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ZADATAK

Zadatak ovog zavrSnog rada je bio postaviti metodu odredivanja ukupnih fenola
u uzorcima algi na dva uredaja; klasi¢cnom UV-VIS spektrofotometru i mikrotitarskom

¢itacu ploca, koristenjem dvaju standarda.



SAZETAK

Alge su vazan izvor razli¢itih bioaktivnih spojeva, stoga su od iznimne vaznosti
otkri¢a 1 razvoj novih analitickih metoda 1 tehnika za proucavanje njihovih metabolita.
Osobitu pozornost znanstvenika privukli su fenoli smedih algi koji su karakteristi¢ni
samo za te organizme, a nazivaju se florotanini. Cilj ovog zavr$nog rada je bio postaviti
metodu odredivanja ukupnih fenola na dva wuredaja; klasichom UV-VIS
spektrofotometru 1 mikrotitarskom citacu ploc¢a. Kod postavljanja metode koristene su
dvije otopine standarda, galna kiselina i floroglucinol. Galna kiselina je opcenito
najkoristeniji standard za izradu bazdarnih pravaca i izrazavanje rezultata odredivanja
fenola u razli¢itim uzorcima (biljke, plodovi, sokovi, preradevine, itd.), dok je
floroglucinol osnovna gradevna jedinica florotanina. Obzirom da se rezultati
odredivanja sadrzaja fenola u algama u znanstvenim studijama izrazavaju preko oba
spoja, postavljanje metode odredivanja ukupnih fenola koristenjem oba standarda moze

olaksati njthovu medusobnu usporedbu.

Klju¢ne rijeci: ukupni fenoli, mikrotitarski cita¢ ploca, spektrofotometar, galna

kiselina, floroglucinol



SUMMARY

Seaweeds are an important source of various bioactive compounds, so discovery
and development of new analytical methods and techniques for the study of their
metabolites are extremely important. Special attention has been drawn to the brown
algae phenolics, which are unique to these organisms and are called phlorotanins. The
aim of this bachelor thesis was to set up a method for the determination of total
phenolics using two devices; classic UV-VIS spectrophotometer and microtiter plate
reader. Two standard solutions, gallic acid and phloroglucinol, were used in setting up
the method. Gallic acid is generally the most widely used standard for creation of
calibration curves and determination of phenols in various samples (plants, fruits,
juices, processed products, etc.), while phloroglucinol is the basic building unit of
phlorotanins. Since in the scientific literature the phenolic content of seaweed samples
is expressed using both standards, setting up a method for determining total phenols
using both standards can provide easier comparison of the results.

Keywords: total phenols, microtiter plate reader, spectrophotometer, gallic acid,

phloroglucinol
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U posljednjem desetlje¢u morski ekosustav privukao je pozornost istrazivaca
diljem svijeta, osobito organizmi koji posjeduju ili proizvode spojeve visoke bioloSke
aktivnosti. Posebno zanimljivima se smatraju alge, heterogena skupina fotosintetskih
organizama Cesto izloZzena nepovoljnim uvjetima okolisa koji na njih ne ostavljaju
posljedice, Sto implicira na njihovu sposobnost stvaranja ili posjedovanje razlicitih
zaStitnih metabolita. Od osobitog znacaja medu fitokemikalijama u algama se smatraju
fenolni spojevi, jedna od najvecih i najrasprostranjenijih grupa sekundarnih metabolita,
koji su vazni zbog velike farmakoloske aktivnosti i niza blagotvornih u¢inaka od kojih
je najpoznatije njihovo antioksidacijsko djelovanje.

Zbog slozenosti 1 raznolikosti fenola te razlika u njihovoj reaktivnosti prema
reagensima koji se koriste za njihovo odredivanje, vrlo je tesko pronaéi odgovarajuéi
standard za njihovu kvantifikaciju. Za to se najcesce koriste galna kiselina (engl. Galic
acid equivalents, GAE), floroglucinol (engl. PhloroGlucinol Equivalents, PGE),
pirokatehol (engl. PhloroCatechol Equivalents, PCE) i katehin (engl. Catechin
Equivalents, CE).

