisce i kora. Banana sadrzi brojne bioaktivne spojeve poput fenola, karotenoida
i fitosterola Cija je zastupljenost u prehrani pozeljna zbog antioksidativhog djelovanja i zastite
organizma od oksidativhog stresa. Kora banane takoder sadrzi bioaktivne spojeve ukljucCujuci
flavonoide, tanine, glikozide, alkaloide, antocijanine i terpenoide koji pruzaju antibakterijski,
protuupalni i antihipertenzivni ucinak te se tradicionalno koristila kao ljekovito sredstvo za
lije€enje raznih bolesti poput opeklina, anemije, proljeva, Cireva i upala. Istrazivanja su pokazala
kako fenolni spojevi kore banane posjeduju snazna antioksidativna i antimikrobna svojstva te
su povezani s raznim zdravstvenim benefitima.

Izolacija bioaktivnih spojeva iz biljnog materijala moZe se provesti konvencionalnim ili
nekonvencionalnim metodama ekstrakcije. U ovom radu izolacija fenolnih spojeva provedena
je ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom koja pripada nekonvencionalnim metodama koje
karakterizira krace vrijeme ekstrakcije, jednostavnost izvodenja, smanjena vjerojatnost
termiCke razgradnje i ekolodka prihvatljivost. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom djeluje
preko mehanizma kavitacije, odnosno generira se kompresija i ekspanzija matriksa uzrokujuci
permeabilizaciju stani¢ne stijenke i povecani prinos ekstrakcije Zeljenih spojeva.

Cilj ovog rada bio je ispitati u€inak ekstrakcije potpomognute ultrazvukom na izolaciju
fenolnih spojeva (ukupnih hidroksicimetnih kiselina i ukupnih flavonoida) iz kore banane i
odrediti antioksidacijsku aktivnost ekstrakata prilikom ¢ega se kao ekstrakcijsko otapalo koristio
30 %-tni etanol. Promatrani parametri ekstrakcije ukljucivali su omjer mase uzorka i volumena
otapala (1:40, 1:50 i 1:60 g/mL), amplitudu ultrazvuka (50, 75 i 100 %) i vrijeme ekstrakcije (5,
10 15 min). Antioksidacijska aktivnost odredena je primjenom FRAP i ABTS metoda, a maseni

udjeli fenolnih spojeva odredeni su spektrofotometrijski.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. BANANA (Musa spp.)

Banana je jestivo voée i zeljasta, viSegodiSnja biljka koja pripada rodu Musa i obitelji
Musaceae. Jestivim bananama mozZe se dati jedno znanstveno ime, tj. Musa spp., buduci da
se plodovi razlikuju samo po ploidnosti (Pereira i Maraschin, 2015). Svi jestivi plodovi banane
su partenokarpni, ne sadrze sjemenke te pripadaju dvjema glavnim vrstama; Musa acuminata
Colla i Musa balbisiana Colla, a hibrid ove dvije vrste €ini Musa x paradisiaca L. (Sidhu i Zafar,
2018). Desertne banane i plantane sustavno su prema broju kromosoma klasificirane u Cetiri

skupine: Eumusa, Rhodochlamys, Australimusa i Callimusa (Pereira i Maraschin, 2015).

Muski cvjetovi

Korijenje

Slika 1. llustracija banane (prema Alzate Acevedo i sur., 2021)

Banane se uzgajaju u vlaznim, tropskim i subtropskim podrucjima Amerike, Afrike i Azije
gdje svaka predstavlja oko tre¢inu proizvodnje, protezuéi se do Europe (Kanarski otoci) i
Australije (Queensland). U svijetu je priznato viSe od tisu¢u kultivara ili domacih sorti banana
(Heslop-Harrison i Schwarzacher, 2007). Ovisno o sorti i uvjetima uzgoja, visina biljke moze
varirati od 3 do 7 m, a listovi su veliki, savitljivi, vodootporni i veli¢ine oko 2,7 x 0,6 m (Kora,
2019).



MorfoloSke karakteristike bilijke prikazane su na slici 1. Pseudostabljika i listovi odumiru
nakon $to banana urodi plodom kako bi napravili mjesta mladoj biljci (izdanku) da izraste iz
rizoma. Nakon berbe plodova, na plantazama se vrSi dekapitacija cijele biljke kako bi mladi
izdanci mogli zamijeniti mati€nu biljku te se taj ciklus moze nastaviti generacijama (Padam i
sur., 2014). Od sadnje banane do berbe grozdova koji mogu sadrzavati od 100 do 400 plodova
treba proci izmedu 8 i 13 mjeseci. Optimalan rok berbe, odnosno razmak izmedu cvatnje i
berbe, odreduje se prema cvatniji, sorti i klimatskoj zoni, a u obzir se uzima i veli€ina ploda.
Plodovi banane su klimakterici, tj. prijelaz od zavrSetka razvoja do konzumacije proizvoda u
svjezem stanju pracen je intenzivhom respiratornom aktivnoSc¢u i stvaranjem etilena (Aurore i
sur., 2019). Grozdovi banane mogu se brati kada je plod zrele zelene boje, a kasnije zeleni
plodovi umjetno dozrijevaju u komori s kontroliranom atmosferom ili u prirodnim uvjetima pri
sobnoj temperaturi (Qamar i Shaikh, 2018). Soltani i sur. (2011) definirali su sedam faza
sazrijevanja banane na temelju boje kore. Stupanj 1 predstavlja potpuno zelenu bananu,
stupanj 2 zelenu koru s tragovima Zute boje, stupanj 3 je viSe zelen nego zut, stupanj 4 vise je
Zut nego zelen, stupanj 5 karakterizira Zuta kora s tragovima zelene boje, stupanj 6 predstavlja
potpuno Zuta kora, a stupanj 7 ozna¢ava Zutu koru sa smedim mrljama i toCkicama.

Jestivi dio banane na 100 g sadrzi oko 89,0 kcal energije, 1,1 g proteina, 1 mg natrija, 8 mg
kalcija, 385 mg kalija, 121,8 g ugljikohidrata, 0,40 mg Zeljeza, 30 mg magnezija, 0,11 mg bakra,
11,7 mg vitamina C , 610 pg niacina, 40 ug tiamina (vitamin B1) i 23,0 ug folne kiseline (Aurore
i sur., 2009).

2.2. NUSPROIZVODI BANANE

Nusproizvodi banane uklju€uju pseudostabljiku, lis¢e, cvat, peteljku ploda, rizom i koru.
Vecina tih nusproizvoda je podcijenjena roba s ograni¢enom komercijalnom vrijednoScu i
primjenom te se smatra poljoprivrednim otpadom. Pseudostabljike i lis¢e obi¢no se ostavljaju
da trunu na plantazama kako bi se nadoknadile hranjive tvari u tlu, a ponekad se listovi koriste
kao materijali za omatanje tradicionalne hrane u jugoisto¢noj Aziji medutim njihova je primjena

ograni¢ena samo na neke etnicke namirnice (Padam i sur., 2014).

2.2.1. List

Pseudostabljika i list banane mogu se koristiti kao resursi za gnojidbu, stocnu hranu,
energiju i vlakna, procid¢avanje otpadnih voda, biognojiva, tekstil, papir i kompozite te su
bogate karotenom, nikotinskom kiselinom, riboflavinom, tiaminom i drugim vitaminima $to ih Cini

izvorom poljoprivrednog otpada s integriranim profilom hranjivih tvari (Zou i sur., 2022). Bogat



su izvor i polifenola, flavonoida, vlakana, ugljikohidrata, tanina, vitamina C, enzima i kalija (Kora,
2019). U Indiji se listovi banane tradicionalno koriste kao tanjuri za jelo, sadrze obilje polifenola
koji djeluju kao antioksidansi i pomazu u probavi hrane ispustanjem vitamina C i kalija tijekom
posluzivanja tople hrane. Velika povrsina lista pogodna je za posluZivanje viSe slijedova jela, a
listovi su otporni na vodu i curenje, nemaju zaostatke deterdZzenata kao klasi¢no posude i daju
specifi¢an okus i miris nakon posluzivanja tople hrane (Kora, 2019). Meenashree i sur. (2014)
evaluirali su ukupne fenole i antimikrobnu aktivhost ekstrakata svjezeg lista banane M.
acuminata te su utvrdili kako je ukupni prinos fenola najveci u petroleteru odnosno 12,19
mg/mL, a zatim u acetonu i etanolu. Ova je studija pokazala kako je list banane dobar izvor
fenolnih spojeva, a osim toga, sva tri ekstrakta pokazala su izvrsnu antifungalnu aktivnost protiv
dvije patogene gljivice Aspergillus terreus i Penicillium solitum, ali nisu pokazala nikakvu
antibakterijsku aktivnost protiv Escherichia coli i Bacillus subtilis. Istrazivanje koje su proveli
Sivasamugham i sur. (2021) prikazalo je kako su 80 %-tni etanolni ekstrakti lista M. paradisiaca
i M. acuminata pokazali slicne inhibitorne ucinke Kkoji su usporedivi s antibiotikom
klindamicinom, dok list M. sapienfum nije pokazao nikakvu inhibicijsku zonu protiv izolata
MRSA (meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus) unato€ istom sadrzaju fitokemikalija.
Chendake i sur. (2021) preporuCuju redovitu upotrebu listova banane (M. paradisiaca) u
kirurSkim jedinicama zbog izvrsnih svojstava obloga kod kontuziranih, razderanih i Sivanih rana
na podrucju glave, vrata i lica. StatistiCka analiza podataka provedene studije pokazala je kako
su svojstva listova banane i obloga od vazelina paralelna u svim aspektima, osim boli pri
promjeni obloga koja je bila manja kod obloga od lis¢a banane i imala je statistiCki znacajnu
vrijednost (p<0,001).

2.2.2. Kora

GodiSnje se proizvede velika koli¢ina banana, a njihova kora, koja €ini oko tre¢inu mase
ploda, uglavnom se baca kao otpad. Tradicionalno se koristila za lijeCenje raznih bolesti poput
opeklina, proljeva, kaslja i €ireva, a u Brazilu se primjenjivala za pospjeSivanje zacjeljivanja
rana uzrokovanih opeklinama i za izradu obloga koji se omataju oko ozljede kako bi se smanijila
bol i oteklina (Pereira i Maraschin, 2015). Kora se koristila za prevladavanije ili prevenciju niza
drugih bolesti i zdravstvenih stanja koja ukljuuju depresiju (povezana sa sadrzajem triptofana
banane), anemiju (visok sadrzaj zeljeza u kori poti¢e proizvodnju hemoglobina) i krvni tlak
(visok udio kalija i nizak udio soli). Bogat je izvor fruktooligosaharida, prebiotika koji hrane
prirodnu mikrofloru debelog crijeva, koja proizvodi vitamine i probavne enzime ¢ime se
poboljSava sposobnost adsorpcije hranjivih tvari u ljudskom organizmu (Vu i sur., 2018).

Hassan i sur. (2018) utvrdili su da kora banane sadrzi 1,95 + 0,14 % sirovih bjelancevina, 5,93



+ 0,13 % sirovih masti, 8,37 £ 0,18 % sirovih vlakana i 11,82 + 2,17 % ugljikohidrata. Takoder
je bogata kalcijem, fosforom, magnezijem i Zeljezom te predstavlja potencijalno dobar izvor
hranjivih tvari za proizvodnju stone hrane. Kora banane Koristi se i kao sastojak u kuhaniju,
pro€is¢avanju vode, proizvodnji mnogih biokemijskih proizvoda i anorganskog otpada, a
nutritivna joj vrijednost varira ovisno o kultivaru i stupnju zrelosti (Hikal i sur., 2022).

Prema novijoj literaturi, dobar je izvor viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina ukljuCujuci
linolensku i linolnu kiselinu, a prehrana bogata linolnom kiselinom pokazala je smanjenu
masnocu jetre i blago poboljSan metabolicki status bez ikakvih znakova upale. Kora banane
dobar je izvor dijetalnih vlakana, a dvije primarne komponente ukupnih vlakana €ine topljiva
(fruktooligosaharidi, galaktooligosaharidi) i netopljiva dijetalna viakna (celuloza, lignin i
odredene hemiceluloze). Zastupljenost netopljivih i topljivih vlakana kretala se od 5,91- 44,95
% odnosno 0,23- 7,75 % $to ukazuje da su netopljiva vlakna zastupljenija komponenta ukupnih
vlakana izdvojenih iz kore banane (Zou i sur., 2022). Kora banane moze se smatrati dobrim
izvorom aminokiselina, jer je vec¢ina od 18 aminokiselina prisutna u razliitim stadijima razvoja.
Kora sadrzi triterpene i sterole kao Sto su stigmasterol, B-sitosterol, kampesterol, 24-metilen
cikloartenol i cikloartenol i razne amine uklju€ujuci serotonin, tiramin, dopamin, norepinefrin i
serotonin (Qamar i Shaik, 2018). Takoder posjeduje antimikrobna svojstva koja su ucinkovita
protiv S. aureus, B. subtilis, Bacillus cereus, Salmonella enteritidis i E. coli (Zaini i sur., 2022).

