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U ovom radu predlo`ena je modificirana automatizirana metoda ubrizgavanja u protok za odre|ivanje 
sadr`aja ukupnih polifenola u namirnicama bazirana na Folin-Ciocalteauovoj reakciji u 0,5 mol L-1 NaOH. 
Metoda omogu}uje automatiziranu analizu razli~itih uzoraka brzinom protoka 55 uzoraka na sat uz upotrebu 
galne kiseline kao standarda. Primjenom predlo`ene 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 vi{nje), odre|en je njihov 
“indeks ukupnih polifenola” s ve}om repetibilno{}u za razliku od ranije objavljenih metoda, manje ovisno 
o razrje|enju uzorka. U odnosu na “batch” metodu, ova je metoda visoko tolerantna prema naj~e{}im 
interferentima (SO2, reduciraju}i {e}eri i askorbinska kiselina). Rezultati dobiveni predlo`enom metodom 
pokazali su relativno slaganje s onima dobivenim referentnom Folin-Ciocalteauovom metodom.
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Fenolni spojevi u prirodi su prisutni u gotovo 
svim biljkama i namirnicama biljnog podrijetla. U 
{irem smislu nazivaju se polifenolima, a uklju~ju 
spojeve razli~ite kemijske strukture od jednostavnih 
hidroksicimetnih kiselina, antocijanina (biljni pigmenti) 
do slo`enijih flavonoida i tanina. Na slici 1 prikazana 
je osnovna podjela polifenola (1).. Premda se radi 
o vrlo heterogenoj skupini spojeva, gledano s 
kemijskog stajali{ta osnovno obilje`je svih polifenola 
je prisutnost jednog ili vi{e hidroksiliranih benzenskih 
prstenova (2). Polifenoli u biljkama mogu djelovati kao 
signalne molekule, sudjeluju u hormonskoj regulaciji 
rasta biljaka, {tite ih od infekcija mikroorganizmima 
(antibiotsko djelovanje), djeluju kao za{titni agensi 
od UV zra~enja, privla~e opra{iva~e, pridonose 
pigmentaciji biljaka, dok u namirnicama pridonose 
gor~ini, o{trini, boji, okusu, mirisu i oksidativnoj 
stabilnosti (3). Literaturni podaci upu}uju na to da 
va`nu ulogu u prevenciji humanih bolesti, uz vitamine 
i minerale, imaju i polifenolni antioksidansi iz vo}a i 

povr}a (4-7). Dokazana su protuupalna, protualergijska 
i protukancerogena djelovanja nekih polifenolnih 
spojeva, kao i namirnica koje ih sadr`avaju, kao 
npr. crno vino i zeleni ~aj (6, 8). Spojevi iz skupine 
flavonoida pokazali su se kao najja~i antioksidansi. 
Do sada je otkriveno da barem osamnaest flavonoida 
ima ve}u antioksidativnu u~inkovitost od vitamina C i 
E (7). Antioksidativna aktivnost polifenola o~ituje se u 
sposobnosti uklanjanja reaktivnih kisikovih i du{ikovih 
vrsta, ali i inhibiciji enzima koji pove}avaju oksidacijski 
stres odnosno indukciji “antioksidativnih” enzima (1). 
Ujedno polifenoli imaju sposobnost keliranja metala 
(9) te vezanja ugljikohidrata i proteina s pomo}u 
hidroksilnih skupina (1).

