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Popis oznaka, kratica i simbola

r Koeficijent determinacije
T Tocnost

I IskoriStenje

KV Koeficijent varijacije

SD Standardno odstupanje

LOD Granica detekcije (engl. Limit of detection)

LOQ Granica kvantifikacije (engl. Limit of quantification)

DF Faktor razrjedenja (engl. Dilution Factor)

A Apsorbancija

€ Molarni ekstinkcijski koeficijent

MW Molekulska masa (engl. Molecular Weigh)

HPLC Visokodjelotvorna tekucinska kromatografija (engl. High Performance Liquid
Chromatography)

PTFE Politetrafluoretilen
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1. Uvod

Polifenolni spojevi su sekundarni biljni metaboliti koji se mogu podijeliti prema razlici u kemijskoj
strukturi na flavonoide, fenolne kiseline, stilbene i lignane (Manach i sur., 2004). Njihova koli¢ina u
uzorcima ili model otopinama moZe se odrediti spektroskopskim metodama kao S$to su Folin-
Ciocalteu metoda za ukupne polifenole, metoda s kompleksacijom flavonoid — aluminijev klorid za

ukupne flavonoide te pH-diferencijalna metoda za ukupne antocijanine.

Prednost ovih metoda je Sto su brze, jednostavne i jeftine pa se ¢esto upotrebljavaju za odredivanje
polifenolnih spojeva. No nedostatak je Sto spektroskopske metode nisu specificne te se njima
odreduje kolic¢ina cijele skupine polifenola u uzorcima, a ne koli¢ina pojedinih polifenola. Nadalje,
kvantitativni podaci dobivaju se upotrebom kalibracijske krivulje standarda polifenola te se koli¢ina
polifenola (skupine polifenola) izrazava kao ekvivalentna koli¢ina tog standarda. Npr. ukupna koli¢ina
polifenola najcesce se izrazava u ekvivalentima galne kiseline, ukupna koli¢ina flavonoida u
ekvivalentima katehina, a ukupna koli¢ina antocijanina u ekvivalentima cijanidin-3-glukozida. PosSto
se u ovu svrhu mogu upotrijebiti razliiti polifenolni standardi, to moze dovesti do razlike u
rezultatima te do nemogucnosti usporedbe rezultata. Osim u razli¢itim uzorcima, spektroskopske
metode mogu se upotrijebiti i za odredivanje koli¢ine polifenolnih spojeva u model otopinama npr. u
modelu u kojem se prati reakcija jednog polifenolnog spoja. U tom sludaju se za odredivanje koli¢ine
kao standard mora upotrijebiti standard polifenola ¢ija se koli¢ina prati. U ovakvoj vrsti mjerenja,
spektroskopske metode mogu biti vrlo korisne jer mogu dati precizne podatke, a metode su relativno
jednostavne za izvodenje. Da bi se utvrdilo da li su spektroskopske metode pogodne za mjerenje

polifenola u uzorcima ili model otopinama, potrebno ih je vrednovati (validirati).

Za razliku od spektroskopskih metoda, metode visokodjelotvorne tekuéinske kromatografije sluze za
odredivanje pojedinih spojeva u uzorku, specifi€ne su i osjetljivije, ali najéesce skuplje i vremenski
zahtjevne. Koriste se kada je potrebno izvesti specificna mjerenja ili identifikaciju pojedinih spojeva u
uzorku ili u model otopinama. Kod kromatografskih tehnika, najuobicajenije je odrediti koli¢inu
pojedinog polifenola upotrjebljavajudi kalibracijsku krivulju istog polifenolnog spoja. | kromatografske

metode se moraju validirati da bi se osigurala to¢nost dobivenih podataka.

Prilikom validacije spektroskopskih i kromatografskih metoda odreduju se parametri kao Sto su
linearnost, granica detekcije, granica kvantifikacije, preciznost, tocnost i osjetljivost metode

(Taverniers i sur., 2004).

U ovom radu cilj je bio validirati spektroskopske metode i kromatografsku metodu za vise
polifenolnih spojeva (standarda) s ciljem utvrdivanja njihove pogodnosti za odredivanje polifenola u
uzorcima ili model otopinama. Validirane su tri razli¢ite spektroskopske metode (za odredivanje

ukupnih polifenola - Folin-Ciocalteu metoda, ukupnih flavonoida, ukupnih antocijanina - pH-
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diferencijalna metoda)) te jedna kromatografska metoda. Odredeni su linearnost, granica detekcije i

granica kvantifikacije, preciznost i tocnost za viSe razli¢itih polifenolnih  spojeva.
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2.1. OSIGURANIJE KVALITETE U LABORATORIU

Kako bi laboratorij mogao osigurati kvalitetu dobivenih podataka te kako bi mogao dokazati
svoju kompetenciju i izvrsnost, potrebno je validirati analiticke metode koje se izvode u
laboratoriju. Validacija metode ¢ini prvi korak u osiguranju kvalitete laboratorija.Osim
validacije metoda, u laboratoriju se moZe provesti i unutarnja kontrola kvalitete
pomocureferentnih materijala, a moZe se organizirati i sudjelovanje u programu
osposobljenosti te akreditacija prema medunarodnim standardima,uglavnom premalSO/IEC
17025 kao S$to je prikazano na Slici 1. Ove razliCite razine osiguranja kvalitete laboratorij
mora poduzeti kako bi bio kvalificiran i kompetentan za provodenje razli¢itih analiza.
Validacija metode je potrebna da bi se dokazalo da analiticki sustav koji se sastoji od
protokola metode, tipa analita i koncentracijskog raspona analita u uzorku odgovara
dobivenom analitickom rezultatu s odredenom tocnoscu (mjerenje nesigurnosti)(Taverniers i

sur.,2004).

Akreditacija

Ispitivanje
osposoblljenosti

Unutarnja kontrola

kvalitete
Validacija
Analiticki sustav Mjerenje nesigurnosti
Protokol metode Analiti¢ki rezultat

Tip analita Tocnost

Koncentracijski raspon analita

Slika 1 RazliCite razine osiguranja kvalitete u laboratorijima (Taverniers i sur.,2004)
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U Tablici 1 nabrojana su regulatorna tijela, agencije za standardizaciju i radne skupine ili
povjerenstva koje daju smjernice za razli¢ite razine osiguranja kvalitete (Taverniers i
sur.,2004).

