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 ZADATAK 

 

Zadatak ovog završnog rada je bio postaviti metodu određivanja ukupnih fenola 

u uzorcima algi na dva uređaja; klasičnom UV-VIS spektrofotometru i mikrotitarskom 

čitaču ploča, korištenjem dvaju standarda. 

 



 

 

 SAŽETAK 

 

Alge su važan izvor različitih bioaktivnih spojeva, stoga su od iznimne važnosti 

otkrića i razvoj novih analitičkih metoda i tehnika za proučavanje njihovih metabolita. 

Osobitu pozornost znanstvenika privukli su fenoli smeđih algi koji su karakteristični 

samo za te organizme, a nazivaju se florotanini. Cilj ovog završnog rada je bio postaviti 

metodu određivanja ukupnih fenola na dva uređaja; klasičnom UV-VIS 

spektrofotometru i mikrotitarskom čitaču ploča. Kod postavljanja metode korištene su 

dvije otopine standarda, galna kiselina i floroglucinol. Galna kiselina je općenito 

najkorišteniji standard za izradu baždarnih pravaca i izražavanje rezultata određivanja 

fenola u različitim uzorcima (biljke, plodovi, sokovi, prerađevine, itd.), dok je 

floroglucinol osnovna građevna jedinica florotanina. Obzirom da se rezultati 

određivanja sadržaja fenola u algama u znanstvenim studijama izražavaju preko oba 

spoja, postavljanje metode određivanja ukupnih fenola korištenjem oba standarda može 

olakšati njihovu međusobnu usporedbu. 

 

Ključne riječi: ukupni fenoli, mikrotitarski čitač ploča, 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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UVOD 

 

U posljednjem desetljeću morski ekosustav privukao je pozornost istraživača 

diljem svijeta, osobito organizmi koji posjeduju ili proizvode spojeve visoke biološke 

aktivnosti. Posebno zanimljivima se smatraju alge, heterogena skupina fotosintetskih 

organizama često izložena nepovoljnim uvjetima okoliša koji na njih ne ostavljaju 

posljedice, što implicira na njihovu sposobnost stvaranja ili posjedovanje različitih 

zaštitnih metabolita. Od osobitog značaja među fitokemikalijama u algama se smatraju 

fenolni spojevi, jedna od najvećih i najrasprostranjenijih grupa sekundarnih metabolita, 

koji su važni zbog velike farmakološke aktivnosti i niza blagotvornih učinaka od kojih 

je najpoznatije njihovo antioksidacijsko djelovanje. 

Zbog složenosti i raznolikosti fenola te razlika u njihovoj reaktivnosti prema 

reagensima koji se koriste za njihovo određivanje, vrlo je teško pronaći odgovarajući 

standard za njihovu kvantifikaciju. Za to se najčešće 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 određivanje fenola je korištena Folin Ciocalteu metoda na koju 

su testirana upravo dva najkorištenija standarda; galna kiselina i floroglucinol, dok su za 

postavljanje metode korištena i dva različita uređaja: klasični UV-VIS spektrofotometar 

i mikrotitarski čitač ploča. 
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1. OPĆI DIO 

 

 

1.1.  SPEKTROFOTOMETRIJA 

 

Spektrofotometrija je instrumentalna metoda koja služi za proučavanje atomske i 

molekulske strukture spojeva. Temelji se na interakciji uzorka s elektromagnetskim 

zračenjem, pri čemu ispitivani uzorak apsorbira ili emitira točno određenu količinu 

zračenja koja se potom mjeri i interpretira. Apsorpcijska spektroskopija temelji se na 

ultraljubičastom (UV) i vidljivom zračenju (VIS) te predstavlja najpopularniju tehniku u 

kvantitativnoj kemijskoj analizi zbog svoje točnosti, selektivnosti, jednostavnosti, široke 

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

 

 

1.1.1. UV-VIS spektrofotometrija 

 