Odre|ivanje koncentracije ukupnih polifenola ~esta 
je analiti~ka metoda koja se svakodnevno provodi 
kako u prehrambenoj industriji tako i u agrokulturi 
(10). Naime, podaci o ukupnim polifenolima imaju 
va`nu teorijsku primjenu pri analizi antioksidativnog 
kapaciteta namirnice jer je upravo mjerenje “ukupnih 
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polifenola” prvi pristup u odre|ivanju indeksa 
ukup nih antioksidansa. Kako namirnice sadr`avaju 
razli~ite fenolne komponente, mjere se kolektivno 
kao tzv. “indeks ukupnih polifenola”. Rezultat je 
prosjek razli~itih analiti~kih odgovora fenolnih 
komponenti u uzorku. Dosad su za odre|ivanje kon-
centracije ukupnih polifenola u upotrebi naj~e{}e 
bile spektrofotometrijske metode. Najjednostavnija 
primjenjiva metoda je direktno mjerenje apsorbancije 
uzorka na 280 nm, no na taj na~in dobije se samo 
aproksimacija budu}i 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 mo`emo spektrofotometrijski 
odrediti pri 750 nm (13). Iako su spektrofotometrijske 
metode jednostavne i prakti~ne, nedostaci poput 
sporosti u uspostavljanju ravnote`e i mogu}nosti 

interferencije nekih uobi~ajenih 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 predlo`en u literaturi adaptacija 
je Jerumanisove metode, koja uklju~uje reakciju 
s amonijevim `eljezovim(III) citratom u alkalnome 
mediju pri ~emu nastaje obojeni ̀ eljezov(II) polifenolni 
kompleks (14). Budu}i da taj postupak uvelike ovisi 
o eksperimentalnim uvjetima, usporedba proto~nih 
i “batch” pokusa rezultirala je s oko 37 % pogre{ke 
(14). Stoga je pogodna osnova za mjerenje postala FC 
metoda, standardna metoda za odre|ivanje ukupnih 
polifenola, koja je prisutna u zakonskoj regulativi 
vezanoj za metode analize vina diljem svijeta (15). 
Kako bi se unaprijedile metode koje se temelje na 
Folin-Ciocalteauovoj reakciji, ispitana je primjena 
metoda automatiziranog odre|ivanja koncentracije 
ukupnih polifenola. 

Slika 1 Osnovna podjela polifenola (1)
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MATERIJAL I METODE

Mjerni ure|aji 

Pri spektrofotometrijskim mjerenjima kori{ten 
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-biotehnolo{kog 
fakulteta Sveu~ili{ta u Zagrebu, a osnovni dijelovi su 
mu: trokanalna peristalti~ka crpka, Valco Cheminert 
injekcijski ventil sa {est otvora montiran na Valco 
Model E60 aktuator, petlja za mije{anje (Φ=40 
mm) unutarnjeg promjera 0,8 mm, teflonske cijevi 
te spektrofotometar s jednom zrakom i proto~nom 
}elijom (duljina opti~kog puta 0,8 mm) kao detektor 
(slika 2 a, b, c).

Svi ure|aji bili su povezani s PC ra~unalima u 
svrhu pra}enja mjerenja, pohrane te obrade mjernih 
podataka. Prilikom obrade podataka kori{teni su 
programski paketi WinASPECT, OriginPro 7.0 i 
Microsoft Excell 2000 iz Microsoft Office 2000. 

Kemikalije i otopine

Sve kemikalije bile su p.a. ~isto}e. Voda je bila 
deionizirana na Millipore Milli Q aparatu. 

Otopine standarda galne kiseline pripravljane su 
dnevno odgovaraju}im razrje|ivanjem izvorne otopine 
masene koncentracije 1 g L-1 u deioniziranoj vodi, a 
za potrebe mjerenja metodom ubrizgavanja u protok 
te za ispitivanje utjecaja interferenata kori{tene su i 
izvorne otopine galne kiseline masene koncentracije 
5 g L-1 i 10 g L-1.

