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1. UVOD

Jedna od najcesce koriStenih komponenata u laboratorijskom radu, bilo u nastavi kemije
ili u znanstveno-istrazivackom radu, svakako su otapala. Koriste se kao reakcijski medij ili
kao sam sudionik kemijske reakcije. Cesto se koriste i kao medij za ekstrakciju bioaktivnih
tvari, a njihova u¢inkovitost u tome ovisi o svojstvima samih otapala. Jedno od najcesce
koristenih otapala je voda, ali se u ekstraciji bioaktivnih tvari ¢esce koriste druga otapala, kao
Sto su etanol 1 aceton, bilo sama ili razrijedena vodom. Otapala se koriste 1 u pripremi
indikatora, primjerice kiselo-baznih indikatora koji svoju primjenu imaju i u istraZivanjima i
u Skolskim pokusima. Medutim, ovi indikatori Cesto su skupi 1 nedostupni, a neki od njih su
opasni za zdravlje 1 okoliS. Stoga je cilj ovoga rada bio ispitati moguénost primjene
konvencionalnih otapala u pripremi alternativnih kiselo-baznih indikatora. Takvi indikatori
imali bi veliku moguénost primjene primjerice u Skoli, pogotovo zbog niZe cijene 1 vece
dostupnosti.

U prvom dijelu rada opisani su konvencionalni kiselo-bazni indikatori i pH vrijednosti
pri kojima mijenjaju boju. Takoder, nabrojani su i opisani neki od najces¢e koristenih
alternativnih kiselo-baznih indikatora te je dan kratak pregled njihovih svojstava. Na samom
kraju prvog dijela rada, nabrojana su i1 opisana otapala koristena u ovom radu.

U drugom dijelu rada prvo je dan pregled koriStenih materijala i metoda. Nabrojan je
biljni materijal te opisan plan rada. Koristeni biljni materijal bilo je jagodicasto i bobicasto
voce, a biljni materijal je ispitan u obliku svjezeg i1 suhog voca te odabranih preradevina.
Nadalje, prikazani su rezultati istrazivanja upotrebe odabranog biljnog materijala kao
potencijalnog alternativnog kiselo-baznog indikatora. Prema planu rada, prvo je napravljeno
preliminarno istrazivanje kako bi utvrdili naprikladnija otapala, njthov omjer u odnosu na
masu biljnog materijala te koncentracije samih otapala (odnosno omjer otapala i vode) koji
su onda koriSteni u daljem radu. Dobiveni rezultati su prikazani slikama te prodiskutirani, a
pokazali su da odabrani biljni materijal i koriStena otapala imaju veliki potencijal primjene

u pripremi alternativnih kiselo-baznih indikatora.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Kiselo-bazni indikatori

Kiselo-bazni indikatori su spojevi koji na neki nacin, primjerice promjenom boje,
ukazuju na pH medija u kojem se nalaze (Tablica 1.). Na primjer, kako bi fizikalna promjena
u tocki ili oko tocke ekvivalencije bila uoc€ljiva, u titracijsku otopinu se dodaje indikator. Kod
tocke ekvivalencije dolazi do promjene relativnih koncentracija analita i titranta koje su uzrok
promjene boje (strukture) indikatora. Neke od tipi¢nih promjena su nastajanje ili nestajanje
boje, promjena boje i nastanak ili nestanak zamucenja otopine. Osim kiselo-baznih indikatora,
neki od uobicajenih indikatora su redoks indikatori, indikatori za kompleksometrijske

titracije, talozni te adsorpcijski indikatori [1].

Tablica 1. Prikaz kiselo-baznih indikatora i njihovih promjena boje [2].

Indikatori Boja u bazi¢noj Raspon pH
otopini otopini

~ Timol plava (prva promjena)  Crvena Zuta 1,2-2,8
Metil oranz Crvena Zuta 3,2-4.4
Bromkrezol zelena Zuta Plava 3,8-54
Metil crveno Zuta Crvena 4,8-6,0
Bromtimol plavo Zuta Plava 6,0-7,6
Fenol crveno Zuta Crvena 6,8-8.4
Timol plava (druga promjena) Zuta Plava 8,0-9,6
Fenoftalein Bezbojna Magenta 8,2-10,0

Kiselo-bazni indikatori su slabe kiseline ili slabe baze koje mijenjaju boju ovisno o
promjeni koncentracije oksonijevih (H3O") iona u vodenoj otopini. Takva vrsta indikatora
najcescée se koristi u titracijama za dokazivanje krajnje tocke reakcije. Osim toga, neki od
njih mogu se koristiti i za odredivanje pH vrijednosti otopine [2].

Ako je indikator slaba kiselina (HIn), ravnoteZa u otopini se postize prema kemijskoj

jednadzbi (1):



HIn (aq) + H20 (1) 2 In (aq) + H30" (aq) (1)
Kiselina = Boja A Baza =

Iz jednadzbe (1) mozemo zakljuciti da je HIn kiselina, a In” baza. Kod niskog pH,
koncentracija H3O" je poprilicno visoka, $to pomiée ravnotezu reakcije u lijevo, stvarajuéi
boju A. Pri visokom pH, koncentracija H3O" je poprilicno niska, $to pomi¢e ravnotezu
reakcije u desno, stvaraju¢i boju B [2].

Primjer indikatora slabe kiseline je fenolftalein, koji je bezbojan kao slaba kiselina, ali
disocijacijom u vodi stvara anion crveno-ljubiCaste (magenta) boje. U kiseloj otopini,
ravnoteza je pomaknuta ulijevo, pa dominira kisela forma fenolftaleina i otopina je bezbojna,
a povecavanjem pH ravnoteza se pomiCe udesno, dominira anion i otopina postaje crveno-

-ljubicasta [2].

2.2. Alternativni kiselo-bazni indikatori

Postoji mnogo biljaka koje se mogu koristiti kao alternativni kiselo-bazni indikatori.
Samo neke od njih su cikla, borovnica, kupina, treSnja, curry prah, latice geranija, grozde,
luk, listovi divljeg kestena, latice petunije, crveni (ljubicasti) kupus, latice ruze, kurkukma 1
dr. Ove biljke sadrze razne biljne pigmente, primjerice antocijanine, koji su osjetljivi na pH,
Sto ih ¢ini savrSenim za ispitivanje kiselosti i bazi¢nosti otopine [3].

Jedan od najpopularnijih alternativnih kiselo-baznih indikatora je crveni kupus
(Brassica oleracea var. capitata F. rubra). Listovi crvenog kupusa sadrze antocijanine koji
su osjetljivi na promjenu pH vrijednosti Sto omogucuje primjenu otopine crvenog kupusa
kao kiselo-baznog indikatora. U kiselom mediju otopina ima crvenu ili ruzicastu boju, u
neutralnom mediju je ljubicasto-plave boje dok u bazi¢nom mediju otopina postaje zelene
ili Zute boje (Slika 1.). Ovako izraZene promjene boje omogucéuju primjenu otopine crvenog
kupusa u to€nijem utvrdivanju pH vrijednosti medija. Upravo to je jedan od razloga zasto je

crveni kupus jedan od najzastupljenijih prirodnih indikatora [4].
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Slika 1. Promjene boje indikatora od crvenog kupusa pri razli¢itim pH vrijednostima [5].

Antocijanini djeluju kao antioksidansi kako u namirnicama u kojima se nalaze tako i
u organizmu. Nalaze se uglavnom u kozici, osim u odredenim vrstama crvenog voca, poput
tresnje 1 jagode, gdje se nalaze u mesu ploda. Biosinteza antocijana bila je jedna od prvih
grana metabolizma propanoida za koju su identificirani biosintetski enzimi i1 odgovarajuci
transkripcijski faktori. Imaju karakteristicna fizikalno-kemijska svojstva koja im daju
jedinstvenu boju 1 stabilnost. Takoder, vrlo su reaktivni 1 podlozni reakcijama razgradnje.
IzloZenost kisiku, visokim temperaturama, svjetlosti, i promjenama pH vrijednosti mogu
utjecati na njihovu stabilnost 1 boju [6]. Opc¢a strukturna formula antocijanina prikazana je

na Slici 2.

Slika 2. Strukturna formula antocijanina [7].

Antocijanini su glikozidni polihidroksi ili polimetoksi derivati 2-fenilbenzopirilija,
koji sadrZe dva benzilna prstena. Obi¢no sadrZe jednu glikozidnu vezu, ali mogu sadrzavati
dva, tri ili viSe ugljikohidrata vezanih na razli¢itim mjestima ili kao boc¢ni lanci
oligosaharida. Takoder, na boju plodova utjece broj hidroksilnih i metoksilnih skupina.

Ukoliko je prisutno viSe hidroksilnih skupina boja ¢e biti plavkasta, dok prisutnost



metoksilnih skupina stvara crvenkastu boju [6]. Neki od glavnih antocijanina prikazani su

na Slici 3.

Q3

O

OH peonidin OH delfinidin = ... OH
(bozur) (borovnica) pelargonidin
(pelargonija, rotkvica, jagoda)
QCH, OH

HO

Qlf

OB petunidin ol malvidin

(petunija, borovnica) (grozde)

cijanidin
(jagoda, visnja, tresnja, ruza)

Slika 3. Strukture glavnih antocijanina [8].