U ovom radu za odredivanje fenola je koriStena Folin Ciocalteu metoda na koju
Su testirana upravo dva najkoriStenija standarda; galna kiselina i floroglucinol, dok su za
postavljanje metode koriStena i dva razlicita uredaja: klasi¢ni UV-VIS spektrofotometar

1 mikrotitarski ¢itac ploca.



1. OPCIDIO

1.1. SPEKTROFOTOMETRIJA

Spektrofotometrija je instrumentalna metoda koja sluzi za proucavanje atomske i
molekulske strukture spojeva. Temelji se na interakciji uzorka s elektromagnetskim
zraCenjem, pri ¢emu ispitivani uzorak apsorbira ili emitira to¢no odredenu koli¢inu
zraCenja koja se potom mjeri i interpretira. Apsorpcijska spektroskopija temelji se na
ultraljubicastom (UV) i vidljivom zracenju (VIS) te predstavlja najpopularniju tehniku u
kvantitativnoj kemijskoj analizi zbog svoje tocnosti, selektivnosti, jednostavnosti, Siroke

primjenjivosti, velike osjetljivosti i brzine izvodenja. (1,2)

1.1.1. UV-VIS spektrofotometrija

UV-VIS spektrofotometrija je tehnika kojom se odreduje koncentracija uzorka
mjeredi intenzitet zracenja kojeg je ispitivani uzorak apsorbirao. U osnovi, tu se radi o
energijama koje uzrokuju odredeni elektronski prijelaz s obzirom na vrste veza u
molekulama uzorka. Navedene energije zapravo predstavljaju ultraljubicasto ili vidljivo
zraCenje koje uzrokuje prijelaz elektrona popunjene orbitale manje energije u
nepopunjenu orbitalu vise energije. (3)

Spektralni raspon za UV-VIS podrucje je priblizno 190-900 nm (4), a korist
UV-VIS spektroskopije za kvantitativna mjerenja proizlazi iz linearnog odnosa izmedu
apsorbancije i koncentracije apsorbirajuce tvari. (2) Obzirom da brojni organski i
anorganski spojevi apsorbiraju UV-VIS zracenje, upravo se oni koriStenjem UV-VIS

spektroskopije mogu na jednostavan nacin kvantitativno i odrediti. (5)



1.1.2. Spektrofotometar

Spektrofotometar je instrument koji mjeri apsorbanciju kao funkciju valne
duljine svjetlosti. Princip odredivanja se temelji na tome da zraka svjetlosti prolazi kroz
otopinu uzorka te se jedan dio zrake apsorbira od strane uzorka (molekula), dok se drugi
dio zrake propusta. Spektrofotometar mjeri propusSteno tj. neapsorbirano zracenje,
odnosno tocnije, usporeduje intenzitet ulaznog svjetla 1 svjetla koje je proslo kroz
uzorak. (3) Obzirom na postojanje linearnog odnosa izmedu apsorbancije i
koncentracije apsorbirajuce tvari, spektrofotometrom se moze odrediti i koncentracija

poznate kemijske tvari mjerenjem intenziteta detektirane svjetlosti.

Kolimator Selektor valnih duljina Detektor
(Leca) (Uzak otvor) (Fotocelija)

o [ ] ¢ | -
Digitalni prikaz ili
[zvor svjetlosts Monokromator Otopina uzorka ureda) z2 mjerenje
( Prizma ili Resetka) (u kivet)

Slika 1. Shematski prikaz osnovne strukture spektrofotometra (3)
Glavni dijelovi spektrofotometra su (6):

a) lzvor svjetlosti
Zarulja koja daje svjetlost bijele boje podjednakog intenziteta za cjelokupno podrudje
valnih duljina. Kao izvor UV-VIS zraenja najces$ce se koriste deuterijeva i halogena

zarulja.

b) Monokromator (disperzni element)

Za razdvajanje svjetlosti prema valnim duljinama koristi se prizma ili opticka resetka.



c) Spremnik za uzorke

Tekuéi uzorci stavljaju se u kivete koje su obi¢no debljine od jednog centimetra. Kao
referentni uzorak se uglavnom koristi Cisto otapalo (obic¢no voda). Kivete koje se koriste
za referentni uzorak moraju odgovarati materijalom i dimenzijama kivetama u kojima se
nalaze ispitivani uzorci.