Otopina FC reagensa razrije|ena je u omjeru 1:5 
deioniziranom vodom.
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Slika 2 Dijagrami protoka: a) petlja l2 - mije{anje cjelokupne reakcijske smjese; b) petlja l1 - mije{anje otopina reagensa 1 i 2; c) petlja l1 – mije{anje 
nosa~a i injektiranog uzorka s reagensom 1. Nosa~ = deionizirana voda, reagens 1 = Folin-Ciocalteau reagens (1:10), reagens 2 = NaOH 
(c = 0,05 mol L-1, 0,5 mol L-1 i 1,0 mol L-1), uzorak =  galna kiselina (γ = 20 mg L-1, 200 mg L-1 i 1000 mg L-1), injektirani volumen = 20 
µL, protok 0,2 mL min-1 i 0,3 mL min-1, l1 = 65 cm, l2 = 1 m
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Pripravljena je otopina Na2CO3 masene kon cen-
tracije 200 g L-1 u deioniziranoj vodi te otopina NaOH 
koncentracije 1 mol L-1 u deioniziranoj vodi, koja je 
za potrebe mjerenja metodom ubrizgavanja u protok 
razrije|ena u odgovaraju}im omjerima deioniziranom 
vodom.

Otopine askorbinske kiseline i Na2SO3 pripravljene 
su u masenim koncentracijama 100 mg L-1 i 
400 mg L-1 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.) razrije|eno je 
~etiri puta deioniziranom vodom, dok su bijela vina
Chardonnay (Erdutski vinogradi d.o.o., Hrvatska, 
2001.) i Gra{evina (Vinarija Daruvar d.o.o., Hrvatska, 
2001.) kori{tena nerazrije|ena.

Otopine ~ajeva pripravljane su iz filtarskih vre}ica 
u 100 mL deionizirane vode zagrijane do temperature 
vrenja. Otopina zelenog ~aja razrije|ena je ~etiri puta, 
indijskog dva puta, dok su otopine ~ajeva od metvice, 
lipe i kamilice kori{tene nerazrije|ene.

Sokovi od crnog ribiza i vi{nje razrije|eni su dva i 
pol, odnosno dva puta deioniziranom vodom.

Metode rada

Referentna Folin-Ciocalteauova (FC) metoda 
Mjerenja su provedena spektrofotometrijski prema 

postupku za odre|ivanje koncentracije ukupnih 
polifenola autora Slinkard i Singleton (16) uz redukciju 
volumena. Rezultati su izra`eni kao ekvivalenti galne 
kiseline mg L-1.

Metoda ubrizgavanja u protok (FIA)

Aparatura sa slike 2c upotrijebljena je za protok 
deionizirane vode (nosa~), reagensa 1 (1:5 FC 
reagens) i reagensa 2 (0,5 mol L-1 NaOH) uz brzinu od 
0,3 mL min-1. Duljina l1 bila je 65 cm, a l2 1 m. Nakon 
{to je sistem uravnote`en pri λ=750 nm izmjerene su 
apsorbancije i izra|en je ba`darni dijagram za galnu 
kiselinu kao standard (20 mg L-1 do 1500 mg L-1) uz 
injicirani volumen od 20 µL. Potom su na isti na~in 
analizirani uzorci odgovaraju}ih razrje|enja. Izmjereno 
je 50 do 60 uzoraka na sat.

REZULTATI I RASPRAVA

U ovom radu ispitana je preciznost, osjetljivost 
na neke interferente i primjenjivost razra|ene 

automatizirane metode za odre|ivanje sadr`aja 
ukupnih polifenola u namirnicama rabe}i Folin-
Ciocalteauov reagens. S ciljem da se predlo`enom 
analiti~kom metodom omogu}i odre|ivanje ukupnih 
polifenola u {iroku rasponu koncentracija kako bi bila 
primjenjiva za velik broj razli~itih uzoraka, ispitane 
su odre|ene varijable u svrhu postizanja optimalnih 
uvjeta.

Optimiranje kemijskih varijabli izvedeno je tako da 
je prvo ispitan utjecaj razrje|enja FC reagensa prema 
postupku za referentnu FC metodu. Nakon {to je 
utvr|eno da razrje|enje FC reagensa nema zna~ajnog 
utjecaja na tijek reakcije i spektrofotometrijsko pra}enje 
procesa, radi ekonomi~nosti kori{ten je FC reagens 
razrije|en u omjeru 1:5 za mjerenja i referentnom i 
predlo`enom 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 odre|ivanje relativno. Nadalje, da 
bi se izbjeglo formiranje mjehuri}a u reakcijskoj petlji 
kao posljedica otpu{tanja CO2 u reakciji neutralizacije 
kiselog medija otopine FC reagensa s Na2CO3, za 
analize ubrizgavanja u protok kori{tena je otopina 
NaOH (13). Kako nije poznato koji su polifenoli 
sadr`ani u uzorcima, iskazujemo ih kao ekvivalente 
standardnih polifenola, naj~e{}e galne kiseline.