UV-VIS spektrofotometrija je tehnika kojom se određuje koncentracija uzorka 

mjereći intenzitet zračenja kojeg je ispitivani uzorak apsorbirao. U osnovi, tu se radi o 

energijama koje uzrokuju određeni elektronski prijelaz s obzirom na vrste veza u 

molekulama uzorka. Navedene energije zapravo predstavljaju ultraljubičasto ili vidljivo 

zračenje koje uzrokuje prijelaz elektrona popunjene orbitale manje energije u 

nepopunjenu orbitalu više energije. (3) 

Spektralni raspon za UV-VIS područje je približno 190–900 nm (4), a korist 

UV-VIS spektroskopije za kvantitativna mjerenja proizlazi iz linearnog odnosa između 

apsorbancije i koncentracije apsorbirajuće tvari. (2) Obzirom da brojni organski i 

anorganski spojevi apsorbiraju UV-VIS zračenje, upravo se oni korištenjem UV-VIS 

spektroskopije mogu na jednostavan način kvantitativno i odrediti. (5) 
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1.1.2. Spektrofotometar 

 

Spektrofotometar je instrument koji mjeri apsorbanciju kao funkciju valne 

duljine svjetlosti. Princip određivanja 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 propušta. Spektrofotometar mjeri propušteno tj. neapsorbirano zračenje, 

odnosno točnije, uspoređuje intenzitet ulaznog svjetla i svjetla koje je prošlo kroz 

uzorak. (3) Obzirom na postojanje linearnog odnosa između apsorbancije i 

koncentracije apsorbirajuće tvari, spektrofotometrom se može odrediti i koncentracija 

poznate kemijske tvari mjerenjem intenziteta detektirane svjetlosti.  

 

 

 

 

Slika 1. Shematski prikaz osnovne strukture spektrofotometra (3) 

 

Glavni dijelovi spektrofotometra su (6):  

 

a) Izvor svjetlosti 

Žarulja koja daje svjetlost bijele boje podjednakog intenziteta za cjelokupno područje 

valnih duljina. Kao izvor UV-VIS zračenja najčešće se koriste deuterijeva i halogena 

žarulja.  

 

b) Monokromator (disperzni element) 

Za razdvajanje svjetlosti prema valnim duljinama koristi se prizma ili optička rešetka.  
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c) Spremnik za uzorke  

Tekući uzorci stavljaju se u kivete koje su obično debljine od jednog centimetra. Kao 

referentni uzorak se uglavnom koristi čisto otapalo (obično 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 zračenja kroz referentni uzorak, a nakon toga intenzitet zračenja propuštenog 

kroz uzorak koji se određuje, dok se kod dvosnopnog spektrofotometra zrake 

monokromatskog zračenja razdvajaju u dva snopa od kojih jedan prolazi kroz referentni 

uzorak, a drugi kroz uzorak koji se određuje. 

 

d) Detektor zračenja i pretvornik 

Ovaj dio spektrofotometra sastoji se od fotoćelije koja predstavlja senzor. Fotoćelija, 

proporcionalno intenzitetu zračenja, daje električni signal koji se potom preračunava u 

apsorbanciju.  

 

e) Procesor signala i uređaj za njegovo očitavanje 

Naprava koja pojačava električni signal iz detektora predstavlja sami procesor signala, 

dok monitor računala predstavlja uređaj za njegovo očitavanje.  

 

 

1.1.3. Beerov zakon 

 

Snop svjetlosti usmjeren kroz uzorak, može biti transmitiran, apsorbiran ili 

raspršen. Apsorbirano svjetlo je energija svjetla apsorbirana u volumenu uzorka, 

transmitirano svjetlo ima isti smjer prolaza kroz uzorak kao i upadni snop svjetla, dok 

raspršeno svjetlo prolazi u drugom smjeru s obzirom na ulazno svjetlo. (3) 