Razlikuju se jednosnopnii dvosnopni spektrofotometri. Oni jednosnopni prvo mjere
intenzitet zracenja kroz referentni uzorak, a nakon toga intenzitet zracenja propustenog
kroz uzorak koji se odreduje, dok se kod dvosnopnog spektrofotometra zrake
monokromatskog zracenja razdvajaju u dva snopa od kojih jedan prolazi kroz referentni

uzorak, a drugi kroz uzorak koji se odreduje.

d) Detektor zracenja i pretvornik
Ovaj dio spektrofotometra sastoji se od fotocelije koja predstavlja senzor. Fotocelija,
proporcionalno intenzitetu zracenja, daje elektri¢ni signal koji se potom preracunava u

apsorbanciju.

e) Procesor signala i uredaj za njegovo o€itavanje
Naprava koja pojacava elektri¢ni signal iz detektora predstavlja sami procesor signala,

dok monitor racunala predstavlja uredaj za njegovo ocitavanje.

1.1.3. Beerov zakon

Snop svjetlosti usmjeren kroz uzorak, moze biti transmitiran, apsorbiran ili
rasprSen. Apsorbirano svjetlo je energija svjetla apsorbirana u volumenu uzorka,
transmitirano svjetlo ima isti smjer prolaza kroz uzorak kao i upadni snop svjetla, dok
rasprseno svjetlo prolazi u drugom smjeru s obzirom na ulazno svjetlo. (3)

Kod UV-VIS spektroskopije mjerenja se izvode pomocu transmitancije T koja
predstavlja mjeru koli¢ine neapsorbiranog zraenja. To je zapravo omjer intenziteta
propustenog zracenja kroz uzorak (I) i intenziteta ulaznog zracenja (Io) iz ¢ega proizlazi

jednadzba:

T=1/1lo



upadno svjetlo

transmitirano svjetlo

rasprieno svjetlo

Slika 2. Shematski prikaz apsorpcije, transmisije i rasprsenja svjetla (3)

Apsorpcija svjetlosti

—

R -
1zlazna svjetlost

Ulazna svjetlost

Duljina puta

Slika 3. Smanjenje intenziteta ulaznog zracenja prolazom kroz uzorak kao rezultat

apsorpcije elektromagnetskog zracenja (3)

Transmitancija ovisi eksponencijalno o koncentraciji pa kako bi se funkcija

koncentracije prikazala linearno koristi se apsorbancija (A). (6)

Apsorbancija predstavlja mjeru koli¢ine apsorbiranog zraCenja 1 obrnuto je

proporcionalna transmitanciji tj. raste kako se povecava prigusenje zrake.



Definira se jednadzbom:

A=log (1/T) = log(lo/l) = exbxc

gdje je:

&- molarni apsorpcijski koeficijent (dm3mol™* cm™),
b- duljina puta svjetlosti kroz uzorak (cm),

c- koncentracija otopljene tvari u otopini.

Ovaj izraz je poznat kao Lambert-Beerov, ili kra¢e samo Beerov zakon.

Apsorpcijski ili ekstinkcijski koeficijent (¢) je karakteristika neke tvari pod to¢no
odredenim uvjetima kao Sto su valna duljina, otapalo 1 temperatura, a ovisi i 0
karakteristikama koristenog uredaja. U kvantitativnoj analizi se upravo zato ne koristi
ovaj parametar, ve¢ se koriste bazdarni (kalibracijski) pravei izradeni testiranjem

otopina standarda poznatih koncentracija. (7)

apsorbancija

0.5 1

0.0 >
koncentracija

Slika 4. Beerov zakon (ovisnost apsorbancije o koncentraciji) (7)



Lambert-Beerov zakon, odnosno zakon apsorpcije kvantitativno pokazuje
ovisnost apsorbancije o koncentraciji. Prilikom prolaza zracenja kroz medij u kojem se
ispitivani analit nalazi, smanjuje se intenzitet elektromagnetskog zracenja zbog prijelaza
analita u pobudeno stanje.