Medu korama voca koje uklju€uju avokado, ananas, papaju, dinju i marakuju, kora banane
sadrzi drugu najvecu razinu ukupnih fenola. Sadrzi bioaktivhe spojeve kao $to su flavonoidi,
tanini, alkaloidi, glikozidi, antocijanini i terpenoidi koji pruzaju antidijabetiCki, antibakterijski,
protuupalni i antihipertenzivni ucinak. Ovaj nusproizvod bogat je fenolima medu kojima je viSe
od 40 identificiranih pojedina¢nih spojeva. Medutim, na sastav i razine spojeva moze utjecati

Sirok raspon ¢imbenika uklju€ujuéi uvjete uzgoja, sorte, zrelost i predtretmane (Vu i sur., 2018).

2.3. BIOAKTIVNI SPOJEVI KORE BANANE

2.3.1. Fenolni spojevi

Fenoli su naj¢eS¢i sekundarni biljni metaboliti koji obuhvacaju vise od 8000 poznatih
struktura, a oznaCavaju skupinu spojeva s jednim aromatskim prstenom ili viSe njih koji
posjeduju jednu ili viSe hidroksilnih skupina (Alara i sur., 2021). Dijelimo ih na fenolne kiseline,
flavonoide, stilbene, kumarine i tanine (Liu, 2013). Fenolne kiseline dijele se na
hidroksibenzojeve kiseline (C6—C1) u koje se ubrajaju galna, p-hidroksibenzojeva, vanilinska,
siringinska, protokatehinska i elaginska kiselina te na hidroksicimetne kiseline (C6—-C3) kojima

pripadaju p-kumarinska, kafeinska, ferulinska, sinapinska i klorogenska kiselina.

5



Flavonoidi se sastoje od tri prstenaste strukture u C6—C3-C6 obliku $to je prikazano na slici
2 te se u tu skupinu ubrajaju flavoni, flavanoni, flavonoli, izoflavoni, flavan-3-oli i antocijanidini.
Do danas je poznato oko 1300 kumarina. U stilbene spada resveratrol, a tanini se dijele na
hidroliziraju¢e tanine poput elagitanina i nehidrolizirane, kondenzirane tanine poznatije kao

proantocijanidine, koji su polimeri katehina i epikatehina (Shahidi i Yeo, 2016).

Izoflavoni

Flavonoli Flavoni

Slika 2. Opce strukture glavnih skupina flavonoida (prema Rahman i sur., 2021)

Fenolni spojevi igraju vazne uloge u reprodukciji, rastu i metabolizmu biljaka i djeluju kao
obrambeni mehanizmi protiv patoloskih virusnih i gljivicnih infekcija. Odgovorni su za zastitu
biljaka od sunéeve svjetlosti i smanjenje oksidativhog stresa tako $to apsorbiraju Stetne valne
duljine visoke energije na dijelovima bogatim elektronima odnosno Tr-vezi aromatskih
prstenova. Takoder, Stite bilike od predatora, kukaca i insekata svojim moguéim toksi¢nim
djelovanjem ili talozenjem proteina ¢ime dovode do ucinka nabiranja u ustima, a mogu igrati
ulogu i u simbiozi tako $to sluze kao sredstvo za privlacenje oprasivaca. Osim svojih funkcija u
billkama, prehrana bogata fenolnim spojevima moze smanijiti rizik od nastanka kroni¢nih bolesti
poput raka, bolesti srca i dijabetesa (Shahidi i Yeo, 2016; Liu, 2013).



Polifenoli u hrani mogu utjecati na gorcinu, trpkost, boju, okus, miris i oksidacijsku stabilnost
hrane, a pokazali su i protuupalna svojstva kod lije€enja kozZnih bolesti, reumatoidnog artritisa i
upalne bolesti crijeva (Rahman i sur., 2021). Banana se smatra bogatim izvorom raznih
bioaktivnih spojeva kao $to su fenoli, karotenoidi, glikozidi, alkaloidi, tanini, terpenoidi, saponini,
steroidi, biogeni amini i fitosteroli (Pereira i Maraschin, 2015). Fenolni spojevi koje su u banani
identificirali Sidhu i Zafar (2018) uklju€uju galnu, p-hidroksibenzojevu, ferulinsku, sinapinsku, p-
kumarinsku, siringinsku i vanilinsku kiselinu.

HPLC-PDA-ESI-MS (engl. high pressure liquid chromatography-photodiode array-
electrospray ionization-mass spectrometry) analiza ekstrakata kore banane u istrazivanju koje
su proveli Manthey i Jaitrong (2016) identificirala je Cetiri glavne klase polifenola, uklju€ujuci
flavonolne glikozide (kvercetin, miricetin, metilmiricetin i kamferol), dva odvojena skupa
hidroksicinamata (p-kumarinska i ferulinska kiselina) i proantocijanidine (katehin).

U istrazivanju koje su proveli Zhang i sur. (2019) ekstrakcijom je dobiveno je 28,61 g praha
polifenolnog ekstrakta iz kore banane, a ukupni sadrzaj fenola u prahu ekstrakta iznosio je
23,33 + 1,59 ekvivalenta galne kiseline (GAE) mg/g praha. Prinos sadrzaja polifenola iz kore
banane iznosio je 0,67 %. Pomoc¢u LC-TOF-MS/MS (engl. liquid chromatography/time-of-
flight/mass spectrometry) analize odreden je kemijski sastav ekstrakta te su detektirani 3,4-
dihidroksibenzaldehid, 3,4-dihidroksibenzojeva kiselina, epikatehin, rutin, ferulinska kiselina,
klorogenska kiselina, miricetin i galna kiselina.

Rebello i sur. (2014) promatrali su fenolne spojeve brasna kore banane. Ekstrakti braSna
pokazali su visok ukupni sadrzaj fenola, oko 29 mg/g GAE, uslijed prisutnosti flavonoida
odnosno visoko polimeriziranih prodelfinidina (oko 3952 mg/kg ekvivalenata (+)-katehina),
prac¢enih nizim sadrZajem flavonolnih glikozida (3-rutinozidi i strukture na bazi kvercetina, oko
129 mg/kg) te dimera procijanidina tipa B (B1, B2 i B4) i monomernih flavan-3-ola ((+)-katehin,
(-)-epikatehin i (-)-galokatehin) koji su zajedno pridonosili s oko 126 mg/kg ekvivalenata (+)-
katehina.

Chueh i sur. (2019) odredili su sadrzaj ukupnih fenola u prahu kore banane u iznosu od
872,7 mg GAE/100 g suhe tvari (s.t.). Sadrzaj galokatehina iznosio je 91,9 mg/100g s.t.,
epigalokatehina 65,9 mg/100 g s.t. i epigalokatehin galata 10,3 mg/100 g s.t..

U istrazivanju koje su proveli Vu i sur. (2019) sadrzaj fenola se povecavao kako je banana
sazrijevala, a zatim se lagano smanjio kada je vo¢e postalo prezrelo te su se ukupni fenoli
kretali od 30 do 46 mg GAE/g s.t. bilo zelene ili zrele kore banane.

Aboul-Enein i sur. (2016) identificirali su fenolne spojeve u kori banane te proucavali
ucinkovitost razli¢itih otapala na njihovu ekstrakciju. Metanolni ekstrakt (80 %) imao je najveci
udio ukupnih fenola u iznosu od 17,89 mg GAE/g s.t., flavonoida 21,04 mg ekvivalenata

kvercetina)/g s.t. i tanina 24,21 mg(ekvivalenata taninske kiseline)/g s.t. Nadalje, u acetonskom



ekstraktu kore banane primjenom HPLC (engl. High Performance Liquid Chromatography)

metode identificirani su krizin, kvercetin, katehin, kafeinska kiselina, cimetna kiselina i kumarin.

2.3.2. Pigmenti

Klorofil predstavlja sloZeni zeleni pigment koji se nalazi u biljikama, algama i odredenim
bakterijama, a u procesu fotosinteze ima bitnu ulogu apsorpcije svjetlosne energiju koju
pretvara u kemijsku. Molekula klorofila sastavljena je od porfirinskog prstena, magnezijevog
iona i pricvrSéenog ugljikovodi€nog repa $to je vidljivo na slici 3. Porfirinski prsten apsorbira
svjetlosnu energiju, a magnezijev ion djeluje kao akceptor elektrona. Klorofil ima mnogo oblika,
a najpoznatiji su klorofil a i klorofil b. Klorofil a naju€inkovitije apsorbira svjetlost u crvenom i
plavom dijelu spektra, s vrSnom apsorpcijom na oko 430 odnosno 662 nm. Kemijskom
strukturom klorofil b sli¢an je klorofilu a, ali ima nesto drugadiji porfirinski prsten §to rezultira
time da klorofil b apsorbira svjetlost u plavo-zelenom podrucju spektra, s vrSnom apsorpcijom
na oko 453 nm. Klorofil se razgraduje na razliite pigmente; feofitin odnosno oblik klorofila

kojem nedostaje magnezijev ion i feoforbid (Martins i sur., 2023).

o
Klorofil a e = )k
H
Klorofil b e = ——CH,

O)\OCHZ/Y\/\’/\/\’/\/YCHJ

Slika 3. Kemijska struktura klorofila a i klorofila b (prema Martins i sur., 2023)

Do danas je u prirodi otkriveno viSe od 850 karotenoida, a viSe od 250 ih je morskog
podrijetla (Geng i sur., 2020). Karotenoidi predstavljaju podrazred izoprenoidnih metabolita koji
se proizvode u svim fotosintetskim biljkkama, algama i cijanobakterijama. Svi se karotenoidi
sastoje od polienskog lanca s konjugiranim dvostrukim vezama i mogu se podijeliti na karotene

i ksantofile, pri ¢emu prvi nemaju, a drugi sadrze atome kisika kao $to su hidroksi, karbonil,
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aldehid, karboksilna, epoksidna i furanoksidna skupina u svojim molekulama ugljikovodika.
Apsorbiraju vidljivu svjetlost, a zbog svoje strukture, karotenoidi daju boju, odnosno stvaraju
pigmente jarko Zute, narancaste i crvene boje s razli¢itim intenzitetom u povréu, voéu i cvijecu
(Hermanns i sur., 2020). Skupini karotena pripadaju a-karoten, B-karoten i likopen (slika 4). U
ksantofile se ubrajaju B-kriptoksantin, lutein, zeaksantin, astaksantin, fukoksantin i peridinin
(Maoka, 2020). Poznato je da a-karoten, (3-karoten i B-kriptoksantin, ali ne i likopen, imaju
aktivnost provitamina A (Pereira i Maraschin, 2015). Igraju znac¢ajnu ulogu u zdravlju o€iju,
kostiju i kardiovaskularnog sustava, a lutein i zeaksantin Stite ljudsko oko apsorbirajuci plavu i
blisku UV svjetlost (Geng i sur., 2020).