Kod UV-VIS spektroskopije mjerenja se izvode pomoću transmitancije T koja 

predstavlja mjeru količine neapsorbiranog zračenja. To je zapravo omjer intenziteta 

propuštenog zračenja kroz uzorak (I) i intenziteta ulaznog zračenja (I0) iz čega proizlazi 

jednadžba:  

 

T = I / I0 
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Slika 2. Shematski prikaz apsorpcije, transmisije i raspršenja svjetla (3) 

 

 

 

 

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

apsorpcije elektromagnetskog zračenja (3) 

 

 

Transmitancija ovisi eksponencijalno o koncentraciji pa kako bi se funkcija 

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

Apsorbancija predstavlja mjeru količine apsorbiranog zračenja i obrnuto je 

proporcionalna transmitanciji tj. raste kako se povećava prigušenje zrake.  
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Definira se jednadžbom:  

 

 

A = log (1/T)   =   log (I0/I)   =   ε × b × c 

 

 

gdje je: 

 

ε- molarni apsorpcijski koeficijent (dm3 mol-1 cm-1), 

b- duljina puta svjetlosti kroz uzorak (cm),  

c- koncentracija otopljene tvari u otopini.  

 

Ovaj izraz je poznat kao Lambert-Beerov, ili kraće samo Beerov zakon. 

 

Apsorpcijski ili ekstinkcijski koeficijent (ɛ) je karakteristika neke tvari pod točno 

određenim uvjetima kao što su valna duljina, otapalo i temperatura, a ovisi i o 

karakteristikama korištenog uređaja. U kvantitativnoj analizi se upravo zato ne koristi 

ovaj parametar, već se koriste baždarni (kalibracijski) pravci izrađeni testiranjem 

otopina standarda poznatih koncentracija. (7) 

 

 

Slika 4. Beerov zakon (ovisnost apsorbancije o koncentraciji) (7) 
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Lambert-Beerov zakon, odnosno zakon apsorpcije kvantitativno pokazuje 

ovisnost apsorbancije o koncentraciji. Prilikom prolaza zračenja kroz medij u kojem se 

ispitivani analit nalazi, smanjuje se intenzitet elektromagnetskog zračenja zbog prijelaza 

analita u pobuđeno stanje. 

Mjerenja apsorbancije uglavnom se izvode na valnoj duljini koja odgovara 

nekom apsorpcijskom maksimumu, jer je promjena apsorbancije po jedinici 

koncentracije u toj točki najveća. Apsorpcijska krivulja je relativno ravna u 

maksimumu, što omogućuje dobru linearnost i manju mogućnost pogreške ako se ne 

postigne točna valna duljina na instrumentu. Apsorpcijski spektri u UV-VIS području 

koriste se i za određivanje prisutnosti pojedinih skupina u spoju, u nekim slučajevima 

može se ustanoviti identitet spoja kao cjeline. (5) 
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1.2. FENOLNI SPOJEVI 

 

Fenolni spojevi su jedna od najznačajnijih i najbrojnijih te široko 

rasprostranjenih skupina sekundarnih biljnih metabolita uključenih u mnoge 

metaboličke procese. (8,9) Strukturno, fenole čini aromatski prsten koji na sebi sadrži 

jednu ili više hidroksilnih (-OH) skupina. Ukupno je do danas pronađeno i istraženo 

preko 8000 različitih 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 najčešće javljaju kao konjugati s mono- i 

polisaharidima,  povezani s jednom ili više fenolnih skupina, a pojavljuju se i kao esteri 

i metilni esteri. (8) 

 

 

 

Slika 5. Osnovna podjela polifenola (2) 

 

U biljkama gdje ih se primarno može naći djeluju antimikrobno i štite od UV 

zračenja, daju boju cvjetovima te na taj način pridonose oprašivanju dok fenoli lišća 

pospješuju fiziološko preživljavanje biljaka štiteći je od gljivičnih infekcija i zračenja. 

Uključeni su i u disanje, proces fotosinteze, spolno određivanje i prijenos energije. 