Tablica 1 Pregled europskih i medunarodnih regulatornih tijela(Taverniers i sur.,2004)

TUELO PUNI NAZIV

Eurachem Europska udruga kemijskih laboratorija

CITAC Suradnja na medunarodnoj sljedivosti u analitickoj kemiji
EA Europska organizacija za akreditaciju

CEN Europski odbor za normizaciju

IUPAC Medunarodna unija za Cistu i primijenjenu kemiju

ISO Medunarodna organizacija za normizaciju

AOAC Medunarodno udruzZenje sluzbenih analitickih kemicara
FDA Americka agencija za hranu i lijekove

UsP Americka farmakopeja

ICH Medunarodna konferencija o harmonizaciji

FAO/WHO Organizacija za hranu i poljoprivredu/Svjetska zdravstvena organizacija

Codex/CCMAS  Codex odbor za metode analize i uzorkovanja

ILAC Medunarodnaorganizacija za akreditaciju laboratorija

2.2.  VALIDACIJA ANALITICKIH METODA

Prema ISO/IEC 17025 standardu validacija se definira kaopostupak pruZanja objektivnih
dokaza da su zahtjevi koji se stavljaju pred odredenu analiticku metodu ispunjeni. Validacija
metode je potrebna da bi se potvrdila prikladnost analiticke metode te da bi se dobili
kvalitativni i/ili kvantitativni rezultati s prihvatljivom razinom nesigurnosti. U praksi,
validacija metode obuhvaca niz kriterija kao S$to su preciznost, tocnost (istinitost),
selektivnost/specificnost, linearnost,granica detekcije (engl. limit of detection, LOD), granica
kvantifikacije (engl. limit of quantification, LOQ), osjetljivost, robusnost te kalibracija
(Taverniers i sur., 2004). Validacija metode, takoder, omogucuje laboratorijima i njihovim

zaposlenicima veéu sigurnost u dobivene rezultate (Magnusson i Ornemark, 2014).

Validacija se provodi kod nenormiranih metoda, metoda koje je razvio laboratorij, kod

normiranih metoda koje se koriste izvan predvidenog podrucja primjene te kod izmjene
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normirane metode (Magnusson i Ornemark, 2014). Ona podrazumijeva procjenu uéinka
metode, razli¢ita medulaboratorijska ispitivanja i kontrolu kvalitete kako bi se potvrdila
valjanost rezultata ispitivanja. Kriteriji validacije mogu se mijenjati ovisno o namjeni i prirodi
metode. Za primjer se moZe spomenuti ,standardne” i ,modificirane” metode te potpuno
nove metode, za koje parametri validacije koje je potrebno ispuniti nisu jednaki Sto je
prikazano na Slici 2. Osim toga, parametri serazlikuju ukoliko se radi o kvalitativnoj ili

kvantitativnoj metodi (Van Zoonen i sur., 1999).

. Robusnost

_ Specifi¢nost

‘ Linearnost

\Limit kvantifikacije

Preciznost| Limit detekcije
Obnovljivost

Ponovljivost
Tocnost
Metoda
Nova u | | ( ([ o [ ] ]
Standardna | = [ | ] { ® @ @ @
Modificirana ™ [ ] [ | ( ® () () (]
m Uvijek

@ Ako je relevantno
@ Nije potrebno

a)
Robusnost
Specificnost
Linearnost
Limit kvantifikacije
Limit detekcije
Obnovljivost
Ponovljivost
Tocnost |
Metoda e ‘
Kvalitativna e e e = e e = =m
Kvantitativna(vece konc.) = = & ® & = = B
Kvantitativnha(manje konc.) = = & = = ® = =]

m Uvijek
® Nije potrebno

b)

Slika 2 Parametri validacije metoda. a) nova, standardna i modificirana metoda; b)
kvalitativna i kvantitativna metoda (Van Zoonen i sur.,1999)
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Postupak validacijemoze se podijeliti na Cetiri koraka:

1. odredivanje primjenjivosti i prikladnosti metode,

2. odredivanje selektivnosti i specificnosti metode,

3. kalibracijske studije (odredivanje linearnog podrucja, osjetljivosti, LOD, LOQ) i
4

studije to€nosti (odredivanje preciznosti i tocnosti, robusnosti i nesigurnosti),

kao Sto je prikazano na Slici 3.

Postupak validacije
| Primjenjivost, prikladnost metode i
granica prihvatljivosti

> Selektivnost i specificnost metode
— > Kalibracijske studije

— Linearno podrucje

—> Osjetljivost, LOD i LOQ

—  Procjena sustavne pogreske
—> Studije to¢nosti

— Preciznost i to¢nost

—» Robusnost

—> Nesigurnost

Slika 3 Postupak validacije metode(Gonzalez i Herrador, 2007)
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»Zlatnim standardom” za validaciju analitickih metoda smatra se norma ISO 5725, a govori o

osnovnim metodama procjene istinitosti i preciznosti (Van der Voet i sur., 1999).

2.3. KRITERUI VALIDACIJE METODE
Kriteriji za validaciju metode su sljededi:

e kalibracija i linearnost,
e podrucje linearnosti,
e granica detekcije,

e granica kvantifikacije,
e tocnost (istinitost),

e preciznosti

e osjetljivost(Thompson i sur., 2002; Taverniers i sur., 2004; Huber, 2007).

2.3.1. Kalibracija i linearnost
Cilj kalibracije je uspostava odnosa izmedu nekoliko poznatih koncentracija standarda ili
referentnog materijala i njihovih odgovarajucih signala, ¢ime se kao odgovor dobije

kalibracijska krivulja (Slika 4) (Cuadros-Rodriguez i sur., 2001).

Kalibracijska krivulja, prema tome, predstavlja odnos analitickog signala (odgovora) i
koncentracije standarda (Gonza’lez i Herrador, 2007). Moze se koristiti za dobivanje
koncentracije analita u realnim uzorcima (Cuadros-Rodriguez i sur., 2001.). Kalibracija se
provodi upotrebom standarda kojemu su poznate vrijednosti koncentracije i mjerenjem

odziva instrumenta (Gonza’lez i Herrador, 2007).

Kalibracijska krivulja moze biti linearna ili nelinearna. U analitickim istrazivanjima odziv je

najcesce linearan te se dobije linearna kalibracijska krivulja (Gonza’lez i Herrador, 2007).
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Ymatice

Xuzorak

Slika 4 Kalibracijska krivulja uzorka (Cuadros-Rodriguez i sur., 2001)

Linearnost je moguénost metode da unutar odredenog podru¢ja daje rezultate
proporcionalne koncentraciji analita u uzorku. Na dijagram se ucrtava analiticki signal (y-os) i
odgovarajuc¢a koncentracija (x-os)(Gonza'lez i Herrador, 2007). Linearnost se procjenjuje
metodom najmanjih kvadrata preko koeficijenta determinacije r?. Ako je r? blizu 1, to znai
da tocke savrSeno pristaju pravcu (Araujo, 2009). Time se dobiva jednadzba pravca prikazana

u formuli 1:

y=ax+pf (1)
gdje je: y — analiti¢ki signal,
x — koncentracija standarda ili referentnog materijala,
o —nagib i

B8 — odsjecak na y — osi (Zwanziger i sur., 1998; Arauju, 2009; Gonza'lez i

Herrador, 2007).

Standardi koji se koriste za kalibracijuanalitickih metoda su najéesce referenti materijalikoji
moraju biti homogeni i stabilni (Cuadros-Rodriguez i sur., 2001).Podaci dobiveni
kalibracijskom krivuljom mogu se koristiti za odredivanje preciznosti, granice detekcije i

granice kvantifikacije (Ahuja i Seypinski, 2011).
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2.3.2. Podrugje linearnosti
Podrucje linearnosti je raspon koncentracija/koli¢ine analita u kojem metoda daje odziv
proporcionalan koncentraciji analita tj. linearan odziv, ili u kojem se linearna kalibracijska
krivulja moZe primijeniti s poznatom razinom sigurnosti. Podrucje linearnosti krece se od
granice kvantifikacije (LOQ) do granice u kojem odnos koncentracije i odziva vise nije

linearan kao sto je vidljivo na Slici 5 (a).