Karoteni

Likopen

Slika 4. Kemijska struktura B-karotena i likopena (prema Geng i sur., 2020)

Dozrijevanje banana lako je prepoznatljivo po karakteristichoj promjeni njihove boje od
tamno zelene do Zute, a njihovu prezrelost i eventualno truljenje prati pojava smede boje i
toCkica. Vu i sur. (2019) pratili su promjene fitokemikalija i antioksidativnog kapaciteta kore
banane tijekom procesa sazrijevanja; sa i bez tretmana etilenom. Utvrdili su da se klorofil
razgradio za priblizno 90 %, dok su karotenoidi porasli za otprilike 50 %, a flavonoidi za 27 %
kako je banana mijenjala boju. Za sve tretmane s ili bez etilena, ukupni klorofili postupno su se
smanjivali od stupnja 1 do stupnja 2 sazrijevanja banane, u stupnju 4 su se dramati¢no smanijili,
do blagog smanjivanja je doslo kod stupnja 5, a kona¢no su ostali stabilni u stupnjevima 6 7.
Klorofili u prirodno zrelim bananama snizili su se s 291 ug/g s.t. u stupnju 1 do 30 ug/g s.t. u
stupnju 4, a zatim su bili izmedu 13-20 pg/g s.t. kada je voée doseglo potpuno zrelo i prezrelo

stanje. Karotenoidi su se povecavali kako se kora mijenjala iz zelene u Zutu, a u prirodnom



sazrijevanju i prvom stupnju, zelena banana sadrzavala je 64 ug karotenoida u 1 g kore (s.t.).
Taj se broj povecao za otprilike 50 % kako je banana dosegla stupnjeve 3 i 4. Yan i sur. (2016)
procijenjivali su varijacije sadrzaja karotenoida u kori banane tijekom faza sazrijevanja i
odredivali najbolje otapalo za ekstrakciju karotenoida za primjenu u hrani. Stupanj zrelosti
banane 5 sadrzavao je najveéi sadrzaj ukupnih karotena odnosno 1,86 ug/g svjeze kore
banane. |z jednog grama kore banane ekstrahirano je 0,57 ug ksantofila i 0,84 ug beta-karotena

kombinacijom otapala heksan—dietil eter—aceton i heksan—dietileter.

2.4. ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST FENOLNIH SPOJEVA KORE BANANE

Antioksidans je molekula koja inhibira oksidaciju drugih molekula, a oksidacija oznacava
kemijsku reakciju koja prenosi elektron ili vodik s tvari na oksidacijsko sredstvo. Reakcije
oksidacije mogu proizvesti slobodne radikale koji mogu pokrenuti lanéane reakcije i uzrokovati
oSteCenje ili smrt stanice. Antioksidansi prekidaju ove lanCane reakcije uklanjanjem
intermedijera slobodnih radikala i inhibiraju druge oksidativne reakcije (Moharram i Youseff,
2014). Slobodni radikali su molekularni fragmenti ili molekule koje imaju jedan ili viSe
nesparenih elektrona u svojoj valentnoj ljusci, vrlo su reaktivni, mnogi od njih su nestabilni i
stoga ili priévrs¢éuju elektrone s drugih molekula ili doniraju svoje nesparene elektrone.
Reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen species, ROS) ukljuCuju ne samo slobodne
radikale (superoksidni anionski radikal Oze—, hidroksilni radikal *OH, hidroperoksidni radikal
HO.e, peroksilni radikal ROO¢), vec¢ i oksidante, kao Sto su singletni kisik 10,, vodikov peroksid
H2O- i hipoklorna kiselina HOCI. Reaktivne dusikove vrste (engl. reactive nitrogen species,
RNS) uklju€uju: nitrozilni anion NO-, nitrilni kation NO2+, peroksinitrit ONOO-, dusSikov oksid
*NO i dusikov dioksid *NO; (Parcheta i sur., 2021). Prema funkciji antioksidansi se mogu
rasclaniti na primarne i sekundarne. Primarne antioksidanse Cine antioksidansi koji prekidaju
lanac, reagiraju s lipidnim radikalima i pretvaraju ih u stabilnije produkte. Ovoj skupini pripadaju
fenoli i ukljuCuju antioksidativne minerale, vitamine, flavonoide, katehine, karotenoide, -
karoten, likopen i diterpene. Zacini takoder pripadaju primarnim antioksidansima zbog obilja
fitokemikalija koje sadrze te ukljuCuju crni papar, maj€inu duSicu, ¢esnjak, kumin i njihove
derivate. Sekundarnim antioksidansima pripadaju fenolni spojevi koji imaju funkciju hvatanja
slobodnih radikala i zaustavljanja lan€anih reakcija. Spojevi uklju€uju: butil hidroksianisol
(BHA), butil hidroksi toluen (BHT) i propil galat (PG) (Moharram i Youseff, 2014).

Antioksidansi se mogu podijeliti i na neenzimatske i enzimatske. | neenzimski (npr.
mokrac¢na kiselina, reducirani glutation, bilirubin, transferin, koenzim Q10, lipoi¢na kiselina i
nutritivni antioksidansi kao $to su vitamini A, C, E i njihovi derivati, flavonoidi, karotenoidi,

minerali, omega-6 i omega-3 masne kiseline) i enzimski antioksidansi (kao $to su katalaza,
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superoksid dismutaza i glutation peroksidaza) sprjeCavaju i popravljaju oste¢enja uzrokovana
reaktivnim kisikovim i duSikovim vrstama, smanjuju rizik od degenerativnih bolesti i jaCaju
imunoloski sustav (Parcheta i sur., 2021; Moharram i Youseff, 2014).

Antioksidacijska aktivnost ekstrakata i komponenti kore banane procjenjuje se koridtenjem
antioksidativnih testova. NajCeSci testovi koji se koriste u analizi hrane, prehrane i dodataka
prehrani su DPPH (engl. free radical diphenylpicrylhydrazyl), FRAP (engl. ferric reducing
activity power assay) i ABTS (engl. 2,2"-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate) (Parcheta
i sur., 2021). U ovom radu koriStene su FRAP i ABTS metoda.

Vu i sur. (2019) u svom su istrazivanju primjetili kako su se antioksidacijski kapacitet te
razine fenola i proantocijanidina povecavale kako je banana dozrijevala, no kada je banana
postala prezrela, kora je izgubila do 21 % svog antioksidacijskog kapaciteta i do 44 % svojih
fitokemikalija. U istrazivanju koje su proveli Rebello i sur. (2014) visok sadrzaj fenola u
ekstraktima brasna kore banane vjerojatno je odgovoran za visoku antioksidacijsku aktivnost
koja je mjerena razli¢itim metodama, ukljuCuju¢i FRAP metodu koja je iznosila oko 14 + 1,7
MM/g; zatim ABTS oko 242,2 + 33,8 uM/g i ORAC (engl. oxygen radical absorbance capacity)
oko 435,5 + 60,2 uM/g (Trolox ekvivalenata TE/g s.t.).

Sulaiman i sur. (2011) promatrali su antioksidacijsku aktivnhost osam sorti malezijskih
banana (Musa sp.). Kod DPPH metode kloroformski ekstrakti osuSenih kora sorti Mas (19,39 +
0,15 mg TE/g s.t.) i Rastali (16,16 + 4,28 mg TE/g s.t.) pokazali su najvecu aktivnhost. Kod FRAP
metode, najvecu aktivnost pokazao je kloroformski ekstrakt osusene kore sorte Rastali u iznosu
od 21,63 + 0,42 mg TE/g s.t..

U istrazivanju koje su proveli Aboul-Enein i sur. (2016) primjenom ABTS metode acetonski
ekstrakt kore banane (pri najvisoj koncentraciji (100 pg/ml)) pokazao je najvecéu antioksidacijsku
aktivnost (75,39 % + 0,59), a slijede ga etanolni (28,30 % % 0,85), metanolni (27,91 % £ 0,83) i
vodeni ekstrakt (25,16 % + 1,42).

2.5. METODE IZOLACIJE FENOLNIH SPOJEVA

Ekstrakcija predstavlja proces odvajanja u kojem se vrsi raspodjela analita izmedu dvije
faze koje se ne mijeSaju kako bi se dobio odgovarajuéi koeficijent raspodjele (Dobias i sur.,
2010). Zbog slozenosti vecine uzoraka, nacin njihove pripreme obi¢no ima znacajan utjecaj na
rezultat cjelokupnog procesa ekstrakcije. Priprema uzorka prije ekstrakcije obi¢no ukljucuje
suSenje, homogenizaciju, filtraciju i mljevenje (Alara i sur., 2021). NajceS¢e se za ekstrakciju
fenola koriste otapala kao $to su metanol, etanol, propanol, aceton, etil acetat i njihove

kombinacije, uklju€ujuci razli¢ite udjele vode (Garcia-Salas i sur., 2010). Nekoliko parametara
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moze utjecati na prinos fenola, uklju€ujuci vrijeme ekstrakcije, temperaturu, omjer otapala i
uzorka, broj ponovljenih ekstrakcija uzorka kao i vrsta otapala (Khoddami i sur., 2013). Metode
izolacije fenolnih spojeva dijelimo na konvencionalne (tradicionalne) i nekonvencionalne.
Konvencionalne metode ukljuCuju Soxhlet ekstrakciju, maceraciju i hidrodestilaciju.
Karakterizira ih niska cijena i jednostavna upotreba, medutim niske su ucinkovitosti, dugo traju
i zahtjevaju velike volumene organskih otapala (Alara i sur., 2021). Temelje se na u&inkovitosti
ekstrakcije razli¢itih otapala koja se koriste u tu svrhu te je pri odabiru otapala potrebno uzeti u
obzir molekularni afinitet, polarnost, sigurnost za okoli§, toksi¢nost i ekonomsku isplativost.
Glavni izazovi konvencionalne ekstrakcije su dugo vremensko trajanje, zahtjev za skupim
otapalima visoke CistocCe, isparavanje velike koliCine otapala, niska selektivnost ekstrakcije i
toplinska razgradnja termolabilnih spojeva (Selvamuthukumaran i Shi, 2017). Zbog
nedostataka povezanih s konvencionalnim postupcima ekstrakcije, pojavila se potraznja za
nekonvencionalnim tehnikama ekstrakcije fenolnih spojeva. Upotreba ekstrakcije
potpomognute ultrazvukom (engl. ultrasound-assisted extraction, UAE), ekstrakcije
potpomognute mikrovalovima (engl.  microwave-assisted extraction, MAE), ekstrakcije
superkriti¢nog fluida (engl. supercritical fluid extraction, SFE), superkriticne CO- ekstrakcije
(engl. supercritical CO; extraction, SC-CQO,), ekstrakcije teku¢inama pri poviSenom tlaku (engl.
pressurized liquid extraction, PLE), ekstrakcije potpomognute enzimima (engl. enzyme-
assisted extraction, EAE) i obrade pod visokim hidrostatskim tlakom (engl. high hydrostatic
pressure processing, HHPP) raste. Ove metode skracuju vrijeme ekstrakcije, smanjuju
ispustanje toksiCnih zagadivaCa smanjenjem potroSnje organskih otapala i relativno su
jednostavne za izvodenje (Alara i sur., 2021; Khoddami i sur., 2013). Nekonvencionalne tehnike
takoder su poznate kao tehnike hladne ekstrakcije buduéi da je temperatura tijekom procesa

ekstrakcije relativno niska i ne utjeCe na stabilnost ekstrahiranih spojeva (Tiwari, 2015).

2.6. EKSTRAKCIJA POTPOMOGNUTA ULTRAZVUKOM

Ultrazvuk se uspjeSno Kkoristi za ekstrakciju polifenola, karotenoida, aromati¢nih
komponenata i polisaharida iz biljnih matrica ukljuCujuci cijele biljke i njihove nusproizvode
(Kumar i sur., 2021). Razlika izmedu zvuka i ultrazvuka je frekvencija vala odnosno zvucni
valovi se nalaze na frekvencijama ljudskog sluha od 16 Hz do 16—20 kHz, dok su frekvencije
ultrazvuka iznad ljudskog sluha, ali ispod mikrovalnih frekvencija (od 20 kHz do 10 MHz) (Pico,
2013). Prema Mehta i sur. (2022) tretmani ultrazvukom variraju unutar frekvencija od 20 do 100
kHz i snage od 10 do 1000 W/cm?, a $to se frekvencijskog raspona ti¢e mogu se kategorizirati

na “power” ultrazvuk (20-100 kHz), ultrazvuk visoke frekvencije (100 kHz-1 MHz) i dijagnosticki
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ultrazvuk (1-10 MHz). Ultrazvuéni sustav se u osnovi sastoji od generatora, pretvornika i
aplikacijskog sustava, a klju¢na uloga generatora je transformacija elektricne energije u zeljenu
izmjeni¢nu struju koja pokrece pretvornik, odnosno uredaj koji struju pretvara u mehanicke
vibracije. Ultrazvucni pretvornici dijele se na piezoelektricne, magnetostrikcijske i pretvornik
pokretan teku¢inom (Mehta i sur., 2022). Glavni pokreta¢ ekstrakcijskih u€inaka sonikacije je
akusti¢na kavitacija sto po definiciji predstavlja fenomen stvaranja, Sirenja i implozivnog kolapsa
mikromjehuri¢a nastalih primjenom ultrazvuka u tekuc¢inama. Dakle, primjenom ultrazvuka
dolazi do stvaranja longitudinalnih valova u teku¢em mediju koji izazivaju niz kompresija i
ekspanzija Sto je vidljivo na slici 5. Kavitacije i mjehuriéi plina stvaraju se zbog promjena tlaka
koje se dogadaju uslijed sonikacije. Nastali mjehuri¢i imaju vecu povrSinu tijekom ciklusa
ekspanzije, Sto povec¢ava difuziju plina i dovodi do Sirenja mjehuri¢a. Tijekom ciklusa kompresije
dosegne se kriticna toCka u kojoj energija UAE ne moze zadrzati plinsku fazu mjehuri¢a. Tada
dolazi do brze kondenzacije i oslobada se velika koliCina energije uz stvaranje Sok valova koji
stvaraju podrucja vrlo visoke temperature i tlaka, dosezuci do 5500°C i 50 MPa. Kavitacija moze
rezultirati mikrostrujanjem, $to mozZe poboljSati prijenos topline i mase. Implozije mjehurica
dovode do promjene tlaka i temperature Sto dovodi do sudaranja Cestica pri velikim brzinama,
povecanja pora i ubrzanja difuzije, stanjivanja stani¢nih membrana, poja¢anog prodora otapala
u stanice i poja¢anog prijenosa ciljnih spojeva u otapalo (Tiwari, 2015; Pico, 2013). Fenomen
nazvan 'sonoporacija’ predstavlja stvaranje pora tijekom kavitacije, a u stani€énim membranama

rezultira otpustanjem bioaktivnih spojeva prisutnih u stanici (Kumar i sur., 2021).