Osim toga fenoli utječu na boju, okus i miris hrane te joj daju stabilnost, dok 

konzumacija hrane koja obiluje ovim spojevima pozitivno djeluje na ljudsko zdravlje i 

štiti organizam od brojnih oboljenja. (9) 
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Fenolnim spojevima prepisuju se mnoga pozitivna djelovanja na organizam od 

kojih je najznačajnije antioksidacijsko, antialergijsko, antibakterijsko, antikancerogeno, 

antimutageno, antiviralno i protuupalno djelovanje. (10) 

 

 

1.2.1. Klasifikacija fenolnih spojeva 

 

Heterogena skupina fenolnih spojeva dijeli se na složene spojeve (polifenole) 

koji imaju dvije i više povezanih fenolnih podjedinica te jednostavne spojeve 

(monofenole) koji sadrže samo jednu fenolnu jezgru. 

 

1. Fenolne kiseline 

 

Dijele se u dvije skupine: derivati hidroksibenzojeve kiseline i derivati 

hidroksicimetne kiseline (slika 6).  

 

 

 

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 može naći u kori drveća i voća, listu, cvijetu, sjemenkama, 

orašastim plodovima, čaju te vinu (11). Do danas identificirano je preko 6400 

flavonoida.  
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Najraširenija skupina flavonoida je ona čija se osnovna struktura sastoji od C15 

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

piranskim prstenom (C) koji sadrži kisik (slika 7). (12) 

 

 

Slika 7. Prikaz osnovne strukture flavonoida i podskupina (12) 
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1.2.2. Fenolni spojevi u algama 

 

Polifenoli u algama čine važnu i raznovrsnu skupinu sekundarnih metabolita. 

Najviše 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 

sadržaj u različitim vrstama algi može varirati od 1 do 14%, a najveća koncentracija 

ovih spojeva je pronađena u smeđim algama. Florotanini u algama mogu biti topljivi 

(slobodni u citoplazmi ili pojedinim staničnim organelama) ili mogu biti u vezanom 

obliku za stanične stijenke što je karakteristična forma za većinu tanina. Florotanini su 

heterogena i visokomolekulska skupina spojeva od iznimne važnosti za alge u svakom 

stupnju njihova razvoja, a također su im dokazane važne biološke aktivnosti kao što su 

antioksidacijska, antialergijska, protuupalna, antibiotskai antidijabetička aktivnost. 

Obzirom na prirodu i oblik veza između floroglucinolnih jedinica koje čine florotanine 

te broj i raspored hidroksilnih skupina u molekulama, florotanini se dijele u četiri 

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

OH

OH

OH
 

 

Slika 8. Prikaz osnovne strukture floroglucinola (14) 

 

 
Slika 9. Strukture nekih florotanina pronađenih u algama (14) 
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1.2.3. Određivanje ukupnih fenola  

 

Folin-Ciocalteu (FC) metoda je najpoznatija i najkorištenija kolorimetrijska 

metoda za određivanje 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 čemu dolazi do promjene boje iz žute u tamnoplavu. (15,16)  

Reagens se pripravlja kuhanjem tijekom 10 h smjese natrijevog volframata 

(Na2WO4×2H2O, 100 g), natrij molibdata (Na2MoO4×2H2O, 25 g), koncentrirane 

klorovodične kiseline (100 mL), 85% fosforne kiseline (50 mL) i vode (700 mL). 

Nakon ključanja smjesi se doda litijev sulfat (Li2SO4×4H2O, 150 g) kako bi se dobila 

intenzivno žuto obojena otopina FC reagensa. (17) 

Kontaminacija reducensa dovodi do zelene boje, a dodavanje oksidansa poput 

broma može ponovno vratiti željenu žutu boju.  

FC reagens oksidira fenolne spojeve u alkalnom mediju, nakon čega 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 isključuju mogućnost koordinacije kompleksa nastalih između 

metalnog središta i fenolnih spojeva. 

