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U ovom radu predlozena je modificirana automatizirana metoda ubrizgavanja u protok za odredivanje
sadrZaja ukupnih polifenola u namirnicama bazirana na Folin-Ciocalteauovoj reakciji u 0,5 mol L' NaOH.
Metoda omogucéuje automatiziranu analizu razlicitih uzoraka brzinom protoka 55 uzoraka na sat uz upotrebu
galne kiseline kao standarda. Primjenom predlozene metode na konkretne uzorke (bijelo i crno vino, zeleni,
indijski te ¢aj od lipe, metvice i kamilice i bistri vo¢ni sokovi od crnog ribiza i visnje), odreden je njihov
“indeks ukupnih polifenola” s ve¢om repetibilno$¢u za razliku od ranije objavljenih metoda, manje ovisno
o razrjedenju uzorka. U odnosu na “batch” metodu, ova je metoda visoko tolerantna prema najceséim
interferentima (SO,, reducirajui eceri i askorbinska kiselina). Rezultati dobiveni predlozenom metodom
pokazali su relativno slaganje s onima dobivenim referentnom Folin-Ciocalteauovom metodom.

KLJUCNE RIJECI: Folin-Ciocalteauova reakcija, indeks ukupnih polifenola, interferenti

Fenolni spojevi u prirodi su prisutni u gotovo
svim bilkama i namirnicama biljnog podrijetla. U
Sirem smislu nazivaju se polifenolima, a ukljucju
spojeve razliCite kemijske strukture od jednostavnih
hidroksicimetnih kiselina, antocijanina (biljni pigmenti)
do sloZenijih flavonoida i tanina. Na slici 1 prikazana
je osnovna podjela polifenola (1). Premda se radi
o vrlo heterogenoj skupini spojeva, gledano s
kemijskog stajalista osnovno obiljezje svih polifenola
je prisutnost jednog ili vise hidroksiliranih benzenskih
prstenova (2). Polifenoli u biljikama mogu djelovati kao
signalne molekule, sudjeluju u hormonskoj regulaciji
rasta biljaka, Stite ih od infekcija mikroorganizmima
(antibiotsko djelovanje), djeluju kao zastitni agensi
od UV zracenja, privlace oprasivace, pridonose
pigmentaciji biljaka, dok u namirnicama pridonose
gorcini, ostrini, boji, okusu, mirisu i oksidativnoj
stabilnosti (3). Literaturni podaci upuéuju na to da
vaznu ulogu u prevenciji humanih bolesti, uz vitamine
i minerale, imaju i polifenolni antioksidansi iz voca i

povrca (4-7). Dokazana su protuupalna, protualergijska
i protukancerogena djelovanja nekih polifenolnih
spojeva, kao i namirnica koje ih sadrZavaju, kao
npr. crno vino i zeleni ¢aj (6, 8). Spojevi iz skupine
flavonoida pokazali su se kao najjaci antioksidansi.
Do sada je otkriveno da barem osamnaest flavonoida
ima vecu antioksidativnu ucinkovitost od vitamina C i
E (7). Antioksidativna aktivnost polifenola ocituje se u
sposobnosti uklanjanja reaktivnih kisikovih i dusikovih
vrsta, ali i inhibiciji enzima koji povecéavaju oksidacijski
stres odnosno indukciji “antioksidativnih” enzima (1).
Ujedno polifenoli imaju sposobnost keliranja metala
(9) te vezanja ugljikohidrata i proteina s pomoc¢u
hidroksilnih skupina (1).

Odredivanje koncentracije ukupnih polifenola ¢esta
je analiticka metoda koja se svakodnevno provodi
kako u prehrambenoj industriji tako i u agrokulturi
(10). Naime, podaci o ukupnim polifenolima imaju
vaznu teorijsku primjenu pri analizi antioksidativnog
kapaciteta namirnice jer je upravo mjerenje “ukupnih
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polifenola” prvi pristup u odredivanju indeksa
ukupnih antioksidansa. Kako namirnice sadrZavaju
razlicite fenolne komponente, mjere se kolektivno
kao tzv. “indeks ukupnih polifenola”. Rezultat je
prosjek razli¢itih analitickih odgovora fenolnih
komponenti u uzorku. Dosad su za odredivanje kon-
centracije ukupnih polifenola u upotrebi naj¢esée
bile spektrofotometrijske metode. Najjednostavnija
primjenjiva metoda je direktno mjerenje apsorbancije
uzorka na 280 nm, no na taj nac¢in dobije se samo
aproksimacija bududi da spektri pojedinih analita
mogu jako varirati (11, 12). Najpouzdanijom se
pokazala Folin-Ciocalteauova (FC) metoda. Reakcijom
polifenola i FC reagensa (smjesa fosfovolframove i
fosfomolibdenske kiseline) u blago alkalnim uvjetima
dolazi do stvaranja relativno stabilnog plavo obojenog
kompleksa koji potom mozemo spektrofotometrijski
odrediti pri 750 nm (13). lako su spektrofotometrijske
metode jednostavne i prakti¢ne, nedostaci poput
sporosti u uspostavljanju ravnoteze i moguénosti