Mjerenja apsorbancije uglavnom se izvode na valnoj duljini koja odgovara
nekom apsorpcijskom maksimumu, jer je promjena apsorbancije po jedinici
koncentracije u toj toCki najveca. Apsorpcijska krivulja je relativno ravna u
maksimumu, $to omogucéuje dobru linearnost i manju mogucnost pogreske ako se ne
postigne to¢na valna duljina na instrumentu. Apsorpcijski spektri u UV-VIS podrucju
koriste se i za odredivanje prisutnosti pojedinih skupina u spoju, u nekim slu¢ajevima

moze se ustanoviti identitet spoja kao cjeline. (5)



1.2. FENOLNI SPOJEVI

Fenolni spojevi su jedna od najznacajnijih 1 najbrojnijth te Siroko
rasprostranjenih  skupina sekundarnih biljnith metabolita uklju¢enth u mnoge
metaboli¢ke procese. (8,9) Strukturno, fenole Cini aromatski prsten koji na sebi sadrzi
jednu ili vise hidroksilnih (-OH) skupina. Ukupno je do danas pronadeno i istrazeno
preko 8000 razlicitih fenolnih spojeva koji se dijele na jednostavne spojeve (fenolne
kiseline, flavonoidi) i visokopolimerizirane spojeve (lignini, tanini). U prirodi ih se
rijetko pronalazi slobodne te se najcesce javljaju kao konjugati s mono- |
polisaharidima, povezani s jednom ili vise fenolnih skupina, a pojavljuju se i kao esteri

i metilni esteri. (8)

{

KISELINE

s | z
e —
FLAVONOIDI
\J
hidroksicimetne kondenzirani lignani
\J \J

hidroksibenzojeve hidrolizirani kumarini

Slika 5. Osnovna podjela polifenola (2)

U biljkama gdje ih se primarno moZze naci djeluju antimikrobno i §tite od UV
zracenja, daju boju cvjetovima te na taj nacin pridonose oprasivanju dok fenoli lis¢a
pospjesuju fiziolosko prezivljavanje biljaka Stite¢i je od gljivicnih infekcija 1 zracenja.
UKljuéeni su i u disanje, proces fotosinteze, spolno odredivanje i prijenos energije.
Osim toga fenoli utjeu na boju, okus i miris hrane te joj daju stabilnost, dok
konzumacija hrane koja obiluje ovim spojevima pozitivno djeluje na ljudsko zdravlje i

Stiti organizam od brojnih oboljenja. (9)



Fenolnim spojevima prepisuju se mnoga pozitivna djelovanja na organizam od
kojih je najznacajnije antioksidacijsko, antialergijsko, antibakterijsko, antikancerogeno,
antimutageno, antiviralno i protuupalno djelovanje. (10)

1.2.1. Klasifikacija fenolnih spojeva

Heterogena skupina fenolnih spojeva dijeli se na slozene spojeve (polifenole)
koji imaju dvije i1 viSe povezanih fenolnih podjedinica te jednostavne spojeve
(monofenole) koji sadrze samo jednu fenolnu jezgru.

1. Fenolne kiseline

Dijele se u dvije skupine: derivati hidroksibenzojeve kiseline i derivati

hidroksicimetne Kiseline (slika 6).

HO

0

Slika 6. Osnovna struktura: a) derivat hidroksibenzojeve kiseline b) derivat
hidroksicimetne kiseline (11)

2. Flavonoidi

Flavonoidi su grupa polifenolnih spojeva, rasprostranjeni u cijelom biljnom
svijetu. Koncentrirane ih se moze naci u kori drveca i voca, listu, cvijetu, sjemenkama,
oraSastim plodovima, ¢aju te vinu (11). Do danas identificirano je preko 6400
flavonoida.