Radni raspon je podrucje unutar kojega metoda daje rezultate s prihvatljivom razinom
nesigurnosti. Radno podrucje instrumenta prikazano je na Slici 5 (a), a podrazumijeva
ovisnost koncentracije kalibracijskih standarda i signala koje daje instrument, dok radno
podrucje metode (Slika 5b) prikazuje graficku ovisnost koncentracije poznatog uzorka za

ispitivanje i izmjerene koncentracije (Magnusson i Ornemark, 2014).

- +——Radno podrugje—» < - Radno
o & ) Granica T podrucje
= l linearnosti S w
£ = :

5] D OJ . . B
2 |0 0o *" Osjetljivost £ o g
g A - - v ]
£ l © 40
g, | 5 | .
K2 I — D 20
N e - g

ok T T T T T ] - " T T T T T

1 2 4 fa 5 0 12 o 20 40 21 &l 100
Koncentracija standarda za kalibraciju Koncentracija ispitnog uzorka
a) b)

Slika 5 Raspon podrudja linearnosti.a) krivulja odziva dobivena instrumentalnom metodom;
b) pravac dobiven mjernim postupkom (Magnusson i Ornemark, 2014)

2.3.3. Granica detekcije (LOD)

LOD se definira kaonajmanja koli¢ina analita u uzorku koja se moze detektirati (Taverniers i
sur.,2004.), a izrazava se u jedinicama u kojima je izrazen i analit (AOAC, 1998). LOD se moze

izraCunati preman formuli (2):

SD
LOD =3,3— (2)
S
gdje je: LOD - granica detekcije (mg dm™),
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SD — standardna devijacija odsjecka na y-osi i
S — nagib kalibracijske krivulje(AOAC, 1998).

LOD se moZe izracunati i na temelju omjera signala i Suma. On se moZe primijeniti za
analiticke postupke sa baznom linijom pri ¢emu se usporeduju signali uzorka poznate
koncentracije analita sa signalom slijepog pokusa. Pri tome se odreduje minimalna

koncentracija pri kojoj se analit moZe detektirati (Lazari¢, 2002).

2.3.4. Granica kvantifikacije (LOQ)
LOQ je najmanja koli¢ina analita u uzorku koja se moze kvantificirati uz odgovarajuéu tocnost
i preciznost, a kao i LOD se izrazava se u jedinicama u kojima je izraZzen i analit (AOAC,

1998).LOQ se moze odrediti prema formuli (3):

SD
LOQ = 10— (3)
S
gdje je: LOQ - granica kvantifikacije (mg dm™),

SD — standardna devijacija odsjecka na y-osi i
S — nagib kalibracijske krivulje (AOAC, 1998).
LOQ je po svojem iznosu uvijek ve¢a od LOD (Taverniers i sur., 2004).

LOQ se takoder kao i LOD moze izracunati i na temelju omjera signala i Suma za analiticke
postupke sa baznom linijom. Pri tome se usporeduju signali uzorka poznate koncentracije
analita sa signalom slijepog pokusa, te se odreduje minimalna koncentracija pri kojoj se

analit mozZe detektirati (Lazari¢, 2002).

2.3.5. Tocnost (istinitost) metode

Tocnost (istinitost) metode se definira kao podudarnost izmedu srednje vrijednosti dobivene
iz velikog broja rezultata ispitivanja i prihvacene referentne vrijednosti. To¢nost se smanjuje
ukoliko dolazi do povecdanja sustavnih pogreSaka. Sustavne pogreske (Slika 6) se odreduju
usporedbom odgovora metode na referentni materijal poznate vrijednosti, a one mogu biti
laboratorijske pogreske i/ili pogreske metode te pogreske zbog utjecaja matice (Wood i sur.,

1999).

10
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Tocnost se moze izraCunati prema formuli (4):

T=2x100 (a)
Y:

gdje je: T —tocnost (%),
—izmjerena koncentracija standarda (mg dm™) i

v, — stvarna koncentracija standarda (mg dm™).

Analiticki rezultat

PN

Tocna vr| ijjednost Pogresna vrijednost

/
Ocekivana vrijednost — — — Sustavna pogreska Slucajna pogreska

/ N\ /N

Razlike izmedu cijelog analitickog

. . Razlike tijekom izvodenja Obnovljivost Ponovljivost
sustava kroz duZi period
Razlika u matici Pogreska metode Pogreska kod
izvodenja U
Analiza s certificiranim Analiza s 2 paralele

referencijskim materijalom i
\ statisti¢ka kontrola /

Validacija u laboratoriju

Slika 6 Moguce pogreske kod dobivanja analitickog rezultata (Taverniers i sur., 2004)

Ako se tocnost ne odreduje s referentnim materijalima, tada se ona izrazava kao iskoristenje.

IskoriStenje se definira kao postotak stvarne koncentracije analitakoja je izmjerenas

11
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analitickom metodom. MozZe se definirati i kao procjena sustavne pogreske analitickog

procesa (Gonza’lez i Herrador, 2007).

IskoriStenje se Cesto primjenjuje kao zaseban parametar validacije. Kod mjerenja iskoristenja
dobivene vrijednosti trebaju biti u skladu s prihvatljivim postotkom iskoriStenja koje je
propisano od strane ,Medunarodnog udruZenja sluzbenih analitickih kemicara® (Taverniers i

sur., 2004).

IskoriStenje se moze odrediti prema formuli (5):

I = (M) x 100 (5)
V3
gdje je: [ —iskoriStenje (%)
y1 —izmjerena koncentracija analita u uzorku s dodanim analitom (mg dm?),

V> — izmjerena koncentracija analita u uzorku bez dodanog analita (mg dm?) i

y3 — poznata koncentracija dodanog analita u uzorak (mg dm).

2.3.7. Preciznost

Preciznost se definira kao slaganje izmedu niza mjerenja izvedenih iz istog homogenog

uzorka pod propisanim uvjetima. Ovisno o uvjetima u kojima se odreduje, razlikuju se:

e ponovljivost,
e medupreciznost i

e obnovljivost (Currie i Svehla, 2004).

Ponovljivost podrazumijeva izvodenje analize unutar jednog laboratorija, s istim analitiCarom
i aparaturom, kroz kra¢e vremensko razdoblje.Medupreciznost se ostvaruje unutar istog
laboratorija u duljem vremenskom razdoblju uz ocekivane promjene nekih uvjeta (analiticari,
instrumenti, reagensi). Obnovljivostukljucuje izvodenje analiza u vise razliCitih laboratorija s

razli¢itim instrumentima i analiticarima.

Preciznost se izrazava pomocu standardne devijacije, relativne standardne devijacije,

koeficijenta varijacije, granice ponovljivosti ili intervala pouzdanosti (Taverniers i sur., 2004).
Koeficijent varijacije moZe se odrediti prema formuli(6):

12
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SD
KV =—x 100 6
e (6)
gdje je: KV - koeficijent varijacije (%),

SD- standardna devijacija rezultata mjerenja i

x — srednja vrijednost mjerenja.