Kompresija Kompresija Kompresija Kompresija Kompresija

R R |
NSNS

usticki tlak

)

Ak

N Ekspanzija Ekspanzija Ekspanzija Ekspanzija
Formacija Dostizanje Implozija
mjehurica ——» Rast mjehurica —’maksl;lmalne mjephurii’:a
veli¢ine

Slika 5. Prikaz akusti¢ne kavitacije (prema Thi Hong Bui i sur., 2020)
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Izvodenije kavitacije ovisi 0 sposobnost ultrazvuka i njegovim karakteristikama koje ukljucuju
intenzitet i frekvenciju, zatim o svojstvima medija $to se odnosi na viskoznost i povrSinsku
napetost te o okoliSnim uvjetima npr. tlaku i temperaturi (Tiwari, 2015). UAE se moZe izvoditi
na dva nacina, koristenjem ultrazvucne kupelji ili ultrazvucne sonde. Ultrazvucnu kupelj
karakterizira spremnik od nehrdajuéeg Celika, spojen na sondu, unutar kojeg se ¢vrsti matriks
rasprsuje u otapalu. Prepreka koridtenja kupelji je njena niska ponovljivost u procesu ekstrakcije
iako je ekonomicnija i laka za rukovanje. Ultrazvuéna sonda sastoji od sonde spojene na
pretvornik te je ona uronjena u posudu za ekstrakciju. Sustavi temeljeni na sondi preferiraju se
u usporedbi s kupelji zbog veceg ultrazvuénog intenziteta buduci da je vrh sonde uronjen u
posudu i ultrazvuk dolazi do medija uz minimalne gubitke energije, takoder zbog neravnomjerne
raspodjele energije kupelji i smanjenja snage s vremenom $to smanjuje ucinkovitost sustava
(Kumar i sur., 2021). Bitan faktor koji pridonosi ucinkovitosti UAE je promjer sonde. Sonde
manjeg promjera proizvode veci ucinak kavitacije, ali u uskom polju, dok s druge strane sonde
veceg promjera distribuiraju energiju na Sire podrucje. Glavni nedostatak ove metode, prilikom
direktne primjene, je potencijalna kontaminacija metala iz odvojivih metalnih fragmenata sonde
(Mehta i sur., 2022). Parametri povezani s UAE u koje se ubrajaju frekvencija, snaga, radni
ciklus, temperatura, vrijeme, vrsta otapala, omjer tekuceg i krutog materijala zahtijevaju

preciznu kontrolu za optimalnu ekstrakciju (Kumar i sur., 2021).

2.6.1. Parametri koji utjeCu na ucinkovitost UAE

Snaga koja se isporuci tijekom UAE izrazena je kao postotak amplitude koji obuhvaca
raspon od 0 do 100 %, gdje 100 % amplitude ozna¢ava nazivnu snagu opreme i gustocu snage
(W/mL) koja se raCuna kao snaga rasipana po jedinici volumena ekstrakcijskog medija.
Povecanjem snage raste prinos ekstrakcije UAE, a zatim opada nakon dostizanja vrhunca &to
se moze objasniti pove¢anjem ucinka kolapsa kavitacijskih mjehuri¢a. Snaga primijenjena za
UAE bioaktivnih tvari iz nusproizvoda voca i povréa i varira u rasponu od 20 do 700 W, a ovisi
0 spoju koji se ekstrahira i vrsti biljne matrice (Kumar i sur., 2021). Visa amplituda se moze
odabrati ovisno o svojstvima uzorka, a kod otapala vece viskoznosti preporuéljivo je optimizirati
razinu amplitude/snage kako bi se postigla Zeljena kavitacija (Tiwari, 2015). Sto se tice
frekvencije, pozeljna je konstantna niska frekvencija jer dolazi do stvaranja manjeg broja
kavitacijskih mjehuri¢a koji imaju relativno veci promjer Sto dovodi do veceg ucinka kavitacije u
usporedbi s viSim frekvencijama (Mehta i sur., 2022). Frekvencija ultrazvuka i trajanje faze
ekspanzije medusobno su obrnuto proporcionalni §to znaci da pri visokoj frekvenciji kavitacije
mjehuri¢ ima vrlo kratko vrijeme za rast Sto ometa imploziju. Takoder, stvara se veci otpor

prijenosu mase uz veliki broj mjehuri¢a koji se formiraju na visokoj frekvenciji. Frekvencije
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koristene u UAE bioaktivnih spojeva iz nusproizvoda voca i povréa kreéu se izmedu 20 i 120
kHz (Kumar i sur., 2021).

Produljenjem vremena prinos UAE se povecava na pocetku, ali daljnjim povecanjem
razdoblja sonikacije prinos se smanjuje (Mehta i sur., 2022). Dulje vrijeme ekstrakcije moze
povecati prinos, no donosi rizik od degradacije biljnih komponenti zbog produljene izloZenosti
ultrazvuku. Kako bi se omogucilo dulje vrijeme ultrazvuéne obrade, preporuca se Koristiti pulsni
nacin rada sto uklju€uje generator koji povremeno aktivira i deaktivira snagu ultrazvuéne sonde.
Tim povremenim prebacivanjem snage se sprijeCava prekomjerno povecéanje temperature
reakcije tijekom produljenog trajanja obrade (Shen i sur., 2023). Oscilacija u temperaturi tijekom
UAE neizbjezna je zbog primjene zvuéne energije te u vecini sluCajeva poveéanje temperature
povecava brzinu reakcije. Temperatura se moze izvana kontrolirati tijekom UAE, cirkuliranjem
hladne vode tijekom ekstrakcije. Temperatura ekstrakcije, ovisno o ultrazvuénom intenzitetu i
otapalu, moze varirati izmedu 10 i 80 °C. Visoka temperatura otapala tijekom UAE povecava
brzinu difuzije i pomaze u prekidanju interakcije otopljene tvari i matrice (Tiwari, 2015). Odabir
otapala ovisi o topljivosti i polarnosti tvari koja se ekstrahira, a prilikom koristenja UAE naj¢esc¢e
se kao otapala koriste voda, etanol, kloroform, aceton, benzen, eter i druga. U ovom radu
koriSten je 30 %-tni etanol, a inae se etanol koristi za ekstrakciju fenola, aldehida, ketona,
estera i drugih polarnih spojeva. Zbog razli€itih svojstava otapala dolazi do razli¢itih u¢inaka
kavitacije pod istim uvjetima. U obzir treba uzeti viskoznost i hlapivost otapala buduci da otapala
s vec¢om viskoznod¢u smanjuju uéinak kavitacije, a hlapiva otapala mogu ispariti i smanijiti
uCinkovitost ekstrakcije ukoliko se ona provodi pri viSim temperaturama (Shen i sur., 2023).
Povecani omjer otapala i uzorka uzetog za ekstrakciju smanjuje gustocu smjese, odnosno vedi
volumen otapala daje vece prinose UAE zbog vece ucinkovitosti otapanja ciljinh spojeva, ¢ime
se poboljSava ucCinak kavitacije. Prinos UAE raste povecanjem omjera tekucCeg i krutog
materijala do odredene toCke, a zatim opada nakon dostizanja vrSne vrijednosti. Smanjenje
prinosa pri vrlo visokom omjeru tekuéeg i Evrstog materijala moZe se pripisati pojatanom uéinku

kavitacije $to rezultira degradacijom same otopljene tvari (Shen i sur., 2023; Kumar i sur., 2021).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorak

Materijal koristen u istrazivanju je kora banane, sorta Cavendish. Kore su zamrznute pri
— 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).

3.1.2. Kemikalije i standardi

o Destilirana voda

¢ Koncentrirana klorovodi¢na kiselina, 37 %

e Etanol, 96 %

¢ Klorovodi¢na otopina masene koncentracije 1 g/L (u 96 % etanolu)

Priprema: 0,227 mL koncentrirane klorovodi¢ne kiseline (37 %) se otpipetira u odmjernu
tikvicu od 100 mL te nadopuni etanolom (96 %) do oznake.

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

e 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)

o Priprema: Najprije se pripremi otopina standarda klorogenske kiseline u koncentraciji
100 mg/L. Odvaze se 10 mg standarda klorogenske kiseline u plasti¢noj ladici za
vaganje te se pomoc¢u 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.

e Metanol, 100 %-tni

e Aluminijev klorid, 10 %-tni
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Priprema: 1 g aluminijevog klorida (aluminj-klorid—heksahidrat, p.a.) otopi se 5 mL
destilirane vode te kvantitativno 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
pomoc¢u 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, 50 i 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 kvantitativho prenese u odmjernu tikvicu od 100
mL koja se nadopuni do oznake 96 %-tnim etanolom.

Klorovodi¢na kiselina, 37 %-tna (Carlo Erba)

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)

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

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

Zeljezo (Il1)-klorid heksahidrat (FeCls x 6H.0) (Gram-Mol)

Zeljezo (lll)-klorid heksahidrat (FeCl; x 6H,0), 20 mM otopina

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

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

Natrij-acetat trihidrat (CH3COONa x 3H.0) (Kemika)

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 pomoéu 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.
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e 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.

e 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox) (Sigma Aldrich, St.
Louis, SAD), 20 mM
Priprema: Potrebno je pripremiti otopinu Troloxa u koncentraciji 0,02 mol/L. 500 mg
troloxa se odvaze u plasti¢noj ladici za vaganje te kvantitativno prenese i otopi u 100 %-
tnom metanolu i nadopuni do oznake metanolom u odmjernoj tikvici od 100 mL. Otopinu
Troloxa potrebno je Cuvati na tamnom (tikvica se zamota u aluminijsku foliju) i koristi se
uvijek svjeze pripremljena otopina standarda.

e 140 mM otopina kalijeva persulfata, K»S20g
Priprema: 0,1892 g K>S,0s izvaze se u tikvicu od 5 mL i otopi u destiliranoj vodi.

e 7 mM ABTS otopina
Priprema: 0,0192 g ABTS reagensa otopi se u tikvici od 5 mL te nadopuni destiliranom
vodom do oznake.

e stabilna ABTSe+ 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»S>Os pri tome je 2,45 mmol/L.

¢ nadan provodenja analiza, priprema se 1 %-tna otopina ABTS«+
Priprema: 1000 uL ABTS+ otopine otpipetira se u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni
etanolom do oznake. PodeSava se koncentracija ABTSe+ tako da apsorbancija pri 734
nm iznosi 0,70 + 0,02. Pripremljena otopina koristi se za spektrofotometrijsko

odredivanje.