Najrasirenija skupina flavonoida je ona ¢ija se osnovna struktura sastoji od C15

(C6-C3-C6) flavonskog kostura, odnosno dva benzenska prstena (A i B) povezana

piranskim prstenom (C) koji sadrzi kisik (slika 7). (12)
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Slika 7. Prikaz osnovne strukture flavonoida i podskupina (12)
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1.2.2. Fenolni spojevi u algama

Polifenoli u algama ¢ine vaznu i raznovrsnu skupinu sekundarnih metabolita.
NajviSe su zastupljene fenolne kiseline kao najjednostavniji fenoli, zatim flavonoidi te
izrazito kompleksni spojevi naziva florotanini. Florotanini su podskupina tanina
dobivena polimerizacijom floroglucinolnih jedinica (1,3,5-trihidroksibenzena). Njihov
sadrzaj u razli¢itim vrstama algi moze varirati od 1 do 14%, a najveca koncentracija
ovih spojeva je pronadena u smedim algama. Florotanini u algama mogu biti topljivi
(slobodni u citoplazmi ili pojedinim stani¢nim organelama) ili mogu biti u vezanom
obliku za stani¢ne stijenke Sto je karakteristicna forma za vecinu tanina. Florotanini su
heterogena i visokomolekulska skupina spojeva od iznimne vaznosti za alge u svakom
stupnju njihova razvoja, a takoder su im dokazane vazne bioloske aktivnosti kao §to su
antioksidacijska, antialergijska, protuupalna, antibiotskai antidijabeticka aktivnost.
Obzirom na prirodu i oblik veza izmedu floroglucinolnih jedinica koje ¢ine florotanine
te broj i raspored hidroksilnih skupina u molekulama, florotanini se dijele u Cetiri

osnovne podskupine; floroetole i fuhalole, fukole, fukofloroetole i ekole. (13,14)

OH

OH OH

Slika 8. Prikaz osnovne strukture floroglucinola (14)
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Slika 9. Strukture nekih florotanina pronadenih u algama (14)
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1.2.3. Odredivanje ukupnih fenola

Folin-Ciocalteu (FC) metoda je najpoznatija i najkoriStenija kolorimetrijska
metoda za odredivanje ukupnih fenola. Razvili su je Folin i Ciocalteu (1927.), a temelji
se na reakcijama oksidacije i redukcije tj. na kolorimetrijskoj reakciji fenola s Folin-
Ciocalteu reagensom pri ¢emu dolazi do promjene boje iz Zute u tamnoplavu. (15,16)

Reagens se pripravlja kuhanjem tijekom 10 h smjese natrijevog volframata
(Na2WO4x2H.0, 100 g), natrij molibdata (Na2MoOsx2H>0, 25 g), koncentrirane
klorovodi¢ne kiseline (100 mL), 85% fosforne kiseline (50 mL) i vode (700 mL).
Nakon kljucanja smjesi se doda litijev sulfat (Li2SO4x4H,0, 150 g) kako bi se dobila
intenzivno Zuto obojena otopina FC reagensa. (17)

Kontaminacija reducensa dovodi do zelene boje, a dodavanje oksidansa poput
broma moze ponovno vratiti zeljenu zutu boju.

FC reagens oksidira fenolne spojeve u alkalnom mediju, nakon ¢ega se isti
reduciraju u okside. (18) Reakcija se odvija putem mehanizma prijenosa elektrona, a
plavo obojeni spojevi nastali reakcijom fenolata i FC reagensa neovisni su o strukturi
fenolnih spojeva, dakle isklju¢uju moguénost koordinacije kompleksa nastalih izmedu
metalnog sredista i fenolnih spojeva.

Intenzitet nastalog obojenja mjeri se spektrofotometrijski odredivanjem
apsorbancije pri valnoj duljini 765 nm te je proporcionalan udjelu fenolnih spojeva u
ispitivanom uzorku. (16) Kao standard najcesce se koristi galna kiselina i rezultati se
1zrazavaju u mg ekvivalenta galne kiseline (GAE) po gramu ili litri uzorka.