interferencije nekih uobicajenih tvari iz uzoraka
dovele su do razvoja originalnih “batch” metoda za
uporabu u sistemima kontinuiranog protoka, poput
analize ubrizgavanja u protok (engl. Flow-Injection
Analysis; FIA). Prvi rad predloZen u literaturi adaptacija
je Jerumanisove metode, koja ukljucuje reakciju
s amonijevim Zeljezovim(lll) citratom u alkalnome
mediju pri ¢emu nastaje obojeni zeljezov(ll) polifenolni
kompleks (14). Budu¢i da taj postupak uvelike ovisi
o eksperimentalnim uvjetima, usporedba proto¢nih
i “batch” pokusa rezultirala je s oko 37 % pogreske
(14). Stoga je pogodna osnova za mjerenje postala FC
metoda, standardna metoda za odredivanje ukupnih
polifenola, koja je prisutna u zakonskoj regulativi
vezanoj za metode analize vina diliem svijeta (15).
Kako bi se unaprijedile metode koje se temelje na
Folin-Ciocalteauovoj reakciji, ispitana je primjena
metoda automatiziranog odredivanja koncentracije
ukupnih polifenola.

katehini iz caja
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Slika 1 Osnouvna podjela polifenola (1)
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MATERIJAL | METODE

Mjerni uredaji

Pri spektrofotometrijskim mjerenjima koristen
je spektrofotometar Analytik Jena model Specord
200.

Sistem za analizu ubrizgavanjem u protok
konstruiran je u Laboratoriju za op¢u i anorgansku
kemiju i elektroanalizu Prehrambeno-biotehnoloskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu, a osnovni dijelovi su
mu: trokanalna peristalticka crpka, Valco Cheminert
injekcijski ventil sa Sest otvora montiran na Valco
Model E60 aktuator, petlja za mijeSanje (®=40
mm) unutarnjeg promjera 0,8 mm, teflonske cijevi
te spektrofotometar s jednom zrakom i proto¢nom
¢elijom (duljina optickog puta 0,8 mm) kao detektor
(slika 2 a, b, ¢).

Svi uredaji bili su povezani s PC rac¢unalima u
svrhu praéenja mjerenja, pohrane te obrade mjernih
podataka. Prilikom obrade podataka koriSteni su
programski paketi WinASPECT, OriginPro 7.0 i
Microsoft Excell 2000 iz Microsoft Office 2000.

Kemikalije i otopine

Sve kemikalije bile su p.a. cistoce. Voda je bila
deionizirana na Millipore Milli Q aparatu.

Otopine standarda galne kiseline pripravljane su
dnevno odgovaraju¢im razrjedivanjem izvorne otopine
masene koncentracije 1 g L' u deioniziranoj vodi, a
za potrebe mjerenja metodom ubrizgavanja u protok
te za ispitivanje utjecaja interferenata koristene su i
izvorne otopine galne kiseline masene koncentracije
5gL'i10gL".

Otopina FC reagensa razrijedena je u omjeru 1:5
deioniziranom vodom.

Nosac O

I

Reagens 1
[Reagens2_}

Reagens 2

b)

0 | petewtor | orpad )

Nosa¢ O
Reagens 1
Reagens 2

h 0 O petektor +—otpad)
mr

h
I

I

(f 1 Detektor |

c)
Nosaé |
Reagens 2 |
peristalticka
crpka

Slika 2 Dijjagrami protoka: a) petlja L, - mijesanje cjelokupne reakcijske smjese; b) petlja [, - mijeSanje otopina reagensa 1 i 2; ¢) petlja |, - mijesanje
nosaca i injektiranog uzorka s reagensom 1. Nosa¢ = deionizirana voda, reagens 1 = Folin-Ciocalteau reagens (1:10), reagens 2 = NaOH
(c=0,05molL",0,5mol L"i 1,0 mol L"), uzorak = galna kiselina (y = 20 mg L', 200 mg L' i 1000 mg L"), injektirani volumen = 20

pL, protok 0,2 mL min' i 0,3 mL min”, [, = 65cm, [, =1m
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Pripravljena je otopina Na,CO, masene koncen-
tracije 200 g L'! u deioniziranoj vodi te otopina NaOH
koncentracije 1 mol L' u deioniziranoj vodi, koja je
za potrebe mjerenja metodom ubrizgavanja u protok
razrijedena u odgovaraju¢im omjerima deioniziranom
vodom.