2.3.8. Osjetljivost metode
Osjetljivost metodepredstavlja nagib kalibracijske krivulje. Ona se koristi kod izra¢una LOD i
LOQ. Metoda se smatra osjetljivom ukoliko mala promjena u koncentraciji ili koli¢ini analita
uzrokuje znacajne promjene u mjernom signalu. Osjetljivost se ne spominje uvijek kao

parametar validacije jer obi¢no ovisi o postavkama instrumenta (Taverniers i sur., 2004).

13
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3.1. ZADATAK RADA

U ovom radu zadatak je bio validirati spektroskopske metode za odredivanje ukupnih
polifenola (Folin-Ciocalteau metoda), ukupnih flavonoida i ukupnih antocijanina te
kromatografsku metodu za odredivanje polifenola. Parametri validacije koji su se odredivali
su:

-linearnost,

-granica detekcije,

-granica kvantifikacije,

-toc¢nost (istinitost),

-preciznost i

-osjetljivost.

Metoda za ukupne polifenole validirana je za standarde galnu kiselinu, (+)-katehin i
kvercetin-3-rutinozid, metoda za ukupne flavonoide za (+)-katehin, kvercetin-3-rutinozid i
kvercetin, a metoda za ukupne antocijanine za cijanidin-3-galaktozid i cijanidin-3-glukozid.
Reverzno-fazna visokodjelotvorna tekudinska kromatografija(RP-HPLC) validirana je za galnu
kiselinu, (+)-katehin, kvercetin-3-rutinozid, kvercetin, cijanidin-3-galaktozid i cijanidin-3-

glukozid.

Osim toga, zadatak je bio usporediti spektroskopske i kromatografske metode sa stajaliSta
validacijskih parametara te utvrditi da li su spektroskopske metode pogodne za odredivanje

pojedinih polifenolnih spojeva u model otopinama.
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3.2. MATERUALII METODE

3.2.1. Kemikalije

U istrazivanju su koristeni polifenolni standardi proizvodaca Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
USA) (galna kiselina (= 98%), (+)-katehin hidrat (> 98%), kvercetin-3-rutinozid (> 95%),
kvercetin dihidrat (> 98%)), te proizvodaca Extrasynthese (Genay, Francuska) (cijanidin-3-
galaktozid klorid (ideain chloride, > 97%), cijanidin-3-glukozid klorid (kuromanin chloride, >
96)). Ostale kemikalije proizvedene su u Kemika (Zagreb, Hrvatska) (aluminijev klorid, Folin-
Ciocalteau reagens, natrijev hidroksid, natrijev nitrit, natrijev karbonat, kalijev klorid, natrijev

acetat). Koristeni metanol je HPLC Cistoce.

3.2.2. Plan istrazivanja

Spektroskopske metode koje su odabrane za validaciju su: metoda za ukupne polifenole
(Folin-Ciocalteau metoda), metoda za ukupne flavonoide te metoda za ukupne antocijanine.
Polifenolni standardi su analizirani ovim spektroskopskim metodama u odredenom rasponu
koncentracija te su pripremljene kalibracijske krivulje i odredeni su linearnost, granica
detekcije, granica kvantifikacije i osjetljivost. Za odredivanje preciznosti i to¢nosti koristeni
su uzorci vina koji su mjereni vise puta sa sve tri spektroskopske metode kako bi se dobili
rezultati za odredivanje preciznosti. U vino su dodavane poznate koli¢ine polifenolnih
standarda, uzorci su mjereni spektroskopskim metodama, a rezultati su koristeni za
odredivanje to¢nosti.

Metoda za reverzno-faznu visokodjelotvornu tekucinsku kromatografiju (RP-HPLC) kojom se
polifenolni spojevi iz jabuke i vina mogu razdvoijiti (Jakobek i i Barron, 2016), validirana je za
nekoliko polifenolnih standarda. Polifenolni standardi su analizirani u odredenom rasponu
koncentracija te su pripremljene kalibracijske krivulje. Odredena je linearnost, granica
detekcije, granica kvantifikacije i osjetljivost. RP-HPLC metodom mjereni su ekstrakti kore
jabuka i vina u viSe ponavljanja, a rezultati su koristeni za dobivanje preciznosti. U ekstrakt
kore jabuka i vina dodavani su standardi polifenola, uzorci su analizirani RP-HPLC metodom,

a rezultati su upotrijebljeni za odredivanje tocnosti metode.
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3.2.3. Priprema standarda i uzoraka

Pripremljene su stock otopine polifenolnih standarda u metanolu (galna kiselina, (+)-katehin,
kvercetin-3-rutinozid i kvercetin 1000 mg dm™ ) i u metanolu zakiseljenom s HCl-om 0,1 %
(cijanidin-3-galaktozid 485 mg dm? i cijanidin-3-glukozid 480 mg dm? ). Stock otopine su
razrijedene (1, 10, 50, 100, 200, 500 mg dm? galna kiselina, (+)-katehin, kvercetin-3-
rutinozid i kvercetin; 0,96, 9,6 i 48 mg dm? cijanidin-3-glukozid; 0,97, 9,7 i 48,5 mg dm?
cijanidin-3-galaktozid). Razrijedene otopine mjerene su spektroskopskim i RP-HPLC
metodom.

Vino (Merlot) je razrijedeno 1 : 1 (V:V) s destiliranom vodom za analizu ukupnih polifenola.
Za analizu ukupnih flavonoida vino je razrijedeno 1:10 (V:V) s destiliranom vodom.

Prije analize na RP-HPLC uredaju, vino je razrijedeno 1 : 1 (V:V) s destiliranom vodom i
filtrirano kroz 0,45 um PTFE (politetrafluoretilen) filter.Uzorci kore jabuka (Crvenka i
BoZi¢nica) dobiveni su guljenjem jabuka (otprilike 1 kg), homogenizacijom kore pomocu
miksera za kavu te pripremom ekstrakta. lzvagano je 0,2 g homogeniziranog uzorka te je
ekstrakcija provedena s 5 cm® metanola zakiseljenog s HCl-om 0,1 % u ultrazvucnoj kupelji,
15 min. Nakon nekoliko minuta, ekstrakt je odekantiran, a ostatak je ekstrahiran jos jednom
s 2 cm® metanola zakiseljenog s HCl-om 0,1 % u ultrazvucnoj kupelji, 15 min. Dva ekstrakta
su spojena. Pripremljena su dva paralelna uzorka za svaki kultivar jabuke. Ekstrakti su prije

analize na HPLC-u filtrirani kroz 0,45 um PTFE filter.

3.2.4. Spektroskopska metoda za odredivanje ukupnih polifenola (Folin-
Ciocalteu metoda)

Spektroskopska Folin-Ciocalteu metoda za ukupne polifenole (Singleton i sur., 1999).
validirana je za standarde: galnu kiselinu, (+)-katehin i kvercetin-3-rutinozid. U staklenu
kivetu otpipetirano je 0,02 cm? polifenolnog standarda, 1,580 cm® destilirane vode, 0,1 cm?
Folin-Ciocalteu reagensa te 0,3 cm?® otopine natrijevog karbonata (200 g dm?). Otopina je
promijesana i stavljena u vodenu kupelj na 40°C kroz 30 minuta. Nakon toga apsorbancijaAje
mjerena na spektrofotometru (UV 2005, Selecta, Spanjolska) na 765 nm prema slijepoj probi
koja je umjesto 0,02 cm® standarda sadrzavala destiliranu vodu. Polifenolni standardi

mjereni su dva puta (n=2). Uzorci vina mjereni su istim postupkom Sest puta (n=6).
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3.2.5. Spektroskopska metoda za odredivanje ukupnih flavonoida

Spektroskopska metoda za odredivanje ukupnih flavonoida provedena je prema Mengcheng
i sur., 1999, a validirana je za (+)-katehin, kvercetin-3-rutinozid i kvercetin. U staklenu kivetu
dodano je 0,8 cm?® destilirane vode, 0,2 cm® polifenolnog standarda i 0,06 cm? NaNoO, (5 %).
Nakon 5 minuta trajanja reakcije dodano je 0,06 cm? AICI; (10 %). Nakon 6 minuta dodano je
0,4 cm® NaOH (1 M). Razvija se ruZicasta boja reakcijske otopine i mjerena je apsorbancija na
spektrofotometru na 510 nm prema slijepoj probi koja je umjesto 0,2 cm® standarda
sadrzavala destiliranu vodu. Polifenolni standardi mjereni su dva puta (n=2). Uzorci vina

mjereni su istim postupkom Sest puta (n=6).

3.2.6. Spektroskopska metoda za odredivanje ukupnih antocijanina (pH-
diferencijalna metoda)

Metoda za ukupne antocijanine (pH-diferencijalna spektroskopska metoda) (Tonutare i sur.,
2014) validirana je za cijanidin-3-galaktozid i cijanidin-3-glukozid. Ova metoda provodi se sa
puferom kalijevog klorida pH=1,0 (1,86 g KCl u 1 dm? destilirane vode, pH vrijednost je
namjestena na 1,0 s koncentriranom HCI) i puferom natrijevog acetata pH=4,5 (54,43 g
CHsCO,Na -3 H,0 u 1 dm® destilirane vode, pH vrijednost namjesStena na 4,5 s
koncentriranom HCI). Mjerenje je provedeno na nacin da je u staklenu kivetu dodavano 500
pl standarda antocijanina razli¢itih koncentracija i 1,5 cm?® pufera pH=1,0. U drugu staklenu
kivetu dodavano je 0,5 cm® standarda antocijanina razli¢itih koncentracija i 1,5 cm® pufera

pH=4,5. Faktor razrjedenja izracunat je prema formuli (7), a iznosio je4.

DF =
v,

(7)

gdje je: DF — faktor razrjedenja,

V; — ukupan volumen (pl) i

V- volumen standarda (pl).
Nakon 15 minuta stajanja na tamnom mjestu, mjerena je apsorbancija na 510 i 700 nm na
spektrofotometru prema slijepoj probi koja je umjesto uzorka sadrzavala destiliranu vodu.

Apsorbancija uzorka izra¢unata je prema formuli (8):

A = (As10 — A700)pr1,0 — (As10 — A700)pH4s (8)
gdje je: A — apsorbancija uzorka (standarda polifenola),
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Asi0— apsorbancija mjerena na 510 nmii
Azoo— apsorbancija mjerena na 700 nm.
Polifenolni standardi mjereni su dva puta (n=2). Uzorci vina mjereni su istim postupkom
Cetiri puta (n=4).
Konstruirane su kalibracijske krivulje cijanidin-3-glukozida i cijanidin-3-galaktozida koje su
koriStene za odredivanje koli¢ine ukupnih antocijanina u vinu.
Posto se pH diferencijalnom metodom mogu odredivati ukupni antocijanini bez upotrebe
kalibracijskih krivulja, prema formuli koja koristi molarni koeficijent apsorpcije cijanidin-3-
glukozida, koncentracija ukupnih antocijanina u vinu racunata je i pomodéu navedene
formule.
y =(AXM X DF x1000)/¢ 9)
gdje je: y-koncentracija antocijanina izrazena kao ekvivalent cijanidin-3-glukozid
(mg dm”),
A— apsorbancija,
M — molekulska masa cijanidin-3-glukozida (mol dm'g),
DF — faktor razrjedenja i

€ — molarni koeficijent apsorpcije koji iznosi 26900 | mol™ cm™.

3.2.7. Reverzno-fazna visokodjelotvorna tekucinska kromatografija

Kromatografske analize su provedene pomocu ProStar analitickog HPLC sustava (Varian, USA
- ProStar pumpa i ProStar 330 PDA detektor). Kromatografska separacija je izvedena pomocu
Omnispher C18 kolone (5 um, 250 x 4,6 mm i.d., Varian, USA), uz pretkolonu (Chromosep,
1cm x 3 mm, Varian, USA). U gradijentnoj metodi koristena je mobilna faza A (0,5 % H3PQ,) i
mobilna faza B (100 % metanol). PoCetni postotak mobilne faze B bio je 5 % i povecavao se
linearno do 25% (5-a min), do 34 % (14-a min), do 37 % (25-a min), do 40% (30-a min), do
49% (34-a min), do 50% (35-a min), do 51% (58-a min), do 55 % (60-a min), do 80% (62 min),
80 % (65-a min), do 5 % (67 min), 5% (72 min). Protok je bio 0,8 ml min™. Volumen
injektiranih uzoraka i standarda bio je 0,02 cm?. Kromatogrami su snimani u podrugju od 200
do 600 nm. Galna kiselina prac¢ena je na 260 nm, (+)-katehin na 280 nm, kvercetin-3-
rutinozid i kvercetin na 360 nm, a derivati cijanidina na 460 nm. Konstruirane su kalibracijske
krivulje na navedenim valnim duljinama koje su se koristile za odredivanje linearnosti, LOD,

LOQ i osjetljivosti.ldentifikacija polifenola (galna kiselina, (+)-katehin, kvercetin-3-rutinozid,
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kvercetin, cijanidin-3-galaktozid i cijanidin-3-glukozid) iz kore jabuka i vinuizvedena je
usporedbom spektara i retencijskih vremena pikova standarda i pikova u ekstraktima kore
jabuka (Jakobek i Barron, 2016) i vinu. Kvantifikacija je izvrSena pomocu kalibracijskih krivulja
standarda polifenola. Odredene koli¢ine koristile su se za ispitivanje preciznosti i to¢nosti

metode.

3.2.8. Validacija metoda

Kalibracijske krivulje konstruirane su mjerenjem razli¢itih koncentracija polifenolnih

standarda te stavljanjem u odnos koncentracije i odziva instrumenta (apsorbancija kod
spektroskopskih metoda, povrsina kod kromatografske metode). Za svaki polifenolni spoj
konstrurirane su dvije kalibracijske krivulje.

Linearnost je procijenjena odredivanjem koeficijenta determinacije r.

LOD i LOQodredeni su prema formulama (2) i (3).

Preciznost spektroskopskih metoda odredena je mjerenjem uzoraka vina pomocu tri

spektroskopske metode, ra€unanjem koncentracije pomoéu svakog standarda polifenola te
raCunanjem standardnog odstupanja (SD) prema formuli (10), relativnog standardnog
odstupanja (RSD) prema formuli (11) te koeficijenta varijacije (KV) prikazanog formulom (6).
Za ukupne polifenole i ukupne flavonoide mjerenje je izvrSeno 6 puta, a za ukupne

antocijanine 4 puta.

(10)

gdje je: SD - standardna devijacija,
n —broj ponavljanja,
X; — rezultat pojedinacnog mjerenja i

x—srednja vrijednost rezultata mjerenja.

. LS—D}OZ TRt (11)
X

gdje je: RSO - relativno standardno odstupanje (%),

SD — standardna devijacija i
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3. Eksperimentalni dio

x — srednja vrijednost rezultata mjerenja.

Preciznost RP-HPLC metode odredena je mjerenjem ekstrakta kore jabuke i vina na HPLC

uredaju, identifikacijom i kvantifikacijom polifenola te racunanjem standardnog odstupanja
(SD), relativnog standardnog odstupanja (RSD) te koeficijenta varijacije. Uzorci dva kultivara
jabuka pripremljeni su u dvije paralele i mjereni jednom na HPLC uredaju (n=2 svaki kultivar).
Vino je pripremljeno u dvije paralele i mjereno jednom na HPLC uredaju (n=2).

Tolnost je odredena dodavanjem polifenolnih spojeva (100 mg dm™ za ukupne polifenole,
100 mg dm? za ukupne flavonoide, 48 mg dm? za ukupne antocijanine) u uzorke vina,
analizom pomoc¢u metode za ukupne polifenole, ukupne flavonoide i ukupne antocijanine te

racunanjem iskoriStenja prema formuli (12):

I= (yl — yz) X 100 (12)
V3

gdje je: I —iskoriStenje (%),
Y1 —izmjerena koncentracija polifenola u uzorku s dodanim polifenolom (mg dm'3),
V> —izmjerena koncentracija polifenola u uzorku (mg dm?3)i
V3 — poznata koncentracija dodanog polifenola u uzorak (mg dm™).

Uzorci su mjereni dva puta.

Kod odredivanja tocnosti RP-HPLC metode, polifenoli su dodavani u ekstrakt kore jabuka i

vino u koli¢ini od 25 mg dm. Izradunato je iskoristenje.

3.2.9. Statisticka obrada podataka

Za obradu dobivenih podataka koriSten je kompjutorski program MS Excel (Microsoft
Corporation, SAD). Pomodu regresijske analize dobivene su jednadzbe pravca i pripadajudi

koeficijenti determinacije r.
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4. Rezultati

4.1. KALIBRACHSKE KRIVULIE STANDARDA ZA SPEKTROSKOPSKE METODE

4.1.1.Spektroskopska metoda za odredivanje ukupnih polifenola
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Slika 7 Kalibracijska krivulja galne kiseline dobivena spektroskopskom metodom za
odredivanje ukupnih polifenola (Folin-Ciocalteau metoda). Svaka koncentracija mjerena je

dva puta (n=2)

1,2

0,8

0,4

0,2
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Slika 8 Kalibracijska krivulja (+)-katehina dobivena spektroskopskom metodom za
odredivanje ukupnih polifenola (Folin-Ciocalteau metoda). Svaka koncentracija mjerena je

dva puta (n=2)
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Slika 9 Kalibracijska krivulja kvercetin-3-rutinozida dobivena spektroskopskom metodom za
odredivanje ukupnih polifenola (Folin-Ciocalteau metoda). Svaka koncentracija mjerena je
dva puta (n=2)

4.1.2.Spektroskopska metoda za odredivanje ukupnih flavonoida
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Slika 10 Kalibracijska krivulja (+)-katehina dobivena spektroskopskom metodom za
odredivanje ukupnih flavonoida. Svaka koncentracija mjerena je dva puta (n=2)
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Slika 11 Kalibracijska krivulja kvercetin-3-rutinozida dobivena spektroskopskom metodom za
odredivanje ukupnih flavonoida. Svaka koncentracija mjerena je dva puta (n=2)
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Slika 12 Kalibracijska krivulja kvercetinadobivena spektroskopskom metodom za odredivanje
ukupnih flavonoida. Svaka koncentracija mjerena je dva puta (n=2)
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4.1.3.Spektroskopska metoda za odredivanje ukupnih antocijanina
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Slika 13 Kalibracijska krivulja cijanidin-3-galaktozida dobivena spektroskopskom pH
diferencijalnom metodom za odredivanje ukupnih antocijanina. Svaka koncentracija mjerena

je jednom (n=1)
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Slika 14 Kalibracijska krivulja cijanidin-3-glukozida dobivena spektroskopskom pH
diferencijalnom metodom za odredivanje ukupnih antocijanina. Svaka koncentracija mjerena

je jednom (n=1)
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4.2. PARAMETRI VALIDACIE SPEKTROSKOPSKIH METODA

Tablica 2 Linearnost*, granica detekcije (LOD)* i granica kvantifikacije
(LOQ)*spektroskopskih metoda za odredivanje ukupnih polifenola, ukupnih flavonoida i
ukupnih antocijanina

, LOD LoQ

Jednadzba pravca (mgdm?)  (mgdm?

Ukupni polifenoli

galna kiselina y=0,0012x-0,0008  0,9967 1,36 4,13
(+)-katehin  y=0,0011x+0,012 0,9997 2,33 7,07
kvercetin-3-rutinozid y=0,0008x+0,0035 0,9978 4,67 14,14
Ukupni flavonoidi

(+)-katehin y=0,0022x-0,0003  0,9982 0,64 1,93
kvercetin-3-rutinozid y=0,0012x+0,0101  0,9969 0,78 2,36
kvercetin y=0,0006x+0,0046 0,9871 1,44 4,35

Ukupni antocijanini
Cijanidin-3-galaktozid y=0,0137x-0,0049  0,9997 1,31 3,98
Cijanidin-3-glukozid y=0,0169x-0,007 1 1,06 3,22

*linearnost izrazena preko koeficijenta determinacije r’
°’LOD i LOQ dobivene pomoéu odsjetka i nagiba kalibracijske krivulje

Tablica 3 Preciznost*spektroskopskih metoda za odredivanje ukupnih
polifenola, ukupnih flavonoida i ukupnih antocijanina

Koncentracija Koeficijent varijacije
(mg dm") (%)

Ukupni polifenoli
Vino (EG)®  1368,54 + 76,02 5,55
(EK)® 1616,64 + 85,89 5,56
(EKV3R)®  2220,00 + 123,55 5,57

Ukupni flavonoidi
Vino (EK)° 1153,08 + 38,44 3,33
(EKV3R)®  1936,31+ 67,28 3,47
(EKV)®  3973,44 +134,56 3,37

Ukupni antocijanini

VinopH diferencijalna® 47,93 +6,37 13,29
(EC3GAL)’ 54,16 + 6,96 12,85
(EC3GLU)® 44,53 +5,64 12,67

*preciznost dobivena mjerenjem uzorka vina metodama za odredivanje ukupnih polifenola i ukupnih flavonoida
6 puta (n=6) te metodom za ukupne antocijanine 4 puta (n=4)

? ekvivalenti galne kiseline

® ekvivalenti (+)-katehina

¢ ekvivalenti kvercetin-3-rutinozida

¢ ekvivalenti kvercetina

€ ekvivalenti cijanidin-3-glukozida

fekvivalenti cijanidin-3-galaktozida
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Tablica 4 To¢nost*spektroskopskih metoda za odredivanje ukupnih polifenola, ukupnih
flavonoida i ukupnih antocijanina

Dodano Pronadeno standarda Iskoristenje
standarda (mg dm?) (%)
(mgdm?)
Ukupni polifenoli
galna kiselina 100 102,22 102,22
(+)-katehin 100 101,41 101,41
kvercetin-3-rutinozid 100 106,22 106,22
Ukupni flavonoidi
(+)-katehin 100 99,76 99,76
kvercetin-3-rutinozid 100 100,50 100,50
Kvercetin 100 99,17 99,17
Ukupni antocijanini
pH diferencijalna® 48,00 40,59-49,60 83,70-103,30
cijanidin-.%—galaktozidb 48,50 44,36 91,47
cijanidin-3-glukozid® 48,00 44,46 92,63

" nakon dodavanja standarda u vino, uzorci mjereni 2 puta (n=2)

®u vino dodano 48 mg dm? standarda cijanidin-3-glukozida i cijanidin-3-galaktozida, za ratunanje kolitine koridten molarni
koeficijent apsorpcije cijanidin-3-glukozida e 26900 | mol™ cm™

® u vino dodano 48,50 mg dm™ standarda cijanidin-3-galaktozida, za ratunanje upotrijebljena kalibracijska krivulja cijanidin-3-
galaktozida

“u vino dodano 48 mg dm standarda cijanidin-3-glukozida, za ratunanje upotrijebljena kalibracijska krivulja cijanidin-3-glukozida

Tablica 5 Osjetljivost*spektroskopskih metoda za
odredivanje ukupnih polifenola, ukupnih flavonoida i
ukupnih antocijanina

Nagib kalibracijske

krivulje

Ukupni polifenoli
galna kiselina 0,0012
(+)-katehin 0,0011
kvercetin-3-rutinozid 0,0008

Ukupni flavonoidi
(+)-katehin 0,0022
kvercetin-3-rutinozid 0,0012
kvercetin 0,0006

Ukupni antocijanini

cijanidin-3-galaktozid 0,0137
cijanidin-3-glukozid 0,0169

*osjetljivost izrazena preko nagiba kalibracijske krivulje
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4.3. PARAMETRI VALIDACIJE KROMATOGRAFSKE METODE

Tablica 6 Parametri validacije kromatografske metode

. . Preciznost® Toénost®
Standard Jednadzba* 2 LO: 3 Logl 3 KV Iskoristenje
(mgdm?)  (mgdm?) (o %
galna kiselina  y=40950x+51385 0,9988 2,04 6,80 1,90-9,20 90,71
(+)-katehin y=49351x-51897 0,9997 0,08 0,26 0,10-6,30 106,43
k in-3-
Verrjga'ng’d y=151290x-380700  0,9957 0,14 0,47 0,40-11,60 93,20
kvercetin y=446180x-877340 0,959 0,10 0,33 7,70-12,00 98,91
Cg:g'st'gjd y=281610x-342840  0,9991 0,13 0,42 4,60-12,00 107,88
C”agr;:]dk'gjd' y=322540x-382690  0,9995 0,80 2,70 0-12,90 98,46

*vrijednosti dobivene analizom standarda razli¢itih koncentracija, svaka koncentracija injektirana jednom
® vrijednosti dobivene analizom ekstrakta kore jabuka crvenka i boZiénica, ekstrakti pripremljeni u dvije paralele i svaki ekstrakt analiziran je
jednom na HPLC uredaju (n=2) i Cetiri vrste vina u dvije paralele i svaka vrsta vina analizirana je jednom na HPLC uredaju (n=2)

e vrijednosti dobivene dodavanjem standarda u ekstrakt jabuke boZi¢nica i u vino
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5. Rasprava

Spektroskopske metode se Cesto koriste za odredivanje koli€ine polifenolnih spojeva. One
nisu specificne i koriste se za odredivanje pojedinih skupina polifenola (flavonoidi,
antocijanini) ili za odredivanje ukupnih polifenola (Lin i Tang, 2007; Pontis i sur., 2014;
Shaghaghi i sur., 2008). Greska koja se moze javiti koriStenjem ovih metoda je upotreba
razli¢itih standarda polifenola za izradu kalibracijske krivulje te upotreba tih krivulja za
odredivanje koli¢ine polifenola (Escarpa i sur., 201). Naime, u realnim uzorcima nalaze se
razli¢iti polifenoli te je potrebno znati koji polifenol je dominantan te koristiti kalibracijsku
krivulju dominantnog polifenola. Niti ovaj nacin ne daje tocne koli¢ine polifenola, ali se na
ovaj nacin spektroskopske metode mogu koristiti za usporedbu koli¢ine polifenola u slicnim
uzorcima. Nadalje, spektroskopske metode mogu se koristiti za pracenje koncentracije
pojedinih polifenola u model otopinama (Simon i sur.,, 2015). U tu svrhu potrebno je
validirati spektroskopske metode prema razli¢itim polifenolnim standardima. Time se dobiva
moguénost praéenja koli¢ine polifenola u model otopinama jednostavnim, brzim i jeftinim
spektroskopskim metodama. Cilj ovog rada bio je validirati tri spektroskopske metode koje
se uobicajeno koriste za odredivanje polifenola u razli¢itim uzorcima prema najuobicajenijim
polifenolima kao Sto su galna kiselina, kvercetin, kvercetin-3-rutinozid, (+)-katehin, derivati
cijanidina. Ovi polifenoli uobicajeno se prate i u razli¢éitim model otopinama u razlic¢itim

eksperimentalnim mjerenjima.

Kalibracijske krivulje galne kiseline, (+)-katehina i kvercetin-3-rutinozida dobivene
spektroskopskom metodom za odredivanje ukupnih polifenola prikazane su na Slikama 7,8 i
9, a jednadzbe pravca i koeficijent determinacije u Tablici 2. Kalibracijski pravci su linearni
(galna kiselina i (+)-katehin u koncentracijskom podrucju od 1 do 1000 mg dm?, kvercetin-3-

rutiozid 1 do 200 mg dm™) $to pokazuju i koeficijenti determinacije (r* =0.9967 — 0.9997).

Spektroskopskom metodom za odredivanje ukupnih flavonoida dobivene su kalibracijske
krivulje za standarde (+)-katehin, kvercetin-3-rutinozid te kvercetin (Slike 10, 11 i 12).
Vidljivo je da je kalibracijska krivulja (+)-katehina linearna u podrucju od 1 do 500 mg dm?,
dok su kalibracijske krivulje za kvercetin-3-rutinozid i kvercetin linearne u podruéju od 1 do
200 mg dm>. Koeficijent determinacije (r* =0,9969-0,9982) ukazuje na dobru linearnost
(Tablica 2).

Metoda za ukupne antocijanine naj¢es¢e se koristi za odredivanje koli¢ine antocijanina

upotrebom formule koja uzima u obzir molarni ekstinkcijski koeficijent cijanidin—3-
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glukozida. U tom sluéaju ne upotrebljava se kalibracijska krivulja. U ovom radu cilj je bio
pripremiti kalibracijske krivulje razli¢itih antocijanina, validirati metodu te usporediti
koristenje kalibracijskih krivulja u odredivanju koli¢ine antocijanina s upotrebom uobicajene
formule. Dobivene su kalibracijske krivulje za cijanidin-3-galaktozid i cijanidin-3-glukozid
(Slikal3 i 14). Vidljivo je da su kalibracijske krivulje cijanidin-3-galaktozida i cijanidin-3-
glukozida linearne u podruéju od 1 do 50 mg dm™, r’ = 0.9997 — 1 (Tablica 2).

Granice detekcije i granice kvantifikacije spektroskopskih metoda prikazane su u Tablici 2.
Spektroskopske metode dale su prihvatljivo niske granice detekcije (ukupni polifenoli 1,4 do
4,7,ukupni flavonoidi 0,6 do 1,4, ukupni antocijanini oko 1 mgdm'a) i kvantifikacije (ukupni

polifenoli 4 do 14, ukupni flavonoidi 1,9 do 4,3, ukupni antocijanini 3,2 do 4 mg dm™).

Preko koeficijenta varijacije pokazala se dobra (5,6 % (ukupni polifenoli), 3,4 do 3,5 (ukupni
flavonoidi)) ili prihvatljiva (ukupni antocijanini 12,7 do 12,9 %) preciznost spektroskopskih
metoda (Tablica 3). Osim toga, u Tablici 3 su prikazane koli¢ine ukupnih polifenola, ukupnih
flavonoida i ukupnih antocijanina u vinu odredenih prema razli¢itim kalibracijskim
krivuljama. Moze se vidjeti da se dobiju razli¢ite kolicine polifenola ukoliko se za izrazavanje
rezultata koriste razliCiti spojevi. Galna kiselina u metodi za ukupne polifenole dala je najnize
(1368 mg dm™), a kvercetin-3-rutinozid najvece rezultate (2220 mg dm™). Ukoliko se ukupni
flavonoidi izrazavaju prema (+)-katehinu dobiju se najnizi rezultati (1153 mg dm?), dok
kvercetin daje najvece rezultate (3972 mg dm™). Ukupni antocijanini odredeni prema
kalibracijskoj krivulji cijanidin-3-glukozida (44,5 mg dm’?)i prema formuli koja se inace
upotrebljava u ovoj metodi, a koja veé upotrebljava molarni ekstinkcijski koeficijent cijanidin-
3-glukozida (47,9 mg dm?), vrlo su sliéni. Moze se zakljuéiti da je upotreba formule ili
kalibracijske krivulje dobra za odredivanje ukupnih antocijanina. Rezultati prema cijanidin-3-

galaktozidu su sli¢ni (54 mg dm™).

Tocnost spektroskopskih metoda za odredivanje ukupnih polifenola, ukupnih flavonoida i
ukupnih antocijanina dobivena je dodavanjem standarda u vino, a rezultati su prikazani u
Tablici 4. Najmanje iskoriStenje dobiveno je kod metode za ukupne antocijanine za
standarde cijanidin-3-galaktozid (91,47 %), te za cijanidin-3-glukozid (92,63 %).Takoder iz
Tablice 4je vidljivo da je najvele iskoriStenje dobiveno pri izvodenju metode za ukupne
polifenole kod galne kiseline (102,22 %), te kvercetin-3-rutinozida (106,22 %).Tocnost svih

metoda je prihvatljiva.
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Osjetljivost spektroskopskih metoda za odredivanje ukupnih polifenola, ukupnih flavonoida i
ukupnih antocijanina, izrazena preko nagiba kalibracijskih krivulja, prikazana je u Tablici 5
gdje je vidljivo da je dobivena najosjetljivija kalibracijska krivulja za ukupne polifenole prema
galnoj kiselini (0,0012), dok je metoda za ukupne flavonoide najosjetljivija prema (+)-
katehinu (0,0022). Prema tome, standardi koji se inaCe koriste za kalibraciju pokazali su
najvecu osjetljivost. Metoda za ukupne antocijanine pokazuje vecu osjetljivost ukoliko se kao
standard koristi cijanidin-3-glukozid (0,0169), dok kalibracijska krivulja cijanidin-3-galaktozida
pokazuje manju osjetljivost (0,0137). | kod ove metode pokazalo se da je antocijanin koji se

inace koristi za kalibraciju daje metodi vecu osjetljivost.

Tablica 6 prikazuje parametre validacije kromatografske metode: koeficijent determinacije
r’, granicu detekcije (LOD) u mg dm™, granicu kvantifikacije (LOQ) u mg dm™ dobivenu
analizom standarda razli¢itih koncentracija, zatim preciznost izrazenu preko koeficijenta
varijacije u %, te tocnost izrazenu kao iskoriStenje u %. Prema dobivenim koeficijentima
determinacije vidljivo je da su kalibracijske krivulje linearne (r* od 0,9957 do 0,9997) s
prihvatljivim limitima detekcije (od 0,08 do 2,04 mg dm™) i kvantifikacije (0,26 do 6,80 mg
dm™). Preciznost (koeficijent varijacije do 12,9 %) i to¢nost metode (od 90,71 do 107,88 %)
takoder se pokazala kao prihvatljiva. Najvecu osjetljivost ima kalibracijska krivulja kvercetina,

a najmanju galna kiselina.

Prema odredenim parametrima validacije, ispitane spektroskopske metode mogu se
preporuciti za odredivanje polifenolnih skupina i ukupnih polifenola u razli¢itim uzorcima.
Standardi polifenola koji se uobicajeno koriste za dobivanje kalibracijskih krivulja (galna
kiselina za ukupne polifenole, (+)-katehin za ukupne flavonoide, cijanidin-3-glukozid za
ukupne antocijanine) pokazuju najvecu osjetljivost, no kalibracijske krivulje i ostalih ispitanih
polifenola, mogu se koristiti za dobivanje kvantitativnih podataka. Nadalje, ispitane metode
mogu se preporuciti za mjerenje pojedinog polifenola u model otopinama u kojima se prati
koncentracija tog polifenola, uz upotrebu istog polifenola za dobivanje kalibracijske krivulje.
Primjer takvog modela je model adsorpcije polifenola na prehrambeno vlakno. Prehrambeno
vlakno se uklanja iz otopine ultrafiltracijom, a koncentracija zaostalog polifenola moze se

pratiti spektroskopskim metodama.

Kromatografska metoda pokazala je da je tocna i precizna u ispitivanom podrucju

koncentracija, Sto je bilo i ocekivano.
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6. Zakljucci

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. Spektroskopske i kromatografske metode pokazale su se kao linearne metode

za sve koriStene standarde u promatranom rasponu koncentracija.

2. Dobivene granice detekcije i granice kvantifikacije za sve standarde bile su u

prihvatljivim granicama validacije.

3. Spektroskopske i kromatografske metode pokazale su se kao to€ne i precizne

metode.

4. Osjetljivost spektroskopskih metoda je razli¢ita za razliCite standarde, a najveéu
osjetljivost pokazali su standardi polifenola koji se uobicajeno koriste za
dobivanje kalibracijske krivulje (galna kiselina za ukupne polifenole, (+)-katehin
za ukupne flavonoide, cijanidin-3-glukozid za ukupne antocijanine). Kod
kromatografske metode, najvecu osjetljivost pokazao je kvercetin, a najmanju

galna kiselina.

5. Validacijom ovih metoda pokazalo se da se one mogu koristiti za odredivanje

koli¢ine polifenolnih spojeva u realnim uzorcima i modelnim otopinama.
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