3.1.2. Aparatura i pribor

Aparatura:

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

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

o Analiticka vaga (OHAUS AX224, Parsippany, SAD)

o Ultrazvuk (Hielscher UP200Ht ultrasonic processor, Teltow, Njemacka)

o Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer, VWR International,
Radnor, SAD)
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o Termicka kupelj (UP 400 S, Dr. Hielscher GmbH, Njemacka)
o Tehni¢ka vaga (RADWAG, PS 4500.R2, Radom, Poljska)
o Vortex mijeSalica (MS2 Minishaker, IKA Works inc, Wilmington, SAD)

Pribor:
o Filter papir
o Ladice za vaganje uzorka
o Menzure
o Stakleni lijevci
o Staklene ¢ase volumena 50, 100 i 200 mL
o Staklene epruvete
o Plasti¢ne epruvete (Falcon)
o Stalak za epruvete
o Automatske pipete 100-1000 pL, 5 mL
o Kivete
o Odmijerne tikvice

o Zligice plastiéne i metalne

3.2. METODE RADA

3.2.1. Izolacija fenolnih spojeva iz kore banane primjenom UAE

Izolacija fenolnih spojeva iz kore banane provedena je primjenom UAE uz 30 %-tni etanol
kao ekstrakcijsko otapalo. Kako bi se odredili optimalni uvjeti ekstrakcije promatrani su
parametri: omjer mase uzorka i volumena otapala (1:40, 1:50 i 1:60 g/mL), amplituda ultrazvuka

(50, 75i 100 %) i vrijeme ekstrakcije (5, 10 i 15 min). Plan eksperimenta prikazan je u tablici 1.
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Tablica 1. Prikaz plana eksperimenta

Br. Omjer uzorka i otapala Amplituda Vrijeme
uzorka (g/mL) (%) ekstrakcije (min)
1 5
2 50 10
3 15
4 5
5 1:40 75 10
6 15
7 5
8 100 10
9 15
10 5
11 50 10
12 15
13 5
14 1:50 75 10
15 15
16 5
17 100 10
18 15
19 5
20 50 10
21 15
22 5
23 1:60 75 10
24 15
25 5
26 100 10
27 15

Postupak

Prema planu provodenja eksperimenta odvaZe se potrebna masa usitnjenog uzorka prema
zadanom omjeru uzorka i otapala (g/mL) (za omjer 1:40 iznosi 1,25 g, 1:50 =1 g; 1:60 = 0,83
g) u staklenu ¢asu te se doda 40 mL 30 %-tnog etanola kao ekstrakcijskog otapala. Smjesa se
izmijeSa te se ekstrakcija provodi pomocu utrazvuéne sonde prema planu eksperimenta uz
prilagodavanje amplitude i vremena uz odrzavanje temperature < 30 °C pomoc¢u hladne kupke.
Po zavrSetku ekstrakcije, smjesa se profiltrira u odmjernu tikvicu od 50 mL te nadopuni
ekstrakcijskim otapalom do oznake. Pripremljeni uzorci se prebace u plasticne Falcon epruvete

zapremnine 50 mL, dobro zatvore i skladiSte u hladnjaku do provodenja analiza.
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3.2.2. Odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina

Princip metode

Ukupne hidroksicimetne kiseline odreduju se iz ekstrakta wuzorka primjenom
spektrofotometrijske metode pri Eemu se intenzitet nastalog obojenja mjeri pri 320 nm (Howard
i sur., 2003).

Priprema ekstrakta

Ekstrakte kore banane potrebno je razrijediti ekstrakcijskim otapalom prema potrebi.

Postupak odredivanja

Redom se u staklenu epruvetu otpipetira 250 uL ekstrakta, 250 uL 1 g/L HCl u 96 % etanolu i
4,55 mL 2 g/L HCI. Slijepa proba priprema se na isti nacin, osim Sto se umjesto ekstrakta uzima
otapalo za ekstrakciju. Prilikom odredivanja ukupnih hidroksicimetnih kiselina apsorbancija se

mjeri pri 320 nm.

Izrada baZdarnog pravca

Potrebno je iz alikvotne otopine standarda klorogenske kiseline 100 mg/L napraviti razrjedenja:
10, 25, 50 i 66,7 mg/L tako da se iz otopine alikvota redom otpipetira: 1, 2,5, 5i 6,67 mL i
nadopuni 80 %-tnim metanolom u odmjernim tikvicama od 10 mL. Slijepa proba priprema se
na isti nacin, osim §to se umjesto ekstrakta dodaje 80 %-tni metanol. U staklenu epruvetu redom
se pipetira 250 uL otopine standarda, 250 uL 1 g/L HCl u 96 % etanolu i 4,55 mL 2 g/L HCI.

Prilikom odredivanja ukupnih hidroksicimetnih kiselina apsorbancija se mjeri pri 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 izraZzene su u mg ekvivalenata klorogenske

kiseline (CAE) na 100 g uzorka kao srednja vrijednost dvaju mjerenja.

21



3.2.3. Odredivanje ukupnih flavonoida

Princip odredivanja:
Ukupni flavonoidi odreduju se iz ekstrakta uzorka primjenom spektrofotometrijske metode koja
se temelji na kolornoj reakciji flavonoida s aluminijevim kloridom i kalijevim acetatom te se

nastali intenzitet obojenja mjeri pri 415 nm (Chang i sur., 2002).

Priprema uzoraka:

Ekstrakte kore banane potrebno je razrijediti ekstrakcijskim otapalom prema potrebi.

Postupak odredivanja:

Redom se u staklenu epruvetu pipetira 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. Slijepa
proba priprema se na isti nacin osim $to se umjesto ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju te
se umjesto 10 %-tnog aluminijevog klorida dodaje isti volumen destilirane vode (0,1 mL).
Reakcijska smjesa zatim odstoji 30 min, nakon Cega slijedi mjerenje apsorbancije (opticka

gustoc¢a otopine) pri valnoj duljini 415 nm.

Izrada baZdarnog pravca

Pripremi se otopina standarda kvercetina koncentracije 100 mg/L. Od te se otopine standarda
rade razrjedenja u odmjernim tikvicama od 10 mL tako da se redom otpipetira 1, 2,5,5i 7,5 mL
alikvota standardne otopine kvercetina u svaku tikvicu i potom se nadopunjavaju do oznake
100 %-tnim metanolom. U tim tikvicama koncentracije kvercetina iznose 10, 25, 50 i 75 mg/L.

Za analizu se takoder uzima i alikvotna otopina standarda koncentracije 100 mg/L.

Iz svake tikvice redom se otpipetira 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.
Slijepa proba priprema se na isti nacin, 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 potom odstoji 30 min, nakon Cega se mjeri apsorbancija (opti¢ka gustoéa

otopine) pri valnoj duljini 415 nm.

Na temelju izmjerenih vrijednosti apsorbancija, bazdarni pravac se nacrta pomoc¢u programa
Microsoft Excel pri €emu su na apscisi nanesene koncentracije kvercetina (mg/L), a na ordinati
izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 415 nm. Prema dobivenoj jednadzbi pravca racuna se

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

Y — apsorbancija pri 415 nm,

X — koncentracija kvercetina (mg/L)

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

uzorka kao srednja vrijednost dvaju mjerenja.

3.2.4. 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. Navedenu reakciju
karakterizira smanjenje intenziteta obojenja koje je izravno proporcionalano koncentraciji
antioksidansa. Vrijednosti dobivene FRAP metodom najCeS¢e se izrazavaju preko FeSOu,

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

Priprema uzoraka

Ekstrakte kore banane potrebno je razrijediti ekstrakcijskim otapalom prema potrebi.

Postupak odredivanja

Kako bi izmijerili apsorbanciju uzoraka u svrhu odredivanja antioksidacijskog kapaciteta
potrebno je otpipetirati redom 240 uL destilirane vode, 80 uL uzorka i 2080 yL FRAP reagensa
u epruvete. Nakon Sto se uzorci pripreme, pomocu Vortex mijeSalice se promijedaju i
termostatiraju 5 min pri 37 °C. U slijepu probu se dodaje sve osim uzorka umjesto kojeg se

uzima ekstrakcijsko otapalo, a apsorbancija se mjeri pri 593 nm.
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 nacin dobije se 2 mM otopina Troloxa (6-
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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; 2,5
i 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 umol/L. Nakon toga se u staklene epruvete otpipetira 240 uL destilirane vode,
80 pL otopine Troloxa odredene koncentracije i 2080 L 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 uL 96 %-tnog etanola. Zatim se mijeri
apsorbancija pri 593 nm. BaZdarni pravac nacrta se iz dobivenih vrijednosti pomoc¢u programa
Microsoft Excel, na apscisi su oznacene koncentracije Troloxa (umol/L), dok se na ordinati
nalaze izmjerene vrijednosti apsorbancija pri 593 nm. Dobivena jednadZba pravca sluzi za

izraCunavanje 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 izrazen je u mmol Trolox ekvivalenata (TE) na 100 g uzorka kao

srednja vrijednost dvaju mjerenja.

3.2.5. 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).

Priprema uzorka

Ekstrakte kore banane potrebno je razrijediti ekstrakcijskim otapalom prema potrebi.
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Postupak odredivanja
160 uL razrijedenog uzorka pomijeSa se s 2 mL 1 %-tnog ABTSe«+ te se nakon 1 min mijeri

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

Izrada baZdarnog pravca

Kako bi se izradio bazdarni pravac pripremi se 0,02 mol/L standardna otopina Troloxa tako $to
se u plasti€noj ladici izvaze 500 mg Troloxa te kvantitativho prenese u odmjernu tikvicu od 100
mL i nadopuni 100 %-tnim metanolom do oznake. Iz standardne otopine pripreme se
razrjedenja u koncentracijama 25, 50, 100 i 200 ymol/L tako $to se redom pipetira 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 %-tnog ABTS+ te se nakon 1
min mjeri apsorbancija pri 734 nm. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija baZdarni pravac crta
se tako da 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 uM

R? — koeficijent determinacije

Antioksidacijski kapacitet izrazen je u mmol Trolox ekvivalenata (TE) na 100 g uzorka kao

srednja vrijednost dvaju mjerenja.

3.2.6. Statisticka obrada rezultata

Eksperiment je dizajniran kao puni faktorijalni dizajn s tri nezavisne varijable promatrane na tri
razine - omjer mase uzorka i volumena otapala, amplituda ultrazvuka i vrijeme ekstrakcije, dok
su kao zavisne varijable promatrani maseni udio hidroksicimetnih kiselina i flavonoida te
antioksidacijska aktivnost odredena FRAP i ABTS metodama. Za izradu bazdarnih dijagrama i
obradu rezultata mjerenja koriSten je program Microsoft Excel, a statistiCka analiza provedena
je u programu Statistica 11.0 (StatSoft, Inc., Tulsa SAD). Shapiro-Wilk-ov i Leveneov test su

primjenjeni za ispitivanje normalnosti i homoskedastiCnosti podataka te je na normalno
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distribuiranim i homogenim uzorcima provedena jednosmjerna analiza varijance (ANOVA) s
post-hoc Tukey testom, dok je na uzorcima Kkoji nisu udovoljili uvjetima normalnosti i

homoskedasti¢nosti proveden neparametrijski Kruskal-Wallis test.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu provedena je ekstrakcija hidroksicimetnih kiselina i ukupnih flavonoida iz kore
banane primjenom UAE uz 30 %-tni etanol kao ekstrakcijsko otapalo te odredivanje
antioksidacijske aktivnosti FRAP i ABTS metodama.

Promatran je utjecaj parametara ekstrakcije potpomognute ultrazvukom na izolaciju
fenolnih spojeva kore banane, a promatrani parametri ukljucivali su omjer mase uzorka i
volumena otapala (1:40, 1:50 i 1:60 g/mL), amplitudu ultrazvuka (50, 75 i 100 %) te vrijeme
ekstrakcije (5, 10 i 15 min).

U tablici 2 prikazani su rezultati dobiveni spektrofotometrijskim odredivanjem masenih
udjela ukupnih hidroksicimetnih kiselina i ukupnih flavonoida izoliranih iz kore banane pomocu
UAE, a statisticka obrada dobivenih rezultata prikazana je u tablici 3. Rezultati antioksidacijske
aktivnosti odredene FRAP i ABTS metodama prikazani su u tablici 4, a statisticka obrada
rezultata u tablici 5.