Najveca prednost FC metode je njena jednostavnost, preciznost, ponovljivost i
ekonomicnost, dok je njen najveci nedostatak nespecifi¢nost reagensa i moguce smetnje
drugih prisutnih redukcijskih spojeva. Problem u analizi pomo¢u FC reagensa je taj da
znanstvenici za istrazivanje rezultata koriste razlicite spojeve kao standarde, dodatno

komplicirajuci usporedbe rezultata razli¢itih studija. (14)
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Metoda odredivanje ukupnih fenola
Uredaji:
*  Analiti¢ka vaga Mettler P1210 (Mettler-Toledo International Inc., Columbus, SAD)
*  Spektrofotometar Specord 200 plus, (AnalytikJena, Jena, Njemacka)
«  Cita¢ mikrotitarskih plo¢a Synergy HTX Multi-Mode Reader (BioTek Instruments
Inc., Winooski, VT, SAD)

Standardi:

. Galna kiselina (50-1000 mg L)
. Floroglucinol (50-1000 mg L)

Reagensi:
. Folin-Ciocalteu reagens
. Otopina natrijeva karbonata, w (Na2CO3z) = 20%

Postupak odredivanja na spektofotometru:

U kivetu se otpipetira 25 pL uzorka, 1,975 mL destilirane vode 1 125 pL Folin-
Ciocalteu reagensa te se smjesi nakon 5 minuta doda 375 plL otopine natrijevog
karbonata. Otopina se ostavi stajati 2 h u mraku nakon ¢ega joj se oc€ita apsorbancija.
Rezultati sadrzaja ukupnih fenola u uzorcima se izracunaju preko jednadzbe bazdarnog
pravca, a rezultati se izraZzavaju u mg ekvivalenata standardnog spoja po 1 L ekstrakta

(mg L™).
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Slika 10. Pripravljeni uzorci otopina standarda za izradu bazdarnih pravaca kod

odredivanja ukupnih fenola Folin-Ciocalteu metodom na spektrofotometru

Postupak za odredivanja na mikrotitarskom ¢itacu ploc¢a

Otpipetira se na plocicu 2,5 uL uzorka, 200 pL destilirane vode i 12,5 puL Folin-
Ciocalteu reagensa te se smjesi nakon 5 minuta doda 37,5 uL otopine natrijevog
karbonata. Otopine se ostave stajati 2 h u mraku nakon ¢ega im se ocita apsorbancija.
Rezultati sadrzaja ukupnih fenola u uzorcima se izracunaju preko jednadzbe bazdarnog
pravca, a rezultati se izrazavaju u mg ekvivalenata standardnog spoja po 1 L ekstrakta
(mg L™).
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Slike 11. Pripravljeni uzorci otopina standarda za izradu bazdarnih pravaca kod

odredivanja ukupnih fenola Folin-Ciocalteu metodom na ¢ita¢u mikrotitarskih ploca
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3. REZULTATI | RASPRAVA

Zadatak ovog rada bio je postaviti metodu odredivanja ukupnih fenola na UV-
VIS spektrofotometru i mikrotitarskom c¢itacu ploca te su u tu svrhu koriStena dva
standarda koja se uobicajeno koriste za izraZzavanje rezultata sadrzaja ukupnih fenola u
uzorcima algi, a to su galna kiselina i floroglucinol.

Za testiranje pripravljene su otopine oba standarda, i galne Kkiseline i
floroglucinola, u rasponu koncentracija od 50 do 1000 mg L. Pripravljeno je 5 otopina
standarda (koncentracija 50, 100, 250, 500 i 1000 mg L) kako bi konstruirani bazdarni
pravci prolazili kroz 5 tocaka (tablice 1-4). Nadalje, u svrhu kvantifikacije fenolnih
spojeva preko bazdarnih pravaca izvedene su jednadZzbe istih.

Rezultati odredivanja ukupnih fenola i konstruiranja bazdarnih pravaca na
klasicnom UV-VIS sprektofotometru za otopine galne kiseline prikazani su u tablicama
1 12 te na slikama 12 i 13, dok su rezultati odredivanja na mikrotitarskom ¢ita¢u ploca

prikazani su u tablicama 3 i 4 te na slikama 14 i 15.