Antocijanin delfidin odgovoran je za ljubicasto-plavo obojenje biljke dok su petunidin
1 malvidin zasluzni samo za ljubiCastu boju biljke. Nadalje, cijanidin je odgovoran za
magenta ili tamnocrveno obojenje biljke, a peonidin za magenta boju biljke. Losos
narancastu boju biljkama daje antocijanin pelarogonidin [6].

Nadalje, osim kao kiselo-bazni indikator, crveni kupus se moze koristiti kao sredstvo
za otkrivanje prisutnosti odredenih iona. Jedan od njih je bisulfitni ion koji se nalazi u
odredenim sortama vina kako bi poboljSao okus, boju i aromu vina. Naime, u kiselim
uvjetima flavilijevi ioni (crvena boja), dobiveni iz antocijana, reagiraju s bisulfitnim ionima
dajuci flaven-4-sulfonat, to¢nije bisulfitni adukt [9]. Nastali sulfonati su bezbojni, kao $to je

prikazano na Slici 4.
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Slika 4. Promjene boje povezane s reverzibilnom reakcijom antocijana s bisulfitnim

ionima u vodi [9].

Moze se reci da je interakcija metalnih iona i antocijana odgovorna za boju raznolikog
cvijeca, a jedan od primjera je hortenzija (Hydrangea macrophylla L.). Antocijanin zasluzan
za boju cvijetova hortenzija je delfinidin koji u kiselom tlu iznimno bogatom AI** jonima
stvara kompleks delfidin-3-O-glukopiranozid §to dovodi do nastanka plavog obojenja
cvijeta hortenzije. Klju¢na komponenta aluminijskog kompleksa je anhidrobazni oblik
delfinidina koji omoguéuje vezanje antocijana na Al** ion [9]. Za razliku od kiselog tla, u
bazi¢nom tlu A" iona gotovo da ni nema te ne dolazi do stvaranja kompleksa i cvijetovi

hortenzije bivaju obojeni u crveno dok u netralnom tlu imaju ljubic¢asto obojenje (Slika 5.)

[9].



Delfidin

Delfidin-3-0-
glukopiranozid Ho

Slika 5. Strukture boja hortenzija [9].

Jos jedan od primjera alternativnih kiselo-baznih indikatora je svijetlozuti prah
kurkume (Curcuma longa L.). Pigment odgovoran za boju naziva se kurkumin te se
promjena boje dogada pri pH vrijednosti 7,4-8,6. Promjene u strukturi molekule kurkumina
prikazane su na Slici 6. U kiselom ili neutralnom mediju otopina postaje Zuta, dok u
bazi¢nom mediju otopina postaje narancasta do crvenkasto-smeda. Koristi se kao indikator

u obliku kurkuma papira ili otopine [10].

F o -~
KETO OBLIK M€ ENOLATNI OBLIK M€
(KISELO/NEUTRALNA SREDINA) (ALKALNA SREDINA)

Slika 6. Promjene u molekuli kurkumina u kiseloj/neutralnoj 1 bazi¢noj sredini [10].

Takoder, cvijet hibiskusa (Hibiscus rosa-sinensis L.) je jedan od primjera alternativnih

kiselo-baznih indikatora. Crveni cvjetovi hibiskusa pomijesaju se s vodom te na taj nacin

7



pripremljena otopina moZze posluziti kao kiselo-bazni indikatori. Dodatkom tople vode na
latice cvjetova otopina postaje blago ruzicasta. Ukoliko se takav indikator izlozi kiseloj
sredini otopina postaje intenzivno ruzicaste to¢nije magenta boje, no kada se ista otopina

izlozi bazi¢noj sredini otopina postaje zelene boje, kao $to je prikazano na Slici 7. [11].

\_/ ~—’ \_/
Kiselo Indikator hibiskusa Bazi¢no

Slika 7. Promjena boje indikatora hibiskusa.

Naposljetku, cikla (Beta vulgaris L.) takoder pripada alternativnim kiselo-baznim
indikatorima. Bogata je betalainima te je svrstana u biljke s najve¢om antioksidativhom
aktivnoSc¢u. Betalaini su heterociklicki spojevi koji se nalaze u podzemnom dijelu biljke te
su odgovorni za njegovu crveno-ljubicastu boju, a osim toga upravo ovi spojevi djeluju kao
antioksidansi. Pripadaju skupini etalaina 1 stabilni su u kiselim do neutralnim sredinama.
IzloZenost svjetlu 1 visokim temperaturama te prisutnost kisika samo su neki od ¢imbenika
koji utjeCu na stabilnost ovih spojeva [11].

Betalaini nastaju iz perkusora, betalaminske kiseline, a dosad je identificirano preko
50 razli¢itih struktura betalaina. Osnovnu strukturu betalaina ¢ini betalaminska kiselina na
kojoj se nalaze razni supstituenti, na primjer vodikov atom ili neki sloZeniji supstituent.
Razlika u prisutnom supstituentu rezultat je razli¢itih izvora ovih pigmenata i uvjetuje
nijansu pigmenta i njegovu stabilnost. Prema kemijskoj strukturi, betalaini se dijele u dvije
podskupine. Odgovorni za narancasto-Zutu boju su betaksantini, dok su betacijanini
odgovorni za crveno-ljubicastu boju [11]. Opce strukture betalaminske kiseline, betacijanina

1 betaksantina prikazane su na Slici 8.



{

*. ?1 5

& COOH
HOOC' : COOH Hooc" COOH  HOOC®

betalaminska kiselina betacijanin betaksantin

Slika 8. Opce strukture betalaminske kiseline, betacijanina i betaksantina [12].
2.2.1. Bioaktivni spojevi u biljkama

Bioaktivni spojevi su nehranjivi spojevi koje se nalaze u biljkama te se jo§ nazivaju
fitokemikalije ili fitotvari. Identificirano je viSe od tisucu razli¢itih fitotvari u razli¢itim
biljakama i njihovim plodovima. U fiziologiji bilja pripadaju produktima sekundarnog
metabolizma, tocCnije tvarima koje biljka ne treba za primarne potrebe poput rasta i
reprodukcije. Samo neki od njih su resveratrol iz vina, likopen iz rajCice, izoflavoni iz soje
te flavonoidi iz voca. Biljkama su potrebni, izmedu ostalog, kao zastita ili obrana od
nametnika, bolesti i vremenskih uvjeta [12].

Fitotvari imaju razli¢ite mehanizme djelovanja, a jedan od njih je zasigurno
antioksidativna aktivnost. Vecina fitotvari ima antioksidativnu aktivnost Cime pruza zastitu
stanicama od oksidativne Stete uzrokovane suviSnim slobodnim radikalima. Neke od
najistaknutijih skupina fitotvari prema antioksidativnom djelovanju su karotenoidi,
flavonoidi te polifenoli [12].

Fitotvari se ugrubo mogu podjeliti u ¢etiri skupine. Prvi od njih su polifenoli u koje se
ubrajaju antocijanini, flavonoidi, flavoni i flavanoli, izoflavonoidi, lignani, fenolne kiseline,
stilbenoidi, tanini i mnogi drugi. Druga skupina fitotvari su teprenoidi u koje se ubrajaju
monoterpenoidi, iridoidi, seskviterpenoidi, seskviterpenski laktoni, diterpenoidi, itd. Trec¢u
skupinu fitotvari ¢ine alkaloidi, glikozidi i ostale duSikove tvari te se u njih ubrajaju betalain,

indol, izotiocijanati, izokinolin, pirolidin i piperidini, kinolin, purini i pirimidini 1 ostali.



Posljednju skupinu fitotvari ¢ine organske kiseline kao $to su katehini, kurkumin, dialil
sulfid, disulfidi, trisulfidi, izotiocijanati, ftalidi, poliacetileni i mnogi drugi [12].

Fitotvari predmet su brojnih istrazivanja, pa su tako Boccalon i sur. (2022.) ispitali
primjenu krumpirovog Skroba kojem je dodan ekstrakt cijanidina iz crvenog luka u izradi
filmova koji bi posluzili kao senzori za detekciju kakvoce hrane. Cijanidin iz luka mijenja
boju filma ovisno o pH medija, ¢ime ukazuje na kvarenje hrane i mogao bi posluziti kao
zamjena za sintetske pigmente. Dodatna prednost ovako pripremljenih indikatora je
biorazgradivost, buduci da je glavna gradevna komponenta skrob [13].

Etxabide 1 sur. (2021.) ispitali su primjenu prirodnih prehrambenih indikatora
(kurkumina, betanina 1 antocijanina) u proizvodnji pametne ambalaze. Ispitali su stabilnost
1 varijabilnost boje otopine pri razli¢itim uvjetima skladistenja i pH vrijednostima. Utvrdili
su da je kurkumin pri pH ve¢im od 9 fotosenzitivan jer je primijecen gubitak boje od 67 %
nakon dana skladiStenja. Preostala dva su pokazala vecu stabilnost jer je primije¢en gubitak
boje od oko 30 % nakon 28 dana skladiStenja. Utvrdili su 1 da antocijanin pokazuje Sirok
raspon boja, odnosno da boja pri nekoj pH vrijednosti ovisi o tipu i koncentraciji ispitivanih
spojeva [14].