Na analiti~ki signal utje~u i instrumentalne 
varijable, poput unutarnjeg promjera i duljine 
reakcijske petlje, duljine petlje za mije{anje, injiciranog 
volumena te protoka. Testirana su tri na~ina mije{anja 
uzorka (galna kiselina), reagensa 1 (FC reagens) 
i reagensa 2 (NaOH) (slika 2), a odabran je onaj 
kojim su dobiveni o{tri pikovi te ravna osnovna linija. 
Naime, primjenom na~ina mije{anja sa slike 2a bez 
obzira radilo se o 0,05 mol L-1 ili 0,5 mol L-1 otopini 
NaOH, protoku 0,2 mL min-1 ili 0,3 mL min-1 nije 
bilo mogu}e posti}i odgovaraju}u repetibilnost, a 
dobivena je izrazito neravna osnovna linija. Razliku 
izme|u 2a i 2b ~ini samo petlja l1, koja omogu}uje 
bolje mije{anje otopina FC reagensa i NaOH, a to 
nema bitnog utjecaja na mjerenja jer se u oba slu~aja 
nosa~ u koji je injiciran uzorak mije{a sa smjesom FC 
reagensa i NaOH. Na~in mije{anja prikazan na slici 2c 
slijedi referentnu FC metodu. Dakle, u prvom koraku 
u petlji l1 dolazi do mije{anja nosa~a (deionizirana 
voda) i injiciranog uzorka s FC reagensom (reagens 
1), a potom se u petlji l2 ta smjesa mije{a s otopinom 
NaOH (reagens 2). Zna~ajan u~inak na taj korak imala 
je duljina petlje. Prema ispitanim uvjetima odabrani su 
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radni uvjeti: razrje|enje Folin-Ciocalteauova reagensa 
1:5, c (NaOH)=0,5 mol L-1, injicirani volumen 20 µL 
i protok 0,3 mL min-1. Radi provjere odabranih uvjeta 
provedena su mjerenja predlo`enom metodom s 
deset razli~itih koncentracija galne kiseline (20 mg L-1

do 1500 mg L-1) kako bi se dobio ba`darni dijagram 
(slika 3). Iz ba`darnog dijagrama vidljivo je da 
podru~je linearnosti obuhva}a raspon koncentracija 
od 20 mg L-1 do 600 mg L-1.

Slika 3 Ba`darni dijagram za odre|ivanje galne kiseline metodom 
ubrizgavanja u protok

Tablica 1 Usporedba rezultata odre|ivanja galne kiseline u smjesi s interferiraju}im spojevima referentnom metodom FC i razra|enom metodom
FIA. γ (galna kiselina)dodano = 200 mg L-1

Interferent γ / mg L-1

FC FIA

γ (galna 
kiselina)na|eno/ mg L-1 RSD / %

γ (galna
kiselina)na|eno / mg L-1 RSD / %

Askorbinska kiselina
100 300±2,64 0,88 255±5,29 2,07

400 550±6,00 1,09 415±4,00 0,96

SO2

100 280±4,58 1,64 245±3,61 1,47

400 375±2,52 0,67 250±2,00 0,80

Glukoza
2000 220±4,00 1,82 190±2,65 1,39

5000 240±3,61 1,50 230±2,00 0,87
n=3

Smetnje koje mogu uzrokovati neki spojevi 
uobi~ajeni u vinima, ali i drugim namirnicama, tijekom 
odre|ivanja sadr`aja ukupnih polifenola ispitane su 
odre|ivanjem razlika o~itanih 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 