Dobiveni rezultati obradeni su u Microsoft Excel programu i tablicno prikazani kao srednja

vrijednost dva paralelna mjerenja + standardna devijacija.
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4.1. UTJECAJ UAE NA UDIO UKUPNIH HIDROKSICIMETNIH KISELINA |
UKUPNIH FLAVONOIDA KORE BANANE

Tablica 2. Maseni udio ukupnih hidroksicimetnih kiselina (mg CAE/100 g) i ukupnih flavonoida

(mg QE/100 g) izoliranih iz kore banane primjenom UAE

Omjer uzorka . Vrijeme . UkL!p_n € Ukupn_l .
Br. i otapala Amplituda ekstrakcije hldl:oks_lmmetne flavonoidi
uzorka (g/mL) (%) (min) kiseline(mg (mg QE/100 g)
CAE /100 g)

1 5 115,89 + 0,81 45,26 + 0,41
2 50 10 108,14 + 3,21 48,29 + 0,81
3 15 107,71 £ 4,02 37,96 + 0,82
4 5 106,99 + 0,00 46,55 £ 1,63
5 1:40 75 10 132,55 £ 0,80 56,64 + 5,30
6 15 152,59 + 0,81 67,04 + 1,64
7 5 100,31 £ 0,00 40,27 + 3,26
8 100 10 102,48 + 0,81 41,03+ 1,64
9 15 91,30 £ 1,61 59,65 + 0,41
10 5 137,41 £ 0,00 46,95+ 1,02
11 50 10 139,11 £ 5,03 64,14 £ 0,00
12 15 151,55 £ 0,00 59,57 + 4,61
13 5 115,71 £ 2,02 37,08 + 2,56
14 1:50 75 10 135,79 + 3,01 49,52 + 2,04
15 15 137,24 + 0,00 55,21 + 2,56
16 5 116,68 + 3,03 42,23 + 2,56
17 100 10 163,68 + 1,01 62,11+ 2,05
18 15 157,76 £ 1,01 49,74 £ 0,00
19 5 168,70 + 3,63 67,02 + 1,84
20 50 10 129,00 + 2,43 50,29 + 2,46
21 15 127,39 + 2,43 52,08 + 2,46
22 5 148,92 + 3,64 58,20 + 1,23
23 1:60 75 10 155,25 + 0,00 53,95+ 247
24 15 190,30 + 1,22 92,69 + 0,62
25 5 155,04 + 7,29 71,76 £ 1,85
26 100 10 174,90 + 6,08 73,54 +1,85
27 15 258,18 £ 7,29 146,74 + 3,08

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

Maseni udjeli ukupnih hidroksicimetnih kiselina kretali su se u rasponu od 91,30 + 1,61 do

258,18 £ 7,29 mg CAE/100 g $to je vidljivo iz tablice 2, pri €emu je najniza vrijednost zabiljezena

kod uzorka 9 gdje je primjenjen omjer uzorka i otapala 1:40 g/mL i amplituda 100 % u

vremenskom intervalu od 15 min. NajviSa vrijednost odredena je kod uzorka 27 gdje je pri

omjeru uzorka i otapala 1:60 g/mL primjenjena amplituda 100 % u vremenskom intervalu od 15

min. Prosjecna vrijednost iznosila je 140,02 mg CAE/100 g (tablica 3).
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Maseni udjeli ukupnih flavonoida odredeni su u rasponu od 37,08 + 2,56 do 146,74 + 3,08

mg QE/100 g. Prosje¢na vrijednost iznosila je 58,35 mg QE/100 g. Najniza vrijednost zapazena

je kod uzorka 13 gdje je pri omjeru uzorka i otapala 1:50 g/mL primjenjena amplituda 75 % u

vremenskom intervalu od 5 min, a najviSa vrijednost odredena je kod uzorka 27 gdje je pri

omjeru uzorka i otapala 1:60 g/mL primjenjena amplituda 100 % u vremenskom intervalu od 15

min.

Tablica 3. Rezultati statistiCke analize utjecaja parametara UAE na maseni udio ukupnih
hidroksicimetnih kiselina i ukupnih flavonoida iz kore banane

Ukupne Ukupni
Izvor varijacije N hidroksicimetne flavonoidi
kiseline (mg QE/100 g)
(mg CAE/100 g)
Omijer uzorak:otapalo (g/mL) p<0,01* p=0,01*
1:40 18 113,11 + 4,28 49,19 + 2,29°
1:50 18 139,44 + 3,79° 51,84 £ 2,13%
1:60 18 167,52 + 9,09° 74,03 £ 6,96°
Amplituda (%) p=0,60 p=0,51
50 18 131,66 + 4,64° 52,40 £ 2,18
75 18 141,71 + 5,572 57,43 + 3,60°
100 18 146,70 £ 11,95° 65,23 + 7,58°
Vrijeme (min) p=0,74 p=0,06
5 18 129,52 + 5,47° 50,59 + 2,81°
10 18 137,88 * 5,50° 55,50 £ 2,29°
15 18 152,67 + 11,232 68,97 £ 7,512
ProsjeCna vrijednost 54 140,02 58,35

Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti + standardna pogreska.
*statisticki znacajan Cimbenik. Vrijednosti unutar ¢elije oznacene razli€itim slovom su statisticki

znacajne kod p < 0,05.

U tablici 3 prikazani su utjecaji omjera uzorka i otapala, amplitude i vremena tijekom UAE

na masene udjele ukupnih hidroksicimetnih kiselina i ukupnih flavonoida izrazenih u mg

CAE/100 g, odnosno mg QE/100 g. Na temelju statistiCke analize moze se primjetiti kako se

jedino omjer uzorka i otapala (g/mL) pokazao kao statistiCki znacajan €imbenik (p < 0,05).
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NajniZa vrijednost ukupnih hidroksicimetnih kiselina u ovom radu zapaZena je pri omjeru
1:40 g/mL i iznosi 113,11 £ 4,28 mg CAE/100 g, a pove¢anjem udjela otapala povec¢avao se i
prinos ekstrakcije. Omjeri uzorka i otapala 1:50 i 1:60 g/mL medusobno se statisticki ne
razlikuju, ali se statisticki znacajno razlikuju u usporedbi s omjerom 1:40 g/mL te je vidljivo kako
je prinos najveci pri omjeru 1:60 g/mL u iznosu od 167,52 £ 9,09 mg CAE/100 g. Kod ukupnih
flavonoida omjeri uzorka i otapala 1:40 i 1:50 g/mL statistiCki se zna€ajno ne razlikuju, a
najmaniji prinos u iznosu od 49,19 + 2,29 mg QE/100 g ostvaren je pri omjeru 1:40 g/mL.
Medutim, statistiCki zna€ajno se razlikuju od omjera 1:60 g/mL pri kojem je ostvaren najvedi
prinos flavonoida u iznosu od 74,03 + 6,96 mg QE/100 g. Iz navedenog se moze zakljuciti kako
je optimalan omjer uzorka i otapala za ekstrakciju ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonoida
iz kore banane 1:60 g/mL.

Opcenito, veéi volumen otapala rezultirat ¢e veéim prinosima ekstrakcije buduci da dovodi
do povecanja ucinkovitosti otapanja ciljanog spoja. Kao rezultat smanjenja gustoce smjese,
brzina Sirenja ultrazvuénih valova je povecana, a smanjeno je priguSenje ultrazvucne snage.
Smanjenje viskoznosti smjese dovodi do ucinkovitijeg prijenosa energije ¢ime se poboljSava
uCinkovitost ekstrakcije, odnosno u slu€aju UAE pojatava ucinak kavitacije. Stoga je
optimiranje omjera uzorka i otapala kljuéno za maksimiziranje ucinkovitosti ekstrakcije i
postizanje vecih prinosa (Shen i sur., 2023). Rezultate sli¢ne rezultatima u ovom radu dobili su
Kim i Yoon (2023), koji su kao optimalni omjer uzorka i otapala pri UAE fenolnih spojeva kore
Sipka odredili 53,50 mL/g te se omjer uzorka i otapala pokazao kao statistiCki znacajan
¢imbenik. Promatrali su omjere od 40 do 60 mL/g te se udio ukupnih fenola pove¢avao do oko
50-55 mL/g, a zatim je do$lo do smanjenja kako se omjer priblizio 60 mL/g. Zivkovié i sur. (2019)
odredivali su utjecaj omjera uzorka i otapala na sadrzaj ukupnih fenola i pojedinacnih
bioaktivnih spojeva (elaginska kiselina, galna kiselina, punikalin i punikalagin) iz ekstrakta kore
nara (Punica granatum L.). Optimalni uvjeti procesa ekstrakcije za omjer uzorka i otapala
iznosili su 1:44 g/mL. Nize vrijednosti dobili su Vo i sur. (2023) koji su promatrali utjecaj omjera
uzorka i otapala (od 10 do 50 mL/g) tijekom UAE te je postupak ekstrakcije fenola i flavonoida
iz kore marakuje optimiziran na 28 mL/g. Kao otapalo koriStena je smjesa etanola, acetona i
vode. DoSlo je do povecanja prinosa ekstrakcije fenola i flavonoida pove¢anjem omjera s 10 na
30 mL/g, Sto se moze pripisati pojatanom ucinku kavitacije koji moze dovesti do pojaCane
sonoporacije i fragmentacije na povrsini materijala, Sto posljedi¢no olakSava difuziju otapala u
biljni materijal. Medutim, pove¢anjem omjera na 50 mL/g doSlo je do smanjenja ukupnih
flavonoida. Prevelik omjer uzorka i otapala mozZe uzrokovati vecéi intenzitet u€inka kavitacije na
medij za ekstrakciju te tako dovesti do razgradnje flavonoida i smanjenja ucinkovitosti
ekstrakcije. Isto su potvrdili i Nishad i sur. (2019a) koji su optimirali parametre UAE kako bi se

maksimizirao prinos sadrzaja ukupnih fenola i ukupnih flavonoida iz kore grejpfruta. Utvrdeno
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je da prinos ukupnih fenola raste s povecanjem omjera uzorka i otapala do 30 mL/g, a nakon
toga pokazuje trend opadanja. Ovi su rezultati u skladu s naCelom prijenosa mase koje
objasnjava stvaranje veceg koncentracijskog gradijenta pri visokom omjeru uzorka i otapala, a
time i ve¢u difuziju fenola u ekstraktu. Medutim, nakon odredene to¢ke dolazi do zasicenja i
daljnje povec¢anje omjera uzrokuje nejednoliku distribuciju fenola i vecu izloZzenost toplini
ultrazvucne obrade, $to dovodi do znacajne redukcije fenolnih spojeva.

Nadalje, amplituda se u ovom radu nije pokazala kao statistiCki znaCajan Cimbenik.
Promatrani su utjecaji amplitude 50, 75 i 100 % te je kod ukupnih hidroksicimetnih kiselina
najveci prinos ostvaren pri amplitudi 100 % u iznosu od 146,70 + 11,95 mg CAE/100 g, iako se
ta vrijednost nije statisticki izdvojila. NajviSi prinos ukupnih flavonoida ostvaren je takoder pri
amplitudi 100 % te je iznosio 65,23 + 7,58 mg QE/100 g, a najmanji prinos pri amplitudi 50 %
odnosno 52,40 + 2,18 mg QE/100 g. Primjecuje se kako povec¢anjem amplitude ne dolazi do
znacajnog povecanja prinosa, no s obzirom na ostvarene najvisSe vrijednosti, moze se zakljuciti
kako je za izolaciju fenola pomoc¢u UAE iz kore banane optimalna amplituda 100 %. Op¢enito,
povecanjem amplitude povecava se broj ciklusa kompresije i ekspanzije ultrazvuénih valova i
kao posljedica toga dolazi do veceg prinosa spojeva. Medutim, bitno je naglasiti kako se
povecanje prinosa ekstrakcije ne moZze pripisati iskljuCivo abrazivnim uéincima ultrazvuénih
Torres i sur., 2017).