Intenzitet nastalog obojenja mjeri se spektrofotometrijski određivanjem 

apsorbancije pri valnoj duljini 765 nm te je proporcionalan udjelu fenolnih spojeva u 

ispitivanom uzorku. (16) Kao standard najčešće se koristi galna kiselina i rezultati se 

izražavaju u mg ekvivalenta galne kiseline (GAE) po gramu ili litri uzorka.  

Najveća prednost FC metode je njena jednostavnost, preciznost, ponovljivost i 

ekonomičnost, dok je njen najveći nedostatak nespecifičnost reagensa i moguće smetnje 

drugih prisutnih redukcijskih spojeva. Problem u analizi pomoću FC reagensa je taj da 

znanstvenici za istraživanje rezultata koriste različite spojeve kao standarde, dodatno 

komplicirajući usporedbe rezultata različitih studija. (14) 
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2. EKSPERIMENTALNI DIO 

 

 

2.1. Metoda određivanje ukupnih fenola 

 

Uređaji: 

 

• Analitička vaga Mettler P1210 (Mettler-Toledo International Inc., Columbus, SAD)  

• Spektrofotometar Specord 200 plus, (AnalytikJena, Jena, Njemačka) 

• Čitač mikrotitarskih ploča Synergy HTX Multi-Mode Reader (BioTek Instruments 

Inc., Winooski, VT, SAD)  

 

Standardi: 

 

• Galna kiselina (50-1000 mg L-1) 

• Floroglucinol (50-1000 mg L-1) 

 

Reagensi:  

 

• Folin-Ciocalteu reagens  

• Otopina natrijeva karbonata, w (Na2CO3) = 20%  

 

 

Postupak određivanja na spektofotometru:  

 

U kivetu se otpipetira 25 μL uzorka, 1,975 mL destilirane vode i 125 μL Folin-

Ciocalteu reagensa te se smjesi nakon 5 minuta doda 375 μL otopine natrijevog 

karbonata. Otopina se ostavi stajati 2 h u mraku nakon čega joj se očita apsorbancija. 

Rezultati sadržaja ukupnih fenola u uzorcima se izračunaju preko jednadžbe baždarnog 

pravca, a rezultati se izražavaju u mg ekvivalenata standardnog spoja po 1 L ekstrakta 

(mg L-1).  
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Slika 10. Pripravljeni uzorci otopina standarda za izradu baždarnih pravaca kod 

određivanja ukupnih fenola Folin-Ciocalteu metodom na spektrofotometru 

 

 

Postupak za određivanja na mikrotitarskom čitaču ploča 

 

Otpipetira se na pločicu 2,5 μL uzorka, 200 μL destilirane vode i 12,5 μL Folin-

Ciocalteu reagensa te se smjesi nakon 5 minuta doda 37,5 μL otopine natrijevog 

karbonata. Otopine se ostave stajati 2 h u mraku nakon čega im se očita apsorbancija. 

Rezultati sadržaja ukupnih fenola u uzorcima se izračunaju preko jednadžbe baždarnog 

pravca, a rezultati se izražavaju u mg ekvivalenata standardnog spoja po 1 L ekstrakta 

(mg L-1).  

 

 

    

 

Slike 11. Pripravljeni uzorci otopina standarda za izradu baždarnih pravaca kod 

određivanja ukupnih fenola Folin-Ciocalteu metodom na čitaču mikrotitarskih ploča 
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3. REZULTATI I RASPRAVA 

 

Zadatak ovog rada bio je postaviti metodu određivanja ukupnih fenola na UV-

VIS spektrofotometru i mikrotitarskom čitaču ploča te su u tu svrhu korištena dva 

standarda koja se uobičajeno koriste za izražavanje rezultata sadržaja ukupnih fenola u 

uzorcima algi, a to su galna kiselina i floroglucinol. 