Slika 4 Rezultati mjerenja metodom FIA standardnih otopina galne 
kiseline [γ = (50-1000) mg L-1] te ukupnih polifenola u uzorcima: 
1. zelenog ~aja; 2. ~aja od mente; 3. indijskog ~aja; 4. ~aja od 
lipe; 5. ~aja od kamilice; 6. crnog vina Cabernet Sauvignon; 
7. bijelog vina Gra{evina; 8. bijelog vina Chardonnay; 9. soka 
od crnog ribizla; 10. soka od vi{nje. Svaki standard i uzorak 
injektirani su po dva puta. 
*Masene koncentracije standarda izra`ene u mg L-1

i predlo`enom metodom. Utjecaj SO2 istra`en je 
dodatkom natrijeva hidrogensulfita otopini galne 
kiseline (γ=200 mg L-1). Dobiveni rezultati prikazani na 
tablici 1 pokazuju da je za razliku od FC metode FIA 
tolerantnija na prisutnost SO2, {to mo`e biti pripisano 
~injenici da je predlo`ena metoda ubrizgavanja u 
protok u osnovi vremenski fiksirana kineti~ka metoda, 
dok je referentna metoda ravnote`na (mjerenja 
se provode 60 minuta nakon po~etka reakcije). 
Reduciraju}i {e}eri i askorbinska kiselina tako|er 
manje utje~u na FIA metodu {to se mo`e interpretirati 
na isti na~in kao i za utjecaj SO2.

Nakon {to su odre|eni optimalni uvjeti za mjerenja 
u protoku, izmjereni su ukupni polifenoli u uzorcima 

Berend S, Grabari} Z. FLOW-INJECTION METHOD IN DETERMINING FOOD POLYPHENOL
Arh Hig Rada Toksikol 2008;59:205-212



210

(slika 4). Prije injiciranja pripremljena su odgovaraju}a 
razrje|enja uzoraka. Ukupni fenoli u uzorcima odre|eni 
su FC i FIA metodom u ekvivalentima galne kiseline. 
Obje metode koriste spektrofotometrijski detektor i 
FC reagens. Korelacija dviju metoda (slika 5) pokazuje 
dobru linearnost, iako su rezultati odre|eni metodom 
FC sustavno vi{i od rezultata odre|enih 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. 
Najvi{i rezultat dobio bi se mjerenjem apsorbancije 
nakon vi{e od dva sata, kada se posti`e ravnote`no 
stanje, {to nije prikladno za prakti~nu upotrebu. Prema 
tome, FC metoda, kod koje se spektrofotometrijski 
signal mjeri nakon jednog sata, mora dati vi{e rezultate 
od FIA metode koja je br`a, {to je vidljivo iz tablice 
1 i slike 5. Prednost FIA metode je u automatizaciji i 
brzini mjerenja, {to je va`no kod velikog broja analiza. 
Dobra korelacija samo pokazuje da se s obje metode 
dobiju linearno proporcionalni rezultati s ukupnom 
koncentracijom polifenola.

od dosad opisanih metoda. Metoda ubrizgavanja 
u protok omogu}uje realnija mjerenja polifenolnih 
spojeva za razliku od ~esto kori{tene metode direktnog 
mjerenja apsorbancije uzorka pri 280 nm i mnogo 
je br`a od navedenih dviju referentnih metoda kod 
kojih je potrebno vi{e od 30 min za analizu jednog 
uzorka. Analiti~ke karakteristike metode (preciznost 
uvjetovana tolerancijom uobi~ajenih interferencija, 
repetibilnost, raspon primjene) te brzina, jednostavnost 
i ekonomi~nost omogu}uju primjenu predlo`ene 
metode ubrizgavanja u protok za svakodnevna rutinska 
odre|ivanja ukupnog sadr`aja polifenola.
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op}u i anorgansku kemiju i elektroanalizu PBF-a, 
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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-1 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 (SO2, 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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