NajviSa vrijednost ukupnih fenolih spojeva pri amplitudi 100 % zabiljezena je i u istrazivanju
koje su proveli Junior i sur. (2021) na kori Spondias purpurea L. Nesto nizu vrijednost amplitude
zabiljezili su Razola-Diaz i sur. (2021) kojima se kao optimalna pokazala amplituda 90 %
prilikom UAE fenolnih spojeva i odredivanja antioksidacijske aktivnosti iz kore narance. Belsi i
sur. (2024) su kao optimalnu amplitudu odredili 80 % prilikom izolacije polifenola iz kore narance
uz primjenu UAE. Amplituda viSa od 85 % nije smatrana prikladnom, kako bi se izbjegao bilo
kakav negativan ucinak ultrazvuka na polifenolne spojeve i kako bi se sprijecili u€inci erozije na
ultrazvuénu sondu. U istrazivanju koje su proveli Nihad i sur. (2019b) amplituda se pokazala
kao statisticki znacajan ¢imbenik UAE prilikom izolacije polifenola iz kore Citrus sinensis (sorta
Malta) te su kao optimalnu amplitudu odredili 70,89 %, a promatrali su utjecaje amplitude
izmedu 60i 100 %. Sharayei i sur. (2019) promatrali su utjecaj amplitude 20, 60 i 100 % prilikom
UAE na bioaktivhe spojeve i antioksidacijsku aktivnost spojeva iz kore Sipka. Kao optimalna
amplituda, koja se pokazala i kao statistiCki zna¢ajan ¢imbenik, odredena je amplituda 60 %.
Kaur i sur. (2022) proveli su standardizaciju UAE za ekstrakciju fenolnih spojeva iz kore manga
te su promatrali amplitude od 20 do 50 %. Ultrazvuéna amplituda imala je zna€ajan ucinak na
ekstrakciju fenolnih spojeva i antioksidacijsku aktivnost kore manga pri ¢emu je najviSi sadrzaj

fenola uocen pri amplitudi od 40 %, nakon ¢ega je zabiljeZzeno smanjenje.
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Kada se promatra vrijeme ekstrakcije, ukupne hidroksicimetne kiseline su najveci prinos u
iznosu od 152,67 + 11,23 mg CAE/100 g ostvarile pri trajanju 15 min, dok su najnize vrijednosti
ostvarene pri trajanju 5 min u iznosu od 129,52 + 5,47 mg CAE/100 g. Sto se tite ukupnih
flavonoida, najviSi prinos dobiven je ekstrakcijom u trajanju 15 min te je iznosio 68,97 + 7,51
mg QE/100 g, a najniza vrijednost ostvarena je pri trajanju 5 min u iznosu od 50,59 + 2,81 mg
QE/100 g. U oba slucaja nijedna vrijednost se nije statistiCki izdvojila te vrijeme ne predstavlja
statistiCki znac¢ajan €imbenik stoga se kao optimalna vrijednost uzima ona koja je ostvarila
najviSe prinose. S obzirom na najvise vrijednosti koncentracija i ukupnih hidroksimetnih kiselina
i flavonoida, iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti kako je optimalno vrijeme ekstrakcije za
ukupni ekstrakt u ovom radu 15 min.

Jednake rezultate dobili su Junior i sur. (2021) gdje su najvece vrijednosti ukupnih fenola i
antioksidacijske aktivnosti iz kore Spondias purpurea L. odredene pri optimalnom vremenu
ekstrakcije u trajanju od 15 min. Kumar i Srinivasa Rao (2020) u svom istrazivanju proveli su
UAE u pulsnom modu za ekstrakciju bioaktivnih spojeva iz kore nara (P. granatum L.) te su
promatrali vrijeme ekstrakcije od 5 do 15 min kako bi se maksimizirao prinos ukupnog sadrzaja
fenola, flavonoida, ukupnog kondenziranog i hidroliziraju¢eg tanina te antioksidativne aktivnosti
te je kao optimalno vrijeme odredeno 12,8 min. Povecanje ukupnih fenola pri duzem vremenu
sonikacije i radnom ciklusu moze biti posljedica povecéanja stvaranja mikromjehuri¢a, $to dovodi
do oStecenja stanica i samim time vecCeg oslobadanja fenola. Nizu vrijednost odredili su
Sharayei i sur. (2019) odnosno optimalno vrijeme ekstrakcije bioaktivnih spojeva iz kore nara
(Punica granatum L.) iznosilo je 6,2 min. Suprotno tome, Zivkovié i sur. (2019) kao optimalno
vrijeme ekstrakcije polifenolnih komponenti iz kore nara (P. granatum L.) odredili su 25 min.
Najveci prinos ukupnih polifenola iz kore Sipka pri duljem trajanju ekstrakcije zabiljezili su Kim i
Yoon (2023) gdje je optimalno vrijeme ekstrakcije iznosilo 29,5 min. Promatrali su trajanje
ekstrakcije od 20 do 40 min te su zamijetili kako se prinos polifenola pove¢avao s vremenom
ekstrakcije do 30 min, nakon Cega je uslijedilo postupno smanjenje prinosa nakon 35 min.
Razola-Diaz i sur. (2021) proveli su optimiranje UAE fenolnih spojeva iz kore narance te su kao
optimalno vrijeme ekstrakcije odredili 35 min. Isto su zabiljezili Nihad i sur. (2019b), kao
optimalno vrijeme ekstrakcije odredili su 35 min prilikom UAE polifenola iz kore C. sinensis
(sorta Malta). Shehata i sur. (2021) proveli su optimizaciju uvjeta UAE ekstrakcije bioaktivnih
spojeva iz narancine kore koristenjem metodologije povrSine odziva te su kao optimalno vrijeme
ekstrakcije ukupnih fenola i ukupnih flavonoida odredili 44 min. U istrazivanju koje su proveli
Ma i sur. (2009) odredeno je kako optimalno vrijeme ekstrakcije hidroksicimetnih kiselina iz kore
mandarine (Citrus unshiu Marc) primjenom UAE iznosi 40 min, a isto su utvrdili i Nipornram i
sur. (2018) koji su proveli optimiziranje uvjeta UAE kako bi povecali prinos ekstrakta, ukupni

sadrzaj fenola i flavonoida iz kore mandarine (Citrus Reticulata Blanco cv. Sainampueng).
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Zaklju€no, sa ciliem ostvarenja najviSih prinosa ukupnih hidroksicimetnih kiselina i
flavonoida, kao optimalni uvjeti za ekstrakciju iz kore banane pokazali su se omjer uzorka i

otapala 1:60 g/mL, amplituda 100 % te vrijeme 15 min.
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4.2. UTJECAJ UAE NA ANTIOKSIDACIJSKU AKTIVNOST SPOJEVA KORE
BANANE

Tablica 4. Antioksidacijska aktivnost ekstrakata kore banane (mmol TE/100 g) odredena FRAP
i ABTS metodom u ovisnosti o uvjetima UAE

Omjer uzorka . Vrijeme FRAP ABTS
or | i otapala Am'(’o'/:t)“da ekstrakcije | (mmol TE/00g) | (mmol TE/00 g)
(g/mL) (min)
1 5 2,87 £ 0,20 3,76 £ 0,13
2 50 10 2.99 £ 0.27 4,22 +0.25
3 15 232038 3,58 + 0,08
4 5 4,27 £ 0.06 1.21 £ 0,00
5 1:40 75 10 4,89 011 5,31 £ 0,04
6 15 4,36 + 011 5,50 + 0,01
7 5 5,61 £ 0,40 1.21 £ 0,00
8 100 10 4,07 £ 0.10 4,71+ 0,04
9 15 5,38 £ 0.43 5,04 £ 0,20
10 5 3,75 £ 0,08 5,32 £ 0,10
11 50 10 5,55 + 0,07 6,73 £ 0,04
12 15 4,87 + 0,01 5,22 0,05
13 5 6,05 £ 0,09 7.23£0,03
14 1:50 75 10 5.31£0.16 6.51 0,02
15 15 5,32 + 0,24 5.51+0.12
16 5 6,74 £ 0,01 6,73 0.03
17 100 10 4,82+ 0,08 5,32+ 0,11
18 15 4,99+ 0.16 5,60 0,15
19 5 452008 5,02 £ 0.26
20 50 10 5,00 £ 0,11 6,34 £ 0.36
21 15 4,51+ 0.16 515+ 0,18
22 5 5,92 £ 0,23 6,87 £ 0,05
23 1:60 75 10 5,57 £ 0.44 6.32 £ 0,00
24 15 7.71£0,13 7.53£ 0,03
25 5 473 0,02 5,88 + 0,01
26 100 10 6,77 £ 0.47 6,60 £ 0,03
27 15 8,65 * 0,00 8,43 £ 0,02

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

Prema rezultatima prikazanim u tablici 4 vidljivo je kako se antioksidacijska aktivnost

odredena u ekstraktima kore banane FRAP metodom krece u rasponu od 2,32 £+ 0,38 do 8,65

+ 0,00 mmol TE/100 g. Prosjecna vrijednost iznosi 5,09 mmol TE/100 g (tablica 5). Najniza

vrijednost odredena je kod uzorka 3 gdje je pri omjeru uzorka i otapala 1:40 g/mL primjenjena

amplituda 50 % u vremenskom trajanju od 15 min. NajviSa vrijednost zabiljezena je kod uzorka

27 gdje je pri omjeru uzorka i otapala 1:60 g/mL primjenjena aplituda 100 % u vremenskom

intervalu od 15 min.
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Antioksidacijska aktivnost odredena ABTS metodom krece se u rasponu od 1,21 + 0,00 do
8,43 £ 0,02 mmol TE/100 g. Prosje¢na vrijednost iznosi 5,44 mmol TE/100 g, a najniza
vrijednost odredena je u uzorku broj 4 pri omjeru otapala i uzorka 1:40 g/mL i primjeni amplitude
75 % u vremenskom intervalu od 5 min. NajviSa vrijednost pripada uzorku 27 gdje je pri omjeru

uzorka i otapala 1:60 g/mL primjenjena aplituda 100 % u vremenskom intervalu od 15 min.

Tablica 5. Rezultati statistiCke analize utjecaja parametara UAE na antioksidacijsku aktivnost
spojeva kore banane (mmol TE/100 g) odredenih FRAP i ABTS metodom

FRAP ABTS
Izvor varijacije N (mmol TE/100 g) | (mmol TE/100 g)
Omijer uzorak:otapalo (g/mL) p=0,07 p<0,01*
1:40 18 4,08 £ 0,272 3,84 £ 0,372
1:50 18 5,27 £ 0,19° 6,03 +0,18°
1:60 18 5,93 £ 0,34° 6,46 + 0,25°
Amplituda (%) p<0,01* p=0,03*
50 18 4,04 £ 0,26° 5,04 £ 0,242
75 18 5,49 + 0,24° 5,78 +0,43°
100 18 5,75+ 0,33° 5,51+ 0,45%°
Vrijeme (min) p=0,64 p=0,80
5 18 4,94 + 0,28° 4,80 £ 0,53?
10 18 5,00 £ 0,242 5,78 £ 0,212
15 18 5,35+ 0,43? 5,74 £ 0,33?
Prosje€na vrijednost 54 5,09 5,44

Rezultati su izraZeni kao srednje vrijednosti + standardna pogreska.
*statisticki znacajan €imbenik. Vrijednosti unutar ¢elije oznacene razli€itim slovom su statisticki

znacajne kod p < 0,05.

U tablici 5 prikazan je utjecaj omjera uzorka i otapala, amplitude i vremena tijekom UAE na
antioksidacijsku aktivnost (mmol TE/100 g) spojeva kore banane odredenih FRAP i ABTS
metodama. Kod FRAP metode vidljivo je kako se samo amplituda pokazala kao statistiCki
znacajan ¢imbenik (p < 0,05). Kod ABTS metode statistiCki znacajni Cimbenici bili su omjer

uzorka i otapala te amplituda (p < 0,05).

35



Na temelju rezultata statistiCke analize, vidljivo je kako kod FRAP metode omjer uzorka i
otapala nije imao statistiCki znacCajan utjecaj na antioksidacijsku aktivnost te je najniza vrijednost
dobivena kod omjera 1:40 g/mL u iznosu od 4,08 + 0,27 mmol TE/100 g, a najviSa vrijednost
pri omjeru 1:60 g/mL u iznosu od 5,93 + 0,34 mmol TE/100 g. Poveéanjem udjela otapala kod
FRAP i ABTS metoda doslo je do povec¢anja antioksidacijske aktivnosti. NajviSa vrijednost
antioksidacijske aktivnosti kod ABTS metode odredena je kod omjera 1:60 g/mL u iznosu od
6,46 + 0,25 mmol TE/100 g, ali se statisticki ne razlikuje od omjera 1:50 g/mL u iznosu od 6,03
+ 0,18 mmol TE/100 g. Buduéi da obje metode najviSe vrijednosti ostvaruju pri najve¢em omjeru
uzorka i otapala, kao optimalan parametar ekstrakcije za obje metode mozZe odrediti omjer
uzorka i otapala 1:60 g/mL, Sto je u skladu i s uvjetima optimalnim za izolaciju ukupnih
hidroksicimetnih kiselina i flavonoida.