Tablica 1. Odnos koncentracije galne kiseline i apsorbancije dobiven mjerenjem na
UV-VIS spektrofotometru

Koncentracija galne kiseline Apsorbancija
(mg L?) (765 nm)
50 0,0716 + 0,0024
100 0,1395 + 0,0026
250 0,3333 + 0,0062
500 0,5962 + 0,0085
1000 1,1687 + 0,0589
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Slika 12. Bazdarni pravac dobiven testiranjem otopina galne kiseline koristenjem UV-

VIS spektrofotometra

Tablica 2. Odnos koncentracije floroglucinola i apsorbancije dobiven mjerenjem na
UV-VIS spektrofotometru

Koncentracija floroglucinola Apsorbancija
(mg L?) (765 nm)
50 0,0747 + 0,0057
100 0,0970 + 0,0038
250 0,2201 + 0,0057
500 0,4193 + 0,0082
1000 0,8768 + 0,0200
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Slika 13. Bazdarni pravac dobiven testiranjem otopina floroglucinola koristenjem UV-

Tablica 3. Odnos koncentracije galne kiseline i apsorbancije dobiven mjerenjem na

VIS spektrofotometra

mikrotitarskom ¢itacu ploca

Koncentracija galne kiseline Apsorbancija
(mg L?) (765 nm)
50 0,0937 + 0,0012
100 0,1377 + 0,0017
250 0,2639 + 0,0091
500 0,4430 + 0,0367
1000 0,8458 + 0,0181
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Tablica 4. Odnos koncentracije floroglucinola i apsorbancije dobiven mjerenjem na

mikrotitarskom ¢itacu ploca

Koncentracija floroglucinola Apsorbancija
(mg L) (765 nm)
50 0,0834 + 0,0070
100 0,1144 + 0,0230
250 0,2035 + 0,0048
500 0,3429 + 0,0075
1000 0,6336 + 0,0297

18



0.7

y=0,000x+0.056

0.6 R2=10,999
0.5
=
@ 0.4
N
= 03
]
2
o 0.1
0.0
0 200 400 600 800 1000 1200

Koncentracija standarda (ing L1)

Slika 15. Bazdarni pravac dobiven testiranjem floroglucinola koristenjem

mikrotitarskog ¢itaca ploca

Kao $to je vidljivo sa slika koje prikazuju mjerenja na UV-VIS spektrofotometru

jednadzbe bazdarnih pravaca su sljedece:

Galna kiselina y =0,0011x + 0,027 R?=0,9993;
Floroglucinol y =0,0009x + 0,014 R?=0,9979

dok su iste na mikrotitarskom ¢itacu ploca:

Galna kiselina y =0,0008x + 0,0582 R? = 0,9995;
Floroglucinol y = 0,0006x + 0,0563 R? =0,9999

U oba slucaja je vidljivo da pravci dobiveni za galnu kiselinu imaju znatno vece
nagibe od onih dobivenih za floroglucinol, iz ¢ega proizlazi da su rezultati izraZeni
preko galne kiseline broj¢ano nize vrijednosti nego li su vrijednosti rezultata izrazenih

preko floroglucinola kao standarda.
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Na primjer:

U slucaju da je ocitana apsorbancija uzorka na UV-VIS spektrofotometru 0,5
prema jednadzbi bazdarnog pravca u uzorku bi bilo 552 mg fenola izrazenih preko
galne kiseline u ekvivalentima galne kiseline po 1 L ekstrakta (mg GAE L), dok bi
rezultat izrazen u ekvivalentima floroglucinola po 1 L ekstrakta (mg PG L) bio 739 mg
PG L. Ukoliko bi isto o¢itanje bilo na mikrotitarskom ¢ita¢u ploca sadrzaj fenola bi

bio 430 mg GAE L™, odnosno 540 mg PG L.
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4. ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata mozZe se zakljuciti da je opisanom Folin-
Ciocalteu metodom moguce provesti odredivanje fenolnih spojeva koriStenjem
klasi¢énog UV-VIS spektrofotometra kao i koristenjem mikrotitarskog citaca ploca. Ipak,
rezultati prikazani u ovom radu omoguéuju izrazavanje rezultata sadrzaja ukupnih
fenola u uzorcima preko obaju standarda, i galne kiseline i floroglucinola, Sto
omogucuje bolju usporedbu rezultata s onima objavljenim u drugim znanstvenim

studijama.
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