Otopine askorbinske kiseline i Na,SO, pripravljene
su u masenim koncentracijama 100 mg L i
400 mg L' u deioniziranoj vodi, dok su odvagane
mase (0,207 g i 0,500 g) glukoze dodane direktno u
10 mL uzorka.

Uzorci

Crno vino Cabernet Sauvignon (Povardarie
a.d. Negotino, Makedonija, 2000.) razrijedeno je
Cetiri puta deioniziranom vodom, dok su bijela vina
Chardonnay (Erdutski vinogradi d.o.o., Hrvatska,
2001.) i Grasevina (Vinarija Daruvar d.o.o., Hrvatska,
2001.) koristena nerazrijedena.

Otopine Cajeva pripravljane su iz filtarskih vrecica
u 100 mL deionizirane vode zagrijane do temperature
vrenja. Otopina zelenog Caja razrijedena je Cetiri puta,
indijskog dva puta, dok su otopine ¢ajeva od metvice,
lipe i kamilice koriStene nerazrijedene.

Sokovi od crnog ribiza i vi$nje razrijedeni su dva i
pol, odnosno dva puta deioniziranom vodom.

Metode rada

Referentna Folin-Ciocalteauova (FC) metoda

Mjerenja su provedena spektrofotometrijski prema
postupku za odredivanje koncentracije ukupnih
polifenola autora Slinkard i Singleton (16) uz redukciju
volumena. Rezultati su izrazeni kao ekvivalenti galne
kiseline mg L.

Metoda ubrizgavanja u protok (FIA)

Aparatura sa slike 2¢ upotrijebljena je za protok
deionizirane vode (nosac), reagensa 1 (1:5 FC
reagens) i reagensa 2 (0,5 mol L' NaOH) uz brzinu od
0,3 mL min". Duljina [, bila je 65 cm, al, 1 m. Nakon
$to je sistem uravnotezen pri A=750 nm izmjerene su
apsorbancije i izraden je bazdarni dijagram za galnu
kiselinu kao standard (20 mg L' do 1500 mg L") uz
injicirani volumen od 20 uL. Potom su na isti nacin
analizirani uzorci odgovarajuéih razrjedenja. lzmjereno
je 50 do 60 uzoraka na sat.

REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu ispitana je preciznost, osjetljivost
na neke interferente i primjenjivost razradene

automatizirane metode za odredivanje sadrzaja
ukupnih polifenola u namirnicama rabe¢i Folin-
Ciocalteauov reagens. S ciliem da se predlozenom
analitickom metodom omogudi odredivanje ukupnih
polifenola u Siroku rasponu koncentracija kako bi bila
primjenjiva za velik broj razliitih uzoraka, ispitane
su odredene varijable u svrhu postizanja optimalnih
uvjeta.

Optimiranje kemijskih varijabli izvedeno je tako da
je prvo ispitan utjecaj razrjedenja FC reagensa prema
postupku za referentnu FC metodu. Nakon $to je
utvrdeno da razrjedenje FC reagensa nema znacajnog
utjecaja na tijek reakcije i spektrofotometrijsko pracenje
procesa, radi ekonomic¢nosti koristen je FC reagens
razrijeden u omjeru 1:5 za mjerenja i referentnom i
predlozenom metodom. Prema literaturnim podacima
s obzirom na kinetiku nastajanja FC kompleksa,
apsorbancija se mjeri 30 odnosno 60 min nakon
dodatka reagensa (10, 13, 16), $to mora biti vremenski
to¢no koordinirano te je to problem standardne FC
metode jer je takvo odredivanje relativno. Nadalje, da
bi se izbjeglo formiranje mjehuri¢a u reakcijskoj petlji
kao posljedica otpustanja CO, u reakciji neutralizacije
kiselog medija otopine FC reagensa s Na,CO,, za
analize ubrizgavanja u protok koriStena je otopina
NaOH (13). Kako nije poznato koji su polifenoli
sadrzani u uzorcima, iskazujemo ih kao ekvivalente
standardnih polifenola, najcesée galne kiseline.