Tabaraki i sur. (2012) prouCavali su utjecaj omjera uzorka i otapala na ekstrakciju
antioksidansa s pet omjera 1:20, 1:30, 1:40, 1:50 i 1:60 g/mL tijekom 20 min iz kore nara (P.
granatum L.). Rezultati su pokazali kako se ekstrakcija antioksidansa i njihov prinos povecavaju
s povecanjem omjera otapala i uzorka &to je u skladu s nacelima prijenosa mase. Medutim, visi
omjer otapala i uzorka moZze znaciti ve€u upotrebu otapala u ekstrakciji i potroSnju energije u
kasnijoj fazi obrade. ANOVA je pokazala kako nema znalajne razlike pri ekstrakciji
antioksidansa izmedu omjera uzorka i otapala od 1:50 i 1:60 g/mL kod FRAP i DPPH metode.
Stoga je kao optimalan omjer uzorka i otapala uzet 1:50 g/mL kako bi se smanjila uporaba
otapala. Vrijednosti odredene FRAP metodom kretale su se od 24,30 do 63,37 mmol Fe?*/100
g s.t.. Castafieda-Valbuena i sur. (2021) istrazivali su utjecaj UAE na antioksidacijsku aktivnost
ekstrakata nusproizvoda manga odnosno kore i sjemenki te su odredili kako je antioksidacijska
aktivnost ekstrakata sjemenki bila ve¢a nego kod ekstrakata kore. Omjer uzorka i otapala
(g/mL) pokazao je statistiCki znacajan ucinak (p < 0,05) kod ABTS metode iz ekstrakata kore.
Promatrani su omjeri od 1:30 do 1:50 g/mL te je kao optimalan omjer uzorka i otapala odabran
1:50 g/mL, a vrijednosti antioksidativne aktivnosti ekstrakata iz kore manga kretale su se za
ABTS od 239,13 do 1155,83 mg TE/g i FRAP od 7,11 do 100,89 mg TE/g. Op¢enito, kada se
koriste visoki omijeri otopljene tvari i otapala, fenomen prijenosa mase se ubrzava zbog
prisutnosti ve¢eg koncentracijskog gradijenta izmedu Cestica (uzorka) i tekuce faze (otapala) i
8to viSe ekstrahiranih spojeva imaju to viSe antioksidativhog kapaciteta mogu ocekivati od
ekstrakata (Castafieda-Valbuena i sur., 2021).

Vu i sur. (2017) optimizirali su UAE parametare pri ekstrakciji fenolnih spojeva i odredivali
antioksidacijsku aktivnost kore banane (Musa cavendish). Pokazali su kako je povecanje
temperature, vremena, snage te omjera uzorka i otapala prilikom UAE dovelo do blago
smanjenih antioksidacijskih svojstava. Kao optimalni uvjeti ekstrakcije odredeni su: omjer

uzorka i otapala 8:100 g/mL, vrijeme 5 min, snaga 150 W (60 %), koncentracija acetona 60 %

36



te temperatura 30 °C. U njihovom radu, znac¢ajan utjecaj na antioksidacijski kapacitet mjeren
ABTS metodom (p < 0,05) imaju omjer uzorka i otapala te koncentracija otapala (acetona).
Odredili su i kako vrijeme UAE te koncentracija acetona znacajno utjeCu na antioksidacijsku
aktivnost FRAP ekstrakta kore banane (p < 0,05). Duze vrijeme UAE generiralo je ekstrakte s
nizim FRAP vrijednostima, koje su se povecale kada je koncentracija acetona porasla na 60 %,
a zatim smanijile dodatnim porastom koncentracije na 80 %. Medutim, utvrdili su kako UAE
temperatura, snaga te omjer uzorka i otapala nemaju znac¢ajan utjecaj na FRAP (p > 0,05).
Antioksidacijski kapacitet ABTS iznosio je 48,38 mg TE/g s.t., a FRAP of 42,26 mg TE/g s.t..
Aznar-Ramos i sur. (2022) usporedivali su ultrazvuénu kupelj i sondu prilikom ekstrakcije
fenolnih spojeva iz nusproizvoda kore manga. Prilikom odredivanja antioksidacijske aktivnosti,
vrijednosti za ekstrakte dobivene u ultrazvuénoj kupelji kretale su se kod DPPH od 3,4 do 17,8
mg TE/g s.t., ABTS od 3,9 do 24,8 mg TE/g s.t. i FRAP od 4,0 do 16,5 mg TE/g s.t., dok su
vrijednosti prilikom ekstrakcije sa sondom bile u rasponu od 10,1 do 28,7 mg TE/g s.t. za DPPH,
od 13,6 do 44,3 mg TE/g s.t. za ABTS, odnosno od 13,7 do 33,8 mg TE/g s.t. za FRAP. Trend
rezultata analize antioksidansa bio je vrlo sli¢an rezultatima ukupnih fenolnih spojeva odnosno
najnize i najviSe vrijednosti dobivene su pri istim uvjetima u oba modela. Kao optimalni uvjeti
ekstrakcije u ultrazvuénoj kupelji odredeni su koncentracija etanola 45 %, vrijeme 60 min i omjer
uzorka i otapala 1:450 g/mL, dok su optimalni uvjeti za ekstrakciju sondom bili koncentracija
etanola 55 %, vrijeme 18 min i amplituda 65 %.

Nadalje, iz tablice primjecujemo kako je poveéanjem amplitude doslo i do znacajnog
povecanja antioksidacijske aktivnosti te da se amplituda kod FRAP metode pokazala kao
statisticki znacCajan cCimbenik. Najniza vrijednost antioksidacijske aktivnosti biljezi se pri
amplitudi 50 %, a primjenom amplitude 100 % dobivena je najviSa prosje€na vrijednost od 5,75
+ 0,33 mmol TE/100 g, medutim ona se statistiCki znacajno ne razlikuje od vrijednosti pri
amplitudi 75 % koja iznosi 5,49 + 0,24 mmol TE/100 g. Budu¢i da se najveci prinos ostvario pri
amplitudi 100 %, ona se moze uzeti kao optimalna kod FRAP metode. Vrijednosti amplitude
kod ABTS metode statisticki se znacajno razlikuju izmedu 50 i 75 %, dok se amplituda 100 %
statisti¢ki znacajno ne razlikuje u odnosu na preostale dvije, odnosno povec¢anje prinosa vidljivo
je povecanjem amplitude s 50 na 75 %, a zatim dolazi do smanjenja prinosa povec¢anjem
amplitude na 100 %. NajviSa vrijednost ostvarena je pri amplitudi 75 % te iznosi 5,78 £ 0,43
mmol TE/100 g, stoga se kao optimalna amplituda za ABTS uzima 75 %.

Sli¢no dobivenim rezultatima, istrazivanje koje su proveli Junior i sur. (2021) pokazalo je
znacajno povecanje antioksidacijske aktivnosti FRAP-a s pove¢anjem amplitude. Promatrali su
amplitude 20, 60 i 100 % te je pri amplitudi 100 % ostvarena najveca antioksidacijska aktivnost.
U istrazivanju koje su proveli Razola-Diaz i sur. (2021) najvec¢a antioksidacijska aktivnost iz

kore naran€e odredena ABTS metodom dobivena je primjenom amplitude 90 %. U istrazivanju
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koje su proveli Castafieda-Valbuena i sur. (2021) statistiCka analiza pokazala je kako amplituda
nije imala znacajan ucinak na antioksidacijsku aktivnost ekstrakata kore manga (p > 0,05),
promatrane su amplitude od 40 do 76 % te je kao optimalna odredena amplituda 76 %.

Nadalje, uz omjer uzorka i otapala, vidljivo je kako ni vrijeme ne pokazuje statisticki
znacajan utjecaj kod FRAP metode. Najvida vrijednost biljezi se pri trajanju ekstrakcije od 15
min, u iznosu od 5,35 + 0,43 mmol TE/100 g te se u ovom slu€aju 15 min moze uzeti kao
optimalno vrijeme ekstrakcije. Vrijeme se ni kod ABTS metode nije pokazalo kao statisticki
znacajan Cimbenik, a najviSa vrijednost zabiljezena je u vremenskom intervalu od 10 min u
iznosu od 5,78 + 0,21 mmol TE/100 g, stoga se 10 min mozZe smatrati optimalnim vremenom
ekstrakcije za ABTS metodu.

U istrazivanju koje su na kori Sipka proveli Tabaraki i sur. (2012) vrijeme ekstrakcije
znacajno je utjecalo na FRAP vrijednost. Duze vrijeme ekstrakcije imalo je pozitivan ucinak na
sadrzaj ukupnih fenola, FRAP, DPPH i prinos ekstrakcije na konstantnoj temperaturi i
koncentraciji etanola. Optimalno vrijeme ekstrakcije za sve odredivane komponente iznosilo je
30 min. Zhong i sur. (2022) proveli su alkalnu hidrolizu potpomognutu ultrazvukom za
ekstrakciju polifenola iz kore pitahaje (Hylocereus undatus 'Foo-Lon'). Primijenjeno vrijeme
sonikacije nalazilo se u rasponu od 15 do 75 min te je rezultiralo pove¢anim prinosom ekstrakta
koji je dostigao maksimum nakon 45 min. Medutim, dodatnim produljenjem vremena sonikacije,
ukupni sadrzaj fenola ekstrakta nije znacajno fluktuirao, dok se ukupni sadrzaj flavonoida
neznatno smanijio. To se moze pripisati mehani¢kom ucinku smicanja ultrazvuka. Ovaj bi u€inak
mogao unistiti stani¢nu stijenku, pospjesiti otapanje aktivnih komponenti u stanici i pobolj3ati
brzinu ekstrakcije ciljnih spojeva. Medutim, prejak mehanicki uCinak moze dovesti do
razgradnje i razaranja strukture polifenola i smanjenja aktivnih sastojaka. Optimalni uvjeti
ekstrakcije za aktivnost ABTS su u skladu s ukupnim fenolima i flavonoidima, odnosno vrijeme
sonikacije u iznosu od 45 min.

Temeljem svih prikazanih rezultata mozZe se utvrditi kako su u ovom radu optimalni uvjeti
UAE za proizvodnju ekstrakata kore banane s najviSom antioksidacijskom vrijednosti izmjerene
FRAP metodom bili isti kao i oni za izolaciju ukupnih hidrocimetnih kiselina i flavonoida, omjer
uzorka i otapala 1:60 g/mL, amplituda 100 % i vrijeme 15 min, dok je ABTS metoda pokazala
drugadiji trend i rezultirala najviSim vrijednostima pri nesto nizoj amplitudi i vremenu ekstrakcije,

to€nije omjeru uzorka i otapala 1:60 g/mL, amplitudi 75 % i vremenu 10 min.
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5. ZAKLJUCCI

1. Primjenom UAE iz kore banane izolirane su hidroksicimetne kiseline s prosjeCnom
vrijednoS¢u 140,02 mg CAE/100 g i flavonoidi 58,35 mg QE/100 g.

2. Antioksidacijska aktivnost odredena je FRAP metodom s prosje¢nom vrijednoséu
5,09 mmol TE/100 g i ABTS metodom 5,44 mmol TE/100 g.

3. Od ispitivanih parametara (omjer uzorka i otapala, amplituda ultrazvuka i vrijeme
ekstrakcije) samo omjer uzorka i otapala ima statistiCki znac¢ajan utjecaj (p < 0,05)
na masene udjele ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonoida, dok na
antioksidacijsku aktivnost statisticki znacajno (p < 0,05) kod ABTS metode utje€u
omjer uzorka i otapala te amplituda, a kod FRAP metode samo amplituda.

4. Povecéanjem omjera uzorka i otapala doslo je do poveéanja masenih udjela ukupnih
hidroksicimetnih kiselina i flavonoida i povecéanja antioksidacijske aktivnosti.

5. Optimalni parametri za izolaciju hidroksicimetnih kiselina i flavonoida primjenom
UAE su omjer uzorka i otapala 1:60 g/mL, amplituda 100 % i vrijeme 15 min Sto
vrijedi i za ostvarivanje najviSe antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom. Kod
ABTS metode optimalni uvjeti su omjer uzorka i otapala 1:60 g/mL, amplituda 75 %
i vrijeme 10 min.

6. UAE se pokazala kao ucinkovita metoda za ekstrakciju fenolnih spojeva iz kore

banane.
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