Za testiranje pripravljene su otopine oba standarda, i galne kiseline i 

floroglucinola, u rasponu koncentracija od 50 do 1000 mg L-1. Pripravljeno je 5 otopina 

standarda (koncentracija 50, 100, 250, 500 i 1000 mg L-1) kako bi konstruirani baždarni 

pravci prolazili kroz 5 točaka (tablice 1-4). Nadalje, u svrhu kvantifikacije fenolnih 

spojeva preko baždarnih pravaca izvedene su jednadžbe istih.  

Rezultati određivanja ukupnih fenola i konstruiranja baždarnih pravaca na 

klasičnom UV-VIS sprektofotometru za otopine galne kiseline prikazani su u tablicama 

1 i 2 te na slikama 12 i 13, dok su rezultati određivanja na mikrotitarskom čitaču ploča 

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 

(mg L-1) 

Apsorbancija 

(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. Baždarni pravac dobiven testiranjem otopina galne kiseline korištenjem UV-

VIS spektrofotometra 

 

 

Tablica 2. Odnos koncentracije floroglucinola i apsorbancije dobiven mjerenjem na 

UV-VIS spektrofotometru 

 

Koncentracija floroglucinola 

(mg L-1) 

Apsorbancija 

(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. Baždarni pravac dobiven testiranjem otopina floroglucinola korištenjem UV-

VIS spektrofotometra 

 

 

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

mikrotitarskom čitaču ploča 

 

Koncentracija galne kiseline 

(mg L-1) 

Apsorbancija 

(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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Slika 14. Baždarni pravac dobiven testiranjem otopina galne kiseline korištenjem 

mikrotitarskog čitača ploča 

 

 

Tablica 4. Odnos koncentracije floroglucinola i apsorbancije dobiven mjerenjem na 

mikrotitarskom čitaču ploča 

 

Koncentracija floroglucinola 

(mg L-1) 

Apsorbancija 

(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 
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Slika 15. Baždarni pravac dobiven testiranjem floroglucinola korištenjem 

mikrotitarskog čitača ploča 

 

 

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

jednadžbe baždarnih pravaca su sljedeće: 

Galna kiselina y = 0,0011x + 0,027 R2 = 0,9993; 

Floroglucinol y = 0,0009x + 0,014 R2 = 0,9979 

 

dok su iste na mikrotitarskom čitaču ploča: 

 

Galna kiselina y = 0,0008x + 0,0582 R2 = 0,9995; 

Floroglucinol y = 0,0006x + 0,0563 R2 = 0,9999 

 

U oba slučaja je vidljivo da pravci dobiveni za galnu kiselinu imaju znatno veće 

nagibe od onih dobivenih za floroglucinol, iz čega proizlazi da su rezultati izraženi 

preko galne kiseline brojčano niže vrijednosti nego li su vrijednosti rezultata izraženih 

preko floroglucinola kao standarda.  
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Na primjer:   

U slučaju da je očitana apsorbancija uzorka na UV-VIS spektrofotometru 0,5 

prema jednadžbi baždarnog pravca u uzorku bi bilo 552 mg fenola izraženih preko 

galne kiseline u ekvivalentima galne kiseline po 1 L ekstrakta (mg GAE L-1), dok bi 

rezultat izražen u ekvivalentima floroglucinola po 1 L ekstrakta (mg PG L-1) bio 739 mg 

PG L-1. Ukoliko bi isto očitanje bilo na mikrotitarskom čitaču ploča sadržaj fenola bi 

bio 430 mg GAE L-1, odnosno 540 mg PG L-1. 
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4. ZAKLJUČAK 

 

Na temelju dobivenih rezultata može se zaključiti da je opisanom Folin-

Ciocalteu metodom moguće provesti određivanje fenolnih spojeva korištenjem 

klasičnog UV-VIS spektrofotometra kao i korištenjem mikrotitarskog čitača ploča. Ipak, 

rezultati prikazani u ovom radu omogućuju izražavanje rezultata sadržaja ukupnih 

fenola u uzorcima preko obaju standarda, i galne kiseline i floroglucinola, što 

omogućuje bolju usporedbu rezultata s onima objavljenim u drugim znanstvenim 

studijama. 
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