Na analiticki signal utjecu i instrumentalne
varijable, poput unutarnjeg promjera i duljine
reakcijske petlje, duljine petlje za mijeSanje, injiciranog
volumena te protoka. Testirana su tri nacina mije$anja
uzorka (galna kiselina), reagensa 1 (FC reagens)
i reagensa 2 (NaOH) (slika 2), a odabran je onaj
kojim su dobiveni ostri pikovi te ravna osnovna linija.
Naime, primjenom nacina mijeSanja sa slike 2a bez
obzira radilo se o 0,05 mol L ili 0,5 mol L'! otopini
NaOH, protoku 0,2 mL min'! ili 0,3 mL min™! nije
bilo moguce posti¢i odgovarajucu repetibilnost, a
dobivena je izrazito neravna osnovna linija. Razliku
izmedu 2a i 2b Cini samo petlja [, koja omogucuje
bolje mijeSanje otopina FC reagensa i NaOH, a to
nema bitnog utjecaja na mjerenja jer se u oba slucaja
nosac u koiji je injiciran uzorak mije$a sa smjesom FC
reagensa i NaOH. Nacin mijeSanja prikazan na slici 2¢
slijedi referentnu FC metodu. Dakle, u prvom koraku
u petlji [, dolazi do mijesanja nosaca (deionizirana
voda) i injiciranog uzorka s FC reagensom (reagens
1), a potom se u petlji , ta smjesa mijeSa s otopinom
NaOH (reagens 2). Znacajan ucinak na taj korak imala
je duljina petlje. Prema ispitanim uvjetima odabrani su
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radni uvjeti: razrjedenje Folin-Ciocalteauova reagensa
1:5, ¢ (NaOH)=0,5 mol L, injicirani volumen 20 uL
i protok 0,3 mL min'!. Radi provjere odabranih uvjeta
provedena su mjerenja predloZzenom metodom s
deset razlicitih koncentracija galne kiseline (20 mg L
do 1500 mg L") kako bi se dobio bazdarni dijagram
(slika 3). Iz bazdarnog dijagrama vidljivo je da
podrudje linearnosti obuhvaca raspon koncentracija
od 20 mg L' do 600 mg L.

0,4 +
A 150 y = 0,0004x .
r=0,9827 - "
0,3 4
0,2 4
0,1 4
O T T T 1
0 500 1000 1500 2000
y (galna kiselina) / mgL"

Slika 3 Bazdarni dijagram za odredivanje galne kiseline metodom
ubrizgavanja u protok

Smetnje koje mogu uzrokovati neki spojevi
uobicajeni u vinima, ali i drugim namirnicama, tijekom
odredivanja sadrzaja ukupnih polifenola ispitane su
odredivanjem razlika ocitanih vrijednosti apsorbancija
za standardne otopine galne kiseline s interferiraju¢om
komponentom ili bez nje. Ispitan je utjecaj triju
interferiraju¢ih spojeva u skladu s literaturom (10,
13) tako da su smjese bile analizirane referentnom

i predlozenom metodom. Utjecaj SO, istrazen je
dodatkom natrijeva hidrogensulfita otopini galne
kiseline (y=200 mg L") Dobiveni rezultati prikazani na
tablici 1 pokazuju da je za razliku od FC metode FIA
tolerantnija na prisutnost SO,, Sto moze biti pripisano
¢injenici da je predloZena metoda ubrizgavanja u
protok u osnovi vremenski fiksirana kineticka metoda,
dok je referentna metoda ravnotezna (mjerenja
se provode 60 minuta nakon pocetka reakcije).
Reducirajuéi seceri i askorbinska kiselina takoder
manje utjecu na FIA metodu Sto se moZe interpretirati
na isti nacin kao i za utjecaj SO,.

Nakon $to su odredeni optimalni uvjeti za mjerenja
u protoku, izmjereni su ukupni polifenoli u uzorcima

0,35 5

1000*

0,30 4

800*

0,25 4

0,20

A750

0,15
0,10 -

0,05 4

0,00 4

-0.05 T T T T T T

t (ubrizgavanje ) / min

Slika 4 Rezultati mjerenja metodom FIA standardnih otopina galne
kiseline [y = (50-1000) mg L""] te ukupnih polifenola u uzorcima:
1. zelenog caja; 2. ¢aja od mente; 3. indijskog Caja; 4. aja od
lipe; 5. ¢aja od kamilice; 6. crnog vina Cabernet Sauvignon;
7. bijelog vina Grasevina; 8. bijelog vina Chardonnay; 9. soka
od crnog ribizla; 10. soka od visnje. Svaki standard i uzorak
injektirani su po dva puta.
*Masene koncentracije standarda izrazene u mg L™

Tablica 1 Usporedba rezultata odredivanja galne kiseline u smjesi s interferirajucim spojevima referentnom metodom FC i razradenom metodom