Huang i sur. (2021.) pripremili su 1 ispitali svojstva kolorimetrijskog indikatorskog
filma na bazi antocijanina. Radili su s agaroznim matriksom u koji su inkorporirani
antocijanini iz ljubicastog slatkog krumpira, a ekstrakciju antocijanina proveli su pomocu
zakiseljene alkoholne otopine (50 % etanol, 1 % HCI). Ovako pripremljen indikator posluzio
bi u pracenju kakvoce i svjezine hrane [15].

Najcesce koriStene biljke za pripremu indikatora svjezine hrane na bazi antocijanina
su crveni kupus 1 ljubicasti slatki krumpir, kojima se bavi oko 35 % svih istrazivanja ove
vrste, budu¢i da sadrze visoku koncentraciju cijanidina i peonidina [16, 17]. Osim njih,
brojna istrazivanja se bave kupinom, grozdem, crnom sojom [18], patlidzanom [19] i crnom
Sljivom [20]. Osim biljnog materijala, u radovima se koriste i ostaci nastali pri proizvodnji
sokova, na primjer pri preradi duda, borovnica, kupina 1 aronije [21-26].

Osim toga, Szadkowski i sur. (2022.) su proveli sintezu i karakterizaciju novih
organsko-anorganskih pH indikatora sacinjenih od antrakinona i minerala. U ispitivanju su
koristili alizarin 1 purpurin, a utvrdili su da prirodni pigmenti imaju izraZzenu jaku pH
osjetljivost te se njihova boja mijenja ovisno o izlozenosti HCI1 1/ili NH3. Purpurin se pokazao
pogodnijim budué¢i da je pokazao manju migraciju s polimera (oko Sest puta manja

koncentracija u etanolu nakon 14 dana) [27].
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Phenol-Explorer je prva baza podataka o sadrzaju polifenola u biljkama iu hrani. Baza
sadrzi vise od 35000 vrijednosti za 500 razli¢itih polifenola u vise od 400 namirnica. Ovi
podaci proizlaze iz sustavnog prikupljanja vise od 60000 vrijednosti izvornih sadrzaja
objavljenih u vise od 1300 znanstvenih publikacija. Razvijen je u Nacionalnom institutu za
poljoprivredna istrazivanja (fra. Institut national de la recherche agronomique, INRA) u
suradnji s Francuskom agencijom za sigurnost hrane (fra. Agence Frangaise de Sécurité
Sanitaire des Aliments, AFSSA), SveuliliStem Alberta, SveuciliStem u Barceloni te
Medunarodom agencija za istrazivanje raka (engl. International Agency for Research on
Cancer, IARC) [28].

U Tablicama 2.-11. su prikazane vrijednosti koncentracije najzastupljenijih
antocijanina i srednje vrijednosti izraZzene u mg/100 g, minimuma, maksimuma 1 standardne
devijacije (oznaka SD) za biljni materijal koriSten u ovom radu. Navedene eksperimentalne
vrijednosti su dobivene metodom kromatografije. U ovoj bazi nema podataka za Sumsku
jagodu, grozde (Rose), crni, crveni i bijeli dud, ruzin Sipak, goji, drijen te korintsku grozdicu

1 tayberry bobicu.
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Flavonoidi

Antocijanini

Flavanoli
Flavonoli

Fenolne kiseline
Hidroksibenzojeve

kiseline

Hidroksicimetne

kiseline

Tablica 2. Najzastupljeniji bioaktivni spojevi u svjezoj jagodi [29-32].

pelargonidin-3-0-(6"-sukcnil-glukozid)
pelargonidin-3-0-glukozid)

(+)-katehin

kvercetin-3-O-glukuronid

4-hidroksibenzojeva kiselina-4-O-
glukozid

elaginska kiselina

elaginska kiselina glukozid
S-kafeoil kininska kiselina

p-kumaroil glukoza

Srednja vrijednost
10,44
47,14
6,36
1,74

1,53

1,24
2,85
1,93
436

Min
0,00

20,28

1,57
1,74

0,60

0,00
1,49
0,00
0.37

Max
31,31
68,27
18,74
1,74

3,40

4,10
6,03
2,90
8,74

SD
8,10
14,60
5,46
0,00

1,62

0,80
1,12
1,67
2,24

Legenda: min — minimum, max — maksimum, SD — standardna devijacija. Srednja

Flavonoidi

Antocijanini

Flavonoli

Fenolne Kiseline

Hidroksicimetne

Kiseline

vrijednost izrazena je u mg/100g.

Tablica 3. Najzastupljeniji bioaktivni spojevi u svjezoj kupini [33-35].

cijanidin-3-O-(6"-dioksalil-glukozid)
cijanidin-3-0O-glukozid
cijanidin-3-O-rutinozid
cijanidin-3-O-ksilozid
kvercetin-3-O-galaktozid
kvercetin-3-O-rutinozid
kvercetin-3-O-ksilozid

kvercetin-3-O-ksilozil-glukuronid

elaginska kiselina
galna kiselina

3-kafeoil kininska kiselina

Srednja
vrijednost
10,97
138,72
8,86
9,74
4,10
3,89
1,28
2,37

43,67
4,67
4,53

Min

3,57
85,21
1,34
4,60
1,20
0,00
0,00
0,62

20,00
2,00
4,10

Max

19,34
190,62
13,81
17,81
8,04
24,00
2,51
5,69

69,00
9,00
5,20

SD

5,63
37,07
5,03
5,29
2,48
8,37
0,83
1,95

24,54

3,79
0,59
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Tablica 4. Najzastupljeniji bioaktivni spojevi u svjezoj crvenoj malini [35-37].

Flavonoidi Srednja Min Max SD
vrijednost

Antocijanini cijanidin-3-0-glukozid 14,89 0,00 30,50 6,78
cijanidin-3-0-soforozid 37,61 0,00 106,23 26,25

Flavonoli (-)-epikatehin 5,05 0,30 8,26 3,76
kvercetin 3-O-rutinozid 11,0 11,00 11,00 0,00

Fenolne Kkiseline

Hidroksibenzojeve lambertianin C 30,84 30,84 30,84 0,00

kiseline sanguiin H-6 76,10 76,10 76,10 0,00

Tablica 5. Najzastupljeniji bioaktivni spojevi u svjezem crnom ribizu [38-40].

Flavonoidi Srednja Min Max SD
vrijednost

Antocijanini cijanidin-3-O-glukozid 25,07 12,48 51,78 13,34
cijanidin-3-O-rutinozid 160,78 93,34 241,10 52,33
delfinidin-3-0-glukozid 86,68 54,20 113,21 24,33
delfinidin-3-O-rutinozid 304,91 197,41 409,19 78,70

Flavanoli kvercetin 3-O-rutinozid 4,65 4,65 4,65 0,00
miricetin-3-O-glukozid 2,71 2,71 2,71 0,00
miricetin-3-O-rutinozid 3,14 3,14 3,14 0,00
kvercetin-3-0O-glukozid 2,61 2,61 2,61 0,00
kvercetin 3-O-rutinozid 4,65 4,65 4,65 0,00

Fenolne Kkiseline

Hidroksibenzojeve 4-hidroksibenzojeva kiselina 4-O-glukozid 0,73 0,40 1,30 0,49

kiseline

Hidroksicimetne 3-kafeoil kininska kiselina 4,30 3,80 4,80 0,50

kiseline 3-p-kumaroil kininska kiselina 1,73 1,30 2,10 0,40
kofeil glukoza 2,79 1,90 4,18 1,04
feruloil glukoza 1,30 1,10 1,50 0,20
p-kumaroil glukoza 1,13 1,00 1,40 0,23
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Tablica 6. Najzastupljeniji bioaktivni spojevi u vinu crvenog ribiza [41].

Flavonoidi

Flavonoli

srednja vrijednost

kaempferol

miricetin

kvercetin
kvercetin-3-0O-glukozid

kvercetin-3-O-rutinozid

0,05
0,15
0,24
0,48
0,45

min
0,05
0,15
0,24
0,48
0,45

max
0,05
0,15
0,24
0,48
0,45

SD
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

Tablica 7. Najzastupljeniji bioaktivni spojevi u svjezem crvenom ribizu [33, 39, 42,

Flavonoidi

Antocijanini

Flavanoli

Fenolne Kkiseline
Hidroksibenzojeve
kiseline

Stilbeni

Stilbeni

43].

cijanidin-3-O-glukozid
cijanidin-3-0O-glukozil-rutinozid
cijanidin-3-O-sambubiozid
cijanidin-3-O-ksilozil-rutinozid
(+)-katehin

(+)-galokatehin

prodelfinidin dimer B3

4-hidroksibenzojeva kiselina 4-O-glukozid

resveratrol

Srednja
vrijednost
3,37
4,23
9,47
11,22
1,27
1,28
1,70

1,03

1,57

Min

0,16
0,82
4,38
11,22
1,22
1,22
1,70

0,90

1,57

Max

6,57
7,64
14,57
11,22
1,33
1,35
1,70

1,30

1,57

SD

4,53
4,82
7,21
0,00
0,08
0,09
0,00

0,23

0,00
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Flavonoidi
Flavonoli
Fenolne kiseline
Hidroksicimetne

kiseline

kvercetin

feruli¢na kiselina

Srednja vrijednost

1,27

2,30

Min
1,27

2,30

Tablica 8. Najzastupljeniji bioaktivni spojevi u svjezoj borovnici [42].

Max
1,27

2,30

SD
0,00

0,00

Tablica 9. Najzastupljeniji bioaktivni spojevi u svjezoj (americkoj) brusnici [43-44].

Flavonoidi

Antocijanini

Flavonoli

Fenolne Kkiseline
Hidroksibenzojeve
kiseline
Hidroksicimetne

kiseline

cijanidin-3-0O-arabinozid
cijanidin-3-0O-galaktozid
peonidin-3-O-arabinozid
peonidin-3-O-galaktozid
peonidin-3-O-glukozid
kvercetin-3-O-ramnozid
miricetin-3-O-arabinozid
kvercetin-3-O-arabinozid

kvercetin-3-O-galaktozid

benzojeva kiselina

kavena kiselina

p-kumarinska kiselina

srednja vrijednost
4,47
8,89
9,61
22,02
4,16
6,17
5,30
4,94
10,81

48,10

2,31
1,08

min
4,47
8,89
9,61
22,02
4,16
6,17
5,30
4,94
10,81

48,10

0,38
0,00

max
4,47
8,89
9,61
22,02
4,16
6,17
5,30
4,94
10,81

48,10

4,25
2,16

Tablica 10. Najzastupljeniji bioaktivni spojevi u dZemu od brusnice [45].

Flavonoidi

Antocijanini

cijanidin-3-0-glukozid
delfinidin-3-O-galaktozid
delfinidin-3-O-glukozid
malvidin-3-0-glukozid
peonidin-3-0O-glukozid
petunidin-3-O-glukozid

srednja vrijednost
1,58
2,03
2,24
3,14
2,50
1,96

min
1,42
1,75
2,04
3,07
2,21
1,86

max
1,74
2,32
2,43
3,21
2,79
2,07

SD
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00

2,74
1,53

SD
0,23
0,40
0,28
0,10
0,41
0,15
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Tablica 11. Najzastupljeniji bioaktivni spojevi u svjezoj aroniji [38, 43].

Flavonoidi srednja min max SD
vrijednost

Antocijanini cijanidin-3-0O-arabinozid 252,76 132,91 372,62 169,50
cijanidin-3-0O-galaktozid 557,67 125,63 989,70 610,99
cijanidin-3-O-glukozid 19,64 1,69 37,60 25,39
cijanidin-3-O-ksilozid 45,90 43,76 48,05 3,03
pelargonidin-3-O-arabinozid 2,14 2,14 2,14 0,00

Flavonoli kvercetin-3-0O-galaktozid 46,46 46,46 46,46 0,00
kvercetin-3-0-glukozid 41,95 41,95 41,95 0,00

Fenolne Kkiseline

Hidroksicimetne kiseline kavena kiselina 141,14 141,14 141,14 0,00

2.3. Otapala u kemiji

Otapala su heterogena skupina kemijskih tvari koje se mogu koristiti za razrjedivanje,
otapanje ili rasprSivanje drugih spojeva. Sposobnost otapala da otapa drugu molekulu ovisi
o molekularnoj strukturi i fizickim svojstvima otapala i otopljene tvari. Otapala se mogu
kategorizirati kao organska i anorganska te kao polarna i nepolarna. Polarna otapala su voda,
alkoholi 1 druge kemijske tvari koje sadrze —OH skupinu te imaju sposobnost doniranja
vodikovih iona i stvaranja vodikovih veza. Nepolarna otapala se ne mijesaju s vodom te se
koriste za otapanje hidrofobnih tvari kao $to su ulja 1 masti [46].

Metanol je bezbojna, lako hlapljiva, zapaljiva i otrovna tekucina. Moze se dobiti
destilacijom drva i uglavnom se sintetizira iz ugljicnog monoksida i vodika. Najznacajnija
upotreba metanola je u proizvodnji formaldehida, metil-tert-butil-etera i octene kiseline.
Takoder se koristi u proizvodnji klorometana, metilamina, glikol metil etera i biodizela
reakcijom transesterifikacije [47]. Osim gore navedenih tvari, moze se nac¢i u plastici,
sintetickim vlaknima, gorivima, smolama, bojama, Ijepilima, otapalima, tepisima,
rashladnim sredstvima, pigmentima, bojama i tome slicno. Koristi se i u proc¢iS¢avanju
otpadnih voda kako bi se sprijecilo cvjetanje algi [48].

Vrlo je vazno odabrati pogodno otapalo za ekstrakciju pigmenata jer otapalo odreduje
stupanj afiniteta prema kemijskom sastavu tvari koje se ekstrahiraju. Osim sposobnosti
otapanja prema spojevima koji se ekstrahiraju i kvantificiraju, otapalo takoder igra vaznu

ulogu u stani¢noj lizi. Agresivnija otapala mogu povecati prinos ekstrakcije stanica s cvrstim
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stijenkama. M. Henriques i sur. (2007.) su prvo koristili metanol kao otapalo za ekstrakciju
klorofila, ali su ga zbog toksi¢nosti zamijenili drugim otapalima poput etanola i acetona [49].

Etanol je hlapljiva, zapaljiva, bistra, bezbojna tekucina. Takoder se ubraja u skupinu
primarnih alkohola te je jedan od glavnih sastojaka alkoholnih pi¢a koja se konzumiraju
diljem svijeta. Nadalje, mijesa se s vodom i mnogim organskim otapalima to¢nije hidrofilan
je. Velike koli¢ine etanola se jo$ uvijek proizvode fermentacijom [50].

Primarna upotreba etanola je u proizvodnji alkoholnih pica, ali i kod proizvodnje
acetaldehida, etil klorida, etil acetata, etilen dibromida, octene kiseline, glikol etera 1
etilamina. Osim toga, etanol se takoder koristi u proizvodnji eksploziva, bojila, deterdzenta,
punila, maziva, lakova, aditiva, premaza, u kozmetickoj 1 parfemskoj industriji, u
proizvodnji ekstrahiranih aroma i sl. Etanol je ¢est dodatak gorivu za ¢iS€enje motora.
Vecina benzina proizvedenog u SAD-u sadrzi 10 % etanola koji oksigenira gorivo i smanjuje
njegovo oneciS¢enje [51].

Farmaceutska upotreba etanola je na primjer u obliku antiseptika te u antibakterijskom
spreju. Takoder se koristi kao protuotrov prilikom trovanja metanolom te kao neurotoksin 1
teratogeno sredstvo [52].

Etanol ima Siroku primjenu kao otapalo, te moze ukljucivati smole, masne kiseline,
ugljikovodike, masti, ulja 1 voskove. Takoder, koristi se kao medicinsko otapalo zbog svoje
niske toksi¢nosti [53]. Z. Gao i sur. (2017.) su uspjesno ekstrahirali antocijanin iz borovnice
koristenjem etanola kao otapala. Kako su antocijanini polarni spojevi, reguliranje volumnog
udjela etanola moze ubrzati disocijaciju i oslobadanje antocijanina, uvelike utjecuéi na
brzinu proc¢is¢avanja antocijana. Utvrdili su da 60 %-tni volumni udio etanola, omjer biljne
preradevine i otapala od 1 : 10 i ultrazvucna kupelj pri 60 °C Cine najbolje uvjete kako bi se
antocijanin ekstrahirao, dok su najbolji uvjeti za proc¢i§€¢avanje antocijanina bili 95 %-tni
etanol zakiseljen s 0,3 % klorovodi¢nom kiselinom [54].

Aceton je bezbojna, lako hlapljiva i zapaljiva tekuc¢ina koja se ponajvise koristi kao
otapalo ili u obliku aceton cijanohidrina koji je prekursor metil metakrilata. Hidrofilan je te
kao takav od velike je vaznosti prilikom ¢i§¢enja laboratorijskog pribora. Industrijski aceton
se koristi za uklanjanje masnoce ili gume s tekstila kao §to su vuna i svila, izradu lakova za
automobile ili prilikom izrade plastike [55].

Zbog dvostrukog polariteta acetona, to je otapalo koje se moze koristiti u mnostvu
razli¢itih industrija. Jedna od najcesc¢ih upotreba acetona je kao aditiv u benzinu. Koristi se
prilikom razrjedivanja benzina, omogucuje mu da se lako difundira u motoru te na taj nacin

poboljsava u¢inkovitost goriva. Zbog svoje sposobnosti brzog otapanja i isparavanja, aceton

17



se takoder koristi prikom c¢iS¢enja kod izlijevanja nafte i zivotinja pogodenih takvim
katastrofama [56].

Takoder, prilikom konvencionalne ekstrakcije biljnih pigmenata iz uzoraka listica
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh korisio se upravo aceton (X. Hu i sur., 2013.). Ekstrakcija
se odvijala namakanjem listova u 80 % ili ¢istom acetonu tijekom 12 sati na 4 °C. Utvrdili
su da se gotovo 70 % klorofila iz listova ekstrahiralo u 80 %-tnom acetonu, dok je u Cistom

acetonu ekstrahirana vrlo mala koli¢ina klorofila [54].

2.3.1. Otapala u ekstrakciji bioaktivnih tvari

Na ekstrakciju bioaktivnih tvari u biljnom materijalu utjece njihova kemijska priroda,
veli¢ina uzorka, vrijeme ekstrakcije 1 uvjeti skladiStenja kao 1 prisutnost interferirajucih tvari.
Bioaktivne tvari koje se naj¢esce izoliraju su razlicite klase fenola koji su selektivno topivi
u otapalima. Ekstrakcija fenolnih spojeva iz biljnog materijala otapalom se cesto koristi zbog
jednostavnosti metode, ucinkovitosti 1 Siroke primjene. Kemijska ekstrakcija ovisi o vrsti
otapala, polarnosti otapala, vremenu 1 temperaturi ekstrakcije, kao 1 o kemijskom sastavu 1
fizikalnim karakteristikama uzoraka [57].

Ekstrakcija polifenola otezana je zbog interakcije polifenola s drugim komponentama
prisutnim u biljkama. Kako bi se poboljsala uc¢inkovitost ekstrakcije, proucava se Sirok
raspon otapala poput vode, acetona, metanola, etanola ili njihovih smjesa s vodom.
Razrijedena otapala pokazala su se pogodijima za ekstrakciju fenolnih spojeva dok cCista
otapala nisu ucinkovita jer su polifenoli u biljnom materijalu povezani s drugim
biomolekulama, kao Sto su proteini, polisaharidi, terpeni, klorofil, lipidi i anorganski spojevi.
Metanol se pokazao ulinkovitim otapalom za ekstrakciju katehina, epikatehina 1
epigalokatehina, dok je razrijedeni aceton ucinkovit za polarne polifenole, ali se u
ekstraktima nalaze i1 nepozeljni ostaci. Niska topivost polifenola u cistim organskim
otapalima posljedica je jacanja vodikovih veza izmedu polifenola i proteina. Povecanje
topivosti dodatkom vode u organska otapala posljedica je slabljenja vodikovih veza u

vodenim otopinama [57].
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Ispitivani biljni materijal

Koristio se svjezi, suhi te preradeni biljni materijal prireden od jagodicastog i
bobicastog voc¢a. Od jagodicastog voca koristeni su jagoda (Fragaria sp. L.), Sumska jagoda
(Fragaria vesca L.), kupina (Rubus sp. L.), crvena malina (Rubus idaeus L.), crna malina
(Rubus idaeus occidentalis L.), bijeli dud (Morus alba L.), crni dud (Morus nigra L.) te
crveni dud (Morus rubra L.). Od bobiCastog voca ispitani su vinova loza (Vitis vinifera L.),
crni ribiz (Ribes nigrum L.), crveni ribiz, (Ribes rubrum L.), borovnice (Vaccinium myrtillus
L.), brusnice (Vaccinium sp. L.) te ruZin Sipak (Rosa sp. L.). Kao dodatno bobicato voce, u
radu su ispitane goji bobice (Lycium sp. L.), aronija (Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott),
crveni drijen ili drenjina (Cornus mas L.) 1 korintska grozdica (Vitis vinifera L.), a od
jagodiCastog voca ispitane su tayberry bobice (Rubus fruticosus < Rubus idaeus).

Takoder, ispitivane su vo¢ne preradevine poput dzema, soka i vina. DZzem od divlje
brusnice sadrzavao je divlje brusnice (50 %), vodu, Secer 1 pektin bez umjetnih bojila ili
aroma te bez dodataka drugog voc¢a. DZem od borovnica sadrzavao je borovnice (43 %),
koncetrirani sok od limuna, Secer, tvar za zeliranje 1 pektin, takoder bez dodanih umjetnih
bojila, aroma i drugog voca. Ispitivani sokovi bili su od Sumske brusnice 1 borovnice. Sok
od Sumske brusnice sadrzavao je Sumsku brusnicu, infuziju ¢aja brezinog lista i agavin sirup,
dok je sok od Sumske borovnice sadrzavao Sumsku borovnicu, ekstrakt ¢aja mati¢njaka 1

agavin sirup. Ispitana su vina od maline i crvenog ribiza.

3.2. Kemikalije i pribor

Sve kemikalije koriStene u ovom radu su analiticke Cistoce, a voda koriStena za

pripremu otopina odredene pH vrijednosti bila je ultracista voda.

Popis koristenih kemikalija:

Klorovodic¢na kiselina, HC1 (M = 36,46 g/mol, Kemika),
Natrijev hidroksid, NaOH (M = 39,99 g/mol, Kemika),
Ultracista voda,

Etanol, C;HsOH (M = 46,07 g/mol, Kemika),
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Metanol, CH30H (M = 32,04 g/mol, Kemika),
Aceton, C3HeO (M = 58,08 g/mol, Kemika).

Popis koristenog pribora:

Jazice, epruvete, stalak za epruvete, keramicki tarionik s tuckom, odmjerne tikvice

(100 mL), kapalice, stakleni Stapi€, pinceta, pipeta (10 mL 1 5 mL), staklene bocice s Cepom.

Popis koristenih uredaja:

Analiticka vaga, magnetska mijeSalica, uredaj za ultracistu vodu (TKA,

WASSERAUFBEREITUNGSSYSTEME) 1 pH metar (808 Titrando, Metrohm).

3.3. Preliminarno ispitivanje

Preliminarno istrazivanje imalo je nekoliko ciljeva. U njemu se kao biljni materijal
koristila suha aronija (4Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott), u Cetiri razliCita otapala:
acetonu, etanolu, metanolu i vodi. Prvi cilj preliminarnog istrazivanja bio je utvrditi
optimalni omjer mase biljnog materijala i volumena otapala. U tu svrhu, otapala su se
koristila u razli¢itim omjerima mase uzorka i volumena otapala. Masa uzorka iznosilaje 1 g
dok je ispitivani volumen otapala iznosio 10 mL, 15 mL i 20 mL, odnosno ispitani su omjeri
1:10,1:1511 : 20, kao sto je prikazano na Slikama 9.-16. Drugi cilj preliminarnog
istrazivanja je bio utvrditi koja ¢e od prvotno odabranih otapala dati bolje rezultate ukoliko
se koriste u pripremi indikatora, zbog ¢ega je u preliminarnom ispitivanju izvrSena i
eliminacija dva otapala koja su se pokazala manje dobrima u pripremi indikatora. Tre¢i cilj
bio je ispitati utjecaj vremena, pa je u tu svrhu ispitana u€inkovitost ovako pripremljenih

indikatora odmah po pripremi i nakon 24 sata.
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3.4. Priprema otopina odredene pH vrijednosti

Prilikom pripreme otopina odredene pH vrijednosti koriStene su koncentrirana
klorovodi¢na kiselina i otopina natrijeva hidroksida, dok je ultracista voda koriStena kao
neutralni medij. pH vrijednost otopina odredena je pH metrom.

Kod pripreme kiselih otopina (pH = 1 i 2) prethodno izracunati volumen kiseline
pipetom je prenesen u odmjernu tikvicu s destiliranom vodom, koja je potom nadopunjena
ultradistom vodom do oznake. Otopine pH vrijednosti od 3 do 6 pripremljene su

razrjedivanjem iz otopine pH = 1 preko Formule (1):

alVi=cl (1).

Prilikom pripreme bazi¢nih otopina, ¢vrsti natrijev hidroksid otopljen je u ultracistoj
vodi. Otopine pH vrijednosti 11-14 priredene su otapanjem izvagane mase natrijeva
hidroksida u odmjernoj tikvici, koja je nakon toga nadopunjena ultra¢istom vodom do
oznake. Otopine pH 8, 9 1 10 pripremljene su razrijedivanjem koriste¢i prethodno navedenu
Formulu (1). pH metrom odredena pH vrijednost po potrebi je korigirana. Razlika u pH

vrijednosti koja je tolerirana je = 0,1.

3.5. Priprema biljnog materijala

Ispitani su svjezi 1 suhi biljni materijal te preradevine kao Sto su vino, sok i dzem.
Biljne preradevine koje su se koristile sadrzavale su samo odabrano voce bez drugog
dodanog voca, umjetnih bojila ili aroma. Takoder, bitno je napomenuti kako pojedini
materijal nije bilo moguce dobaviti u svim ispitivanim oblicima. Plan rada prikazan je u

Tablici 13.
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Tablica 13. Plan rada.

Voce svjeze

Voce suho

50% | 75%
EtOH | EtOH

50 %
MetOH

75 %
MetOH

50 %
EtOH

EtOH

75 % 50 %
MetOH

75 %
MetOH

Jagodicasto

voce

Jagoda

Sumska jagoda

Kupina

Malina

Crna malina

Bijeli dud

Crveni dud

Crni dud

Bobidasto

voce

Grozde

Crveni ribiz

Crni ribiz

Borovnice

Ruzin Sipak

Dodatno

voce

Goji

Aronija

Drenjina

Tayberry

Korintska

grozdica

Dzem

Divlja brusnica

Borovnica

Sok

Sumska

brusnica

Sumska

borovnica

Vino

Crni ribiz

Malina

Legenda: EtOH — etanol, MetOH — metanol.
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Od svjezeg biljnog materijala ispitane su Sumska jagoda, jagoda, kupina, crvena
malina, bijeli, crveni i crni dud, grozde Rose, crni i crveni ribiz, borovnice, brusnice, ruzin
Sipak, aronija te drenjina. Od suhog voca koriSteno je sve kao i svjeze, uz dodatak goji
bobica, tayberry bobica te korintske grozdice. Takoder, ispitana su vina od maline i crvenog

ribiza te sok i dZem od brusnice 1 borovnice.
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4. REZULTATI

4.1. Rezultati preliminarnog ispitivanja

Rezultati preliminarnog ispitivanja su prikazani na Slikama 9.-16. U preliminarnom
ispitivanju, indikatori su pripremljeni od suhe aronije i acetona, etanola, metanola i vode
(prvo su koriStena otapala bez razrijedivanja). Njihova u¢inkovitost ispitana je odmah po
pripremi 1 nakon 24 sata stajanja na sobnoj temperaturi. Omjeri suhe aronije 1 otapala koji
su ispitani su iznosili 1 : 10, 1 : 151 1 : 20. Izbor otapala koji ¢e se dalje koristiti u radu
ovisio je o intenzitetu 1 vidljivosti promjene boje otopine indikatora pri razlicitim pH

vrijednostima.
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Slika 9. Alternativni kiselo-bazni indikator prireden od suhe aronije i acetona u omjerima

a)1:10,b)1:151c¢) 1:20 odmah po pripremi.
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Slika 10. Alternativni kiselo-bazni indikator prireden od suhe aronije i acetona u

omjerimaa) 1:10,b) 1:151c) 1 : 20 nakon 24 sata.
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Slika 11. Alternativni kiselo-bazni indikator prireden od suhe aronije i etanola u omjerima

a)1:10,b)1:151c¢) 1 :20 odmah po pripremi.
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Slika 12. Alternativni kiselo-bazni indikator prireden od suhe aronije i etanola u omjerima

a)1:10,b)1:151c) 1 :20 nakon 24 sata.
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Slika 13 Alternativni kiselo-bazni indikator prireden od suhe aronije i metanola u

omjerimaa) 1: 10,b) 1: 151c¢) 1 : 20 odmah po pripremi.
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Slika 14. Alternativni kiselo-bazni indikator prireden od suhe aronije i metanola u

omjerimaa) 1:10,b) 1 :151c) 1 : 20 nakon 24 sata.
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Slika 15. Alternativni kiselo-bazni indikator prireden od suhe aronije i vode u

omjerimaa) 1: 10,b) 1 : 151c¢) 1 : 20 odmah po pripremi.
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Slika 16. Alternativni kiselo-bazni indikator prireden od suhe aronije i vode u

omjerimaa) 1:10,b) 1:151c) 1 : 20 nakon 24 sata.
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Pogodnija otapala bila su etanol i metanolu u omjeru 1 : 10 nakon 24 sata stajanja na
sobnoj temperaturi. Stoga je u idu¢em koraku ispitana ucinkovitost ta dva otapala pri
razliCitim razrijedenjima: 25 %, 50 % 1 75 %. Rezultati su prikazani na Slikama 17.-18.

Rezultat primjene 100 %-tnog otapala prikazani su prethodno, na Slikama 12. i 14.
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Slika 17. Alternativni kiselo-bazni indikator prireden od suhe aronije i etanola u omjerima

a) 25 %, b) 50 % ic) 75 % nakon 24 sata.

34



©)

Slika 18. Alternativni kiselo-bazni indikator prireden od suhe aronije i metanola u
omjerima a) 25 %, b) 50 % ic) 75 % nakon 24 sata.

Prema dobivenim rezultatima, pogodnima su se pokazali indikatori priredeni s

otapalima koncentracije 50 % 175 %.
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4.2. Jagodicasto voce

Rezultati istrazivanja koji se odnose na ispitivanje mogucénosti primjene indikatora od
svjezeg i suhog jagodicastog voca kao kiselo-baznih indikatora prikazani su na Slikama 19.-

46.

4.2.1. Jagoda (Fragaria sp. L.)

Slika 19. Rezultati primjene indikatora od svjezZe jagode 1 50 % etanola (gore) 1 75 %
etanola (dolje).

Slika 20. Rezultati primjene indikatora od suhe jagode 1 50 % etanola (gore) i 75 % etanola

(dolje).
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Slika 21. Rezultati primjene indikatora od svjeze jagode i 50 % metanola (gore) i 75 %

metanola (dolje).

Slika 22. Rezultati primjene indikatora od suhe jagode 1 50 % metanola (gore) 175 %

metanola (dolje).

37



4.2.2. Sumska jagoda (Fragaria vesca L.)

Slika 23. Rezultati primjene indikatora od svjeze Sumske jagode i 50 % etanola (gore) i 75

% etanola (dolje).

Slika 24. Rezultati primjene indikatora od svjeze Sumske jagode i 50 % metanola (gore) i

75 % metanola (dolje).
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4.2.3. Kupina (Rubus sp. L.)

Slika 25. Rezultati primjene indikatora od svjeze kupine i 50 % etanola (gore) i 75 %
etanola (dolje).

Slika 26. Rezultati primjene indikatora od suhe kupine 1 50 % etanola (gore) i 75 % etanola
(dolje).
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Slika 27. Rezultati primjene indikatora od svjeze kupine i 50 % metanola (gore) i 75 %

metanola (dolje).

Slika 28. Rezultati primjene indikatora od suhe kupine 1 50 % metanola (gore) 1 75 %

metanola (dolje).
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4.2.4. Malina (Rubus idaeus L.).

Slika 29. Rezultati primjene indikatora od svjeze crvene maline i 50 % etanola (gore ) i

75 % etanola (dolje).

Slika 30. Rezultati primjene indikatora od suhe crvene maline 1 50 % etanola (gore) i 75 %

etanola (dolje).
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Slika 31. Rezultati primjene indikatora od svjeze crvene maline i 50 % metanola (gore) i

75 % metanola (dolje).

Slika 32. Rezultati primjene indikatora od suhe crvene maline 1 50 % metanola (gore) 1

75 % metanola (dolje).
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4.2.5. Crna malina (Rubus idaeus occidentalis L.)

Slika 33. Rezultati primjene indikatora od suhe crne maline i 50 % etanola (gore) i 75 %

etanola (dolje).

Slika 34. Rezultati primjene indikatora od suhe crne maline 1 50 % metanola (gore) 1 75 %

metanola (dolje).
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4.2.6. Bijeli dud (Morus alba L.)

Slika 35. Rezultati primjene indikatora od svjezeg bijelog duda i 50 % etanola (gore) i
75 % etanola (dolje).

Slika 36. Rezultati primjene indikatora od suhog bijelog duda 1 50 % etanola (gore) i 75 %

etanola (dolje).
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Slika 37. Rezultati primjene indikatora od svjezeg bijelog duda i 50 % metanola (gore) i
75 % metanola (dolje).

Slika 38. Rezultati primjene indikatora od suhog bijelog duda i 50 % metanola (gore) i
75 % metanola (dolje).
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4.2.7. Crni dud (Morus nigra L.)

Slika 39. Rezultati primjene indikatora od svjezeg crnog duda i 50 % etanola (gore) 1 75 %
etanola (dolje).

Slika 40. Rezultati primjene indikatora od suhog crnog duda i 50 % etanola (gore) 1 75 %
etanola (dolje).
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Slika 41. Rezultati primjene indikatora od svjezeg crnog duda i 50 % metanola (gore) i

75 % metanola (dolje).

Slika 42. Rezultati primjene indikatora od suhog crnog duda i 50 % metanola (gore) i 75 %

metanola (dolje).
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4.2.9. Crveni dud (Morus rubra L.)

Slika 43. Rezultati primjene indikatora od svjezeg crvenog duda i 50 % etanola (gore) i

75 % etanola (dolje).

Slika 44. Rezultati primjene indikatora od suhog crvenog duda i 50 % etanola (gore) i

75 % etanola (dolje).
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Slika 45. Rezultati primjene indikatora od svjezeg crvenog duda i 50 % metanola (gore) i

75 % metanola (dolje).

Slika 46. Rezultati primjene indikatora od suhog crveng duda i 50 % metanola (gore) i
75 % metanola (dolje).
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4.3. Bobicasto voce

Rezultati istrazivanja koji se odnose na kiselo-bazne indikatore priredene od svjezeg i

suhog bobicastog voc¢a s odabranim otapalima prikazani su na Slikama 47.-82.

4.3.1. Brusnica (Vaccinium sp. L.)

Slika 47. Rezultati primjene indikatora od svjeze brusnice i 50 % etanola (gore) i 75 %

etanola (dolje).

Slika 48. Rezultati primjene indikatora od suhe brusnice i 50 % etanola (gore) 1 75 %
etanola (dolje).
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Slika 49. Rezultati primjene indikatora od svjeze brusnice i 50 % metanola (gore) 1 75 %

metanola (dolje).

Slika 50. Rezultati primjene indikatora od suhe brusnice i 50 % metanola (gore) 1 75 %

metanola (dolje).
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4.3.2. Borovnica (Vaccinium myrtillus L.)

Slika 51. Rezultati primjene indikatora od svjeze borovnice i 50 % etanola (gore) i 75 %

etanola (dolje).

Slika 52. . Rezultati primjene indikatora od suhe borovnice i 50 % etanola (gore) i 75 %

etanola (dolje).
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Slika 53. Rezultati primjene indikatora od svjeze borovnice i 50 % metanola (gore) 1 75 %

metanola (dolje).

Slika 54.Rezultati primjene indikatora od suhe borovnice i 50 % metanola (gore) i 75 %

metanola (dolje).
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4.3.3. Crni ribiz (Ribes nigrum L.)

Slika 55. Rezultati primjene indikatora od svjezeg crnog ribiza i 50 % etanola (gore) i

75 % etanola (dolje).

Slika 56. Rezultati primjene indikatora od suhog crnog ribiza i 50 % etanola (gore) i 75 %
etanola (dolje).
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Slika 57. Rezultati primjene indikatora od svjezeg crnog ribiza i 50 % metanola (gore) i

75 % metanola (dolje).

Slika 58. Rezultati primjene indikatora od suhog crnog ribiza 1 50 % metanola (gore) 1

75 % metanola (dolje).
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4.3.4. Crveni ribiz (Ribes rubrum L.)

Slika 59. Rezultati primjene indikatora od svjezeg crvenog ribiza i 50 % etanola (gore) i

75 % etanola (dolje).

Slika 60. Rezultati primjene indikatora od suhog crvenog ribiza i 50 % etanola (gore) i

75 % etanola (dolje).
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Slika 61. Rezultati primjene indikatora od svjezeg crvenog ribiza i 50 % metanola (gore) i

75 % metanola (dolje).

Slika 62. Rezultati primjene indikatora od suhog crvenog ribiza i 50 % metanola (gore) i

75 % metanola (dolje).
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4.3.5. Ruzin Sipak (Rosa sp. L.)

Slika 63. Rezultati primjene indikatora od svjezeg ruzinog Sipka i 50 % etanola (gore) i

75 % etanola (dolje).

Slika 64. Rezultati primjene indikatora od suhog ruzinog Sipka 1 50 % etanola (gore) 1

75 % etanola (dolje).
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Slika 65. Rezultati primjene indikatora od svjezeg ruzinog Sipka i 50 % metanola (gore) i

75 % metanola (dolje).

Slika 66. Rezultati primjene indikatora od suhog ruzinog Sipka 1 50 % metanola (gore) 1

75 % metanola (dolje).
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4.3.6. Vinova loza (Vitis vinifera L.)

Slika 67. Rezultati primjene indikatora od svjezeg Rose grozda i 50 % etanola (gore) i

75 % etanola (dolje).

Slika 68. Rezultati primjene indikatora od grozdica i 50 % etanola (gore) 1 75 % etanola
(dolje).
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Slika 69. Rezultati primjene indikatora od svjezeg Rose grozda i 50 % metanola (gore) i

75 % etanola (dolje).

Slika 70. Rezultati primjene indikatora od grozdica i 50 % metanola (gore) i 75 %

metanola (dolje).
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4.4. Dodatno voce

Rezultati istrazivanja koji se odnose na ispitivanje primjene kiselo-baznih indikatora

priredenih od dodatnog jagodiCastog i bobiCastog voca prikazani su na slikama 71.-82.

4.4.1. Aronija (Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott)

Slika 71. Rezultati primjene indikatora od svjeze aronije i 50 % etanola (gore) i 75 %

etanola (dolje).

Rezultati primjene indikatora od suhe aronije i etanola prikazani su prethodno, na

Slici 17.b) 50 % i¢) 75 %.

Slika 72. Rezultati primjene indikatora od svjeze aronije i 50 % metanola (gore) i 75 %

metanola (dolje).

Rezultati primjene indikatora od suhe aronije i metanola prikazani su prethodno, na

Slici 18.b) 50 % ic) 75 %.
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4.4.2. Drenjina (Cornus mas L.)

Slika 73. Rezultati primjene indikatora od svjeze drenjine i 50 % etanola (gore) i 75 %
etanola (dolje).

Slika 74. Rezultati primjene indikatora od suhe drenjine 1 50 % etanola (gore) 1 75 %
etanola (dolje).
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Slika 75. Rezultati primjene indikatora od svjeze drenjine i 50 % metanola (gore) i 75 %

metanola (dolje).

Slika 76. Rezultati primjene indikatora od suhe drenjine 1 50 % metanola (gore) i1 75 %

metanola (dolje).
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4.4.3. Goji bobica (Lycium sp. L.)

Slika 77. Rezultati primjene indikatora od suhe goji bobice i 50 % etanola (gore) i 75 %
etanola (dolje).

Slika 78. Rezultati primjene indikatora od suhe goji bobice 1 50 % metanola (gore) i 75 %

metanola (dolje).
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4.4.4. Korintska grozdica (Vitis vinifera L.)

Slika 79. Rezultati primjene indikatora od korintske grozdice i 50 % etanola (gore) i 75 %
etanola (dolje).

Slika 80. Rezultati primjene indikatora od korintske grozdice 1 50 % metanola (gore) 1

75 % metanola (dolje).
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4.4.5. Tayberry bobica (Rubus fruticosus x Rubus idaeus)

Slika 81. Rezultati primjene indikatora od suhih tayberry bobica i 50 % etanola (gore) i
75 % etanola (dolje).

Slika 82. Rezultati primjene indikatora od suhih tayberry bobica i 50 % metanola (gore) 1
75 % metanola (dolje).
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4.5. Voéne preradevine

Rezultati istrazivanja koji se odnose na kiselo-bazne indikatore priredene od biljnih

preradevina (dZzem, sok i vino) prikazani su na slikama 83.-88.

4.5.1 Dzem

4.5.1.1. Dzem od divljih brusnica

b)

Slika 83. Dzem od divljih brusnica s dodanim a) etanolom (50 %, gore i 75 %, dolje) 1
b) metanolom (50 %, gore i 75 %, dolje).
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4.5.1.2. Dzem od borovnica

b)

Slika 84. Dzem od borovnica s dodanim a) etanolom (50 %, gore i 75 %, dolje) 1

b) metanolom (50 %, gore 1 75 %, dolje).

69



4.5.2. Sok

4.5.2.1. Sok od Sumske borovnice

b)

Slika 85. Sok od Sumske borovnice s dodanim a) etanolom (50 %, gore) 1 75 %, dolje) 1
b) metanolom (50 %, gore 1 75 %, dolje).
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4.5.2.2. Sok od Sumske brusnice

b)

Slika 86. Sok od Sumske brusnice s dodanim a) etanolom (50 %, gore 1 75 %, dolje) 1
b) metanolom (50 %, gore 1 75 %, dolje).
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4.5.3. Vino

4.5.3.1. Vino od maline

b)

Slika 87. Vino od maline s dodanim a) etanolom (50 %, gore 1 75 %, dolje) 1
b) metanolom (50 %, gore 1 75 %, dolje).
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4.5.3.2. Vino od crvenog ribiza

b)

Slika 88. Vino od crvenog ribiza s dodanim a) etanolom (50 %, gore i 75 %, dolje) 1

b) metanolom (50 %, gore 1 75 %, dolje).
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5. RASPRAVA

Pregled aktualne znanstvene literature o alternativnim kiselo-baznim indikatorima
ukazuje da se glavnina radova koja se bavi ovom tematikom odnosi na ispitivanje primijene
ovakvih indikatora u industriji za pametno pakiranje ili za ispitivanje kakvoce hrane.
Medutim, ovo istrazivanje bilo je usmjereno na mogucnost primijene odabranih otapala u
pripremi alternativnih indikatora koji bi svoju primjenu mogli na¢i primjerice u ucionici
kemije.

Prema rezultatima preliminarnog ispitivanja, indikator pripravljen od suhe aronije u
acetonu (1 : 10, 1 : 1511 : 20) analiziran odmah po pripremi (Slika 9.) ne pokazuje nikakve
promjene boje pri razli¢itim pH vrijednostima. Kod indikatora pripravljenog od suhe aronije
u acetonu (1 : 10, 1 : 1511 : 20) analiziranog nakon 24 sata stajanja na sobnoj temperaturi
(Slika 10.), vidljive su odredene promjene boje pri razli¢itim pH vrijednostima. Promjene
boje indikatora suhe aronije u acetonu najbolje se vide u omjeru 1 : 15, gdje je indikator u
najkiselijem mediju (pH =1) obojen u narancasto, dok je u neutralnim sredinama otopina
izblijedila. Povecanjem pH vrijednosti, indikator poprima Zutu boju. Promjene ove vrste
indikatora nisu bile dovoljno vidljive i jasne za daljnji rad.

Kod indikatora pripravljenog od suhe aronije u etanolu (1 : 10, 1 : 151 1 : 20)
analiziranog odmah po pripremi (Slika 11.) promjene boje pri razli¢itim pH vrijednostima
bile su vidljive, ali intenzitet boja bio je veci 1 jasniji kod indikatora pripravljenog od suhe
aronije u etanolu analiziranog nakon 24 sata (Slika 12.). Omyjeri su takoder bili 1 : 10, 1 : 15
11 : 20 te su promjene najbolje vidljive kod indikatora od suhe aronije i1 etanola u omjeru
1 : 10 analiziranog nakon 24 sata (Slika 12. b)). Indikator je u vrlo kiselim sredinama (pH 1-
-2) bio obojan u zarko crvenu boju, dok je u slabije kiselim do neutralnim sredinama otopina
bila obojana blago ruzi¢asto. Rastom pH vrijednosti (pH = 10) otopina poprima blago
ljubicasto obojenje te daljnjim rastom otopina postaje intenzivnije ljubicasta (pH = 11). U
jako bazi¢noj sredini (pH = 13) indikator poprima plavu boju, dok u najbazi¢nijem mediju
(pH = 14) indikator suhe aronije i etanola poprima Zuto-zeleno obojenje. Zbog Sirokog
raspona promjena boja prirazli¢itim pH vrijednostima, omjer 1 : 10 ¢inio se kao najpogodniji
za daljnje analize.

Kod indikatora pripravljenog od suhe aronije i metanola (1 : 10, 1 : 1511 : 20)
analiziranog odmah po pripremi (Slika 13.) i indikatora pripravljenog od suhe aronije 1

metanola (1 : 10, 1 : 151 1 : 20) analiziranog nakon 24 sata (Slika 14.) promjene boje su

74



jasno vidljive. Vremenskim odmakom od 24 sata promjene boje indikatora od suhe aronije
1 metanola su postale intenzivnije. Raspon i promjene bile su iste kao kod indikatora suhe
aronije i etanola. Prema slikama, bolji indikator za analizu bio je indikator suhe aronije u
metanolu (1 : 10) u vremenskom odmaku od 24 sata.

Razlika izmedu indikatora od suhe aronije i vode (1 : 10, 1 : 1511 : 20) analiziranog
odmah po pripremi (Slika 15.) i indikatora od suhe aronije i vode (1 : 10, 1 : 1511 : 20)
analiziranog nakon 24 sata (Slika 16.) bila je samo u jacini i intenzitetu promjene boje pri
razli¢itim pH vrijednostima. U jako kiselom mediju (pH 1-2), otopina je poprimila crvenu
do zarko crvenu boju te je intenzitet boje otopina daljnjim povecanjem pH lagano slabio.
Kod bazi¢nog medija (pH 12-13) indikator poprima sivu do zelenu boju dok u najbazicnijem
mediju (pH = 14) otopina pozuti. Stoga, bolji indikatori bili su suha aronija u etanolu
(1 : 10) nakon 24 sata i suha aronija u metanolu (1 : 10) nakon 24 sata.

Nakon toga, u drugom djelu preliminarnog ispitivanja definirana je koncentracija
otapala na nacin da su se odabarana otapala (etanol i metanol) mijeSala s vodom u odredenim
omjerima kako bi se utvrdio optimalan omjer vode i otapala. Koncentracije su iznosile
25 %, 50 % 175 %. Rezultati su prikazani na Slici 17. (suha aronija, etanol (25, 50 1 75 %,
1 : 10), nakon 24 sata) 1 Slici 18. (suha aronija, metanol (25, 50 1 75 %, 1 : 10), nakon 24
sata). Rezultati koji prikazuju promjene boje indikatora pripremljenog od 100 %-tnog
otapala prikazani su na Slici 12. a) (suha aronija, etanol, 1 : 10, 24 sata) i Slici 14. a) (suha
aronija, metanol, 1 : 10, 24 sata).

Usporedbom dobivenih rezulatata, za dalji rad odabrani su indikator od suhe aronije 1
etanola (1 : 10) koncentracije 50 % 1 75 % nakon 24 sata i indikator od suhe aronije 1
metanola (1 : 10) koncentracije 50 % 1 75 % nakon 24 sata.

Prema dobivenim rezultatima, indikator pripravljen od svjeze jagode i etanola
(50175 %, 1:10, Slika 19.) je u vrlo kiselinim sredinama, pH 1-2, svijetlo narancaste boje,
dok u slabije kiselim do neutralnim sredinama dolazi do obezbojenja. Pri pH 13 indikator od
svjeze jagode u etanolu postaje svijetlo ruzicaste boje, a u jako bazicnoj sredini, pri pH 14,
nastaje zuto obojenje. Takoder, promjene boja indikatora priredenog od svjeze jagode u
etanolu vidljivije su pri 50 %-tnoj koncetraciji otapala nego 75 %-tnoj koncentraciji otapala.

Kod indikatora pripravljenog od svjeze jagode i metanola (50 1 75 %, 1 : 10, Slika 21.)
dolazi do istih promjena kao kod indikatora od svjeZe jagode u etanolu, samo su promjene

vidljivije kod 75 % metanola.
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Kod indikatora od suhe jagode i etanola (50 1 75 %, 1 : 10, Slika 20.) promjena je
vidljiva samo u jako kiseloj sredini (pH = 1) kada je otopina Zarko narancaste boje te u jako
bazi¢noj sredini kada je otopina posmedila.

Takoder, indikator pripravljen od suhe jagode u metanolu (50 1 75 %, 1 : 10, Slika 22.)
pokazuje puno slabiji intenzitet boja od indikatora od suhe jagode i etanola te su promjene
vidljive samo u izrazito kiselim sredinama (svijetlo ruzicasto obojenje) i u izrazito bazicnim
sredinama (svijetlo zuto obojenje).

Za promjene boje indikatora od svjeze jagode vjerojatno su zasluzni bioaktivni spojevi
prikazani u Tablici 2., od kojih je najzastupljeniji antocijanin pelargonidin-3-O-glukozid koji
je zasluzan za karakteristicno crvenu boju jagode.

Indikator prireden od svjeze Sumske jagode s etanolom (50 1 75 %, 1 : 10, Slika 23.)
pokazuje promjene boje samo u jako bazi¢nim sredinama, pH 13-14, gdje je otopina obojana
narancasto-smede. U ostalim pH sredinama indikator ne dovodi do promjene boje pH
otopina. Razlike izmedu indikatora pripremljenog s 50 %-tnim etanolom 1 75 %-tnim
etanolom nisu vidljive.

Nadalje, indikator od svjeze Sumske jagode u metanolu (50 1 75 %, 1 : 10, Slika 24.)
pokazuje promjene boje u jako kiseloj sredini, pH 1-2, gdje je otopina svijetlo ruziCaste boje,
dok je u jako bazi¢nim sredinama, pH 13-14, otopina zZuto-smede boje. Takoder, razlike s
50 %-tnim metanolom 1 75 %-tnim metanolom nisu uocene.

Indikator od svjeze kupine 1 etanola (50 1 75 %, 1 : 10, Slika 25.) prikazuje promjenu
boje u jakom kiselom mediju te je pri pH 1 jarko crvene boje i pH 2 malo manje intenzivne
crvene boje. U jako bazi¢nom mediju, pH 14, otopina je Zuto-zelene boje, a pri pH 13 javlja
se plavo obojenje. U ostatku pH vrijednosti (pH 3-12) otopina je jako blijedo obojana,
gotovo kao pocetna otopina. Nadalje, intenzivnije promjene boje vide se kod 50 %-tne
koncentracije etanola nego kod 75 %-tne koncentracijeg etanola.

Indikator napravljen od svjeze kupine i metanola (50175 %, 1: 10, Slika 27.) pokazuje
malo manje intenzivne, ali iste promjene kao i svjeza kupina u etanolu. Jedino u jako
bazi¢nom mediju indikator od svjeze kupine i 50 %-tnog metanola daje Zuto obojenje.

Spojevi koji bi mogli biti zasluzni za promjenu boje indikatora pripremljenog od svjeze
kupine prikazani su u Tablici 3. Najdominantniji bioaktivni spojevi su: antocijanini i fenolne
kiseline, to¢nije cijanidin-3-O-glukozid i elaginska kiselina. Visoke koncentracije cijanidin-
3-O-glukozida najviSe doprinose promjeni boje indikatora, dok su visoke koncentracije

elaginske kiseline zasluZzne za antioksidativna svojstva svjezih kupina.
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Indikator od suhe kupine i 75 %-tnog etanola (1 : 10, Slika 26.) prikazuje promjene
samo u jako kiselom i u jako bazi¢nom mediju. Kod pH 1-2 otopina je poprilima svijetlo
ruzi€astu boju, dok je kod pH 13-14 