FIA.y (galna kiselina), , =200 mg L'
FC FIA
Interferent y/mg L
o rf@na ey e v@na o pen
kiselina) , /mgL kiselina) , /mgL
Askorbinska kiselina 100 300+2,64 0,88 255+5,29 2,07
400 550+6,00 1,09 415+4,00 0,96
SO 100 280+4,58 1,64 245+3,61 1,47
? 400 375+2,52 0,67 250+2,00 0,80
2000 220+4,00 1,82 190+2,65 1,39
Glukoza
5000 240+3,61 1,50 230+2,00 0,87

n=3
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(slika 4). Prije injiciranja pripremljena su odgovarajuéa
razrjedenja uzoraka. Ukupni fenoli u uzorcima odredeni
su FC i FIA metodom u ekvivalentima galne kiseline.
Obje metode koriste spektrofotometrijski detektor i
FCreagens. Korelacija dviju metoda (slika 5) pokazuje
dobru linearnost, iako su rezultati odredeni metodom
FC sustavno visi od rezultata odredenih metodom
FIA. To je u skladu s ¢injenicom da polifenoli, kao
nedefinirana smjesa razli¢itih analita, s FC reagensom
stvaraju kompleksan spoj koji ima svoju kinetiku.
Najvisi rezultat dobio bi se mjerenjem apsorbancije
nakon vise od dva sata, kada se postize ravnotezno
stanje, $to nije prikladno za prakticnu upotrebu. Prema
tome, FC metoda, kod koje se spektrofotometrijski
signal mjeri nakon jednog sata, mora dati viSe rezultate
od FIA metode koja je brza, $to je vidljivo iz tablice
1 i slike 5. Prednost FIA metode je u automatizaciji i
brzini mjerenja, $to je vazno kod velikog broja analiza.
Dobra korelacija samo pokazuje da se s obje metode
dobiju linearno proporcionalni rezultati s ukupnom
koncentracijom polifenola.

1200 - 10
=
50 1000 - 9
g
\<
E 800 - 8
<
R=
2 600 6 %
-~
<
=
ED 400 S
= 3

200 -

1 24
0

T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

y (galna kiselina),. / mg L"

Slika 5 Usporedba mjerenja ukupnih polifenola metodom FC i metodom
FIA u uzorcima: 1. caja od kamilice; 2. ¢aja od lipe; 3. bijelog
vina Grasevina; 4. ¢aja od mente; 5. bijelog vina Chardonnay;
6. soka od visnje; 7. indijskog caja; 8. soka od crnog ribizla; 9.
zelenog caja; 10. crnog vina Cabernet Sauvignon. Dobivena
korelacija je pravac y = 0,755 x + 1,930 s pripadaju¢im r =
0,9988

ZAKLJUCAK

Rabedi optimizirani dijagram protoka i najbolje
prilagodene vrijednosti kemijskih varijabli uklju¢enih u
odredivanje ukupnih polifenola, razradena je metoda
ubrizgavanja u protok, koja se pokazala pouzdanijom

od dosad opisanih metoda. Metoda ubrizgavanja
u protok omogucuje realnija mjerenja polifenolnih
spojeva za razliku od Cesto koristene metode direktnog
mjerenja apsorbancije uzorka pri 280 nm i mnogo
je brza od navedenih dviju referentnih metoda kod
kojih je potrebno vise od 30 min za analizu jednog
uzorka. Analiticke karakteristike metode (preciznost
uvjetovana tolerancijom uobicajenih interferencija,
repetibilnost, raspon primjene) te brzina, jednostavnost
i ekonomicnost omoguc¢uju primjenu predlozene
metode ubrizgavanja u protok za svakodnevna rutinska
odredivanja ukupnog sadrZaja polifenola.
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Summary

DETERMINATION OF TOTAL POLYPHENOL CONTENT IN FOOD WITH THE FLOW-INJECTION
METHOD

This paper describes an optimised flow-injection method for the determination of total polyphenol in
food based on the Folin-Ciocalteau reaction in 0.5 mol L' NaOH. The method allows different types of
samples to be analysed automatically at a rate of 55 samples per hour by using gallic acid as standard. By
applying the proposed method to real samples (white and red wines, green, Indian, lime-tree, mentha and
chamomile teas, and blackberry and cherry juices), their total polyphenol indices were determined with a
higher reproducibility than obtained by earlier methods, whatever the dilution used. This method is highly
tolerant towards the most common interferences (SO,, reducing sugars, and ascorbic acid) associated
with the batch method. The results obtained by the proposed method relatively agree with those obtained
using the referent Folin-Ciocalteau method.

KEY WORDS: folin-Ciocalteau reaction, total polyphenol index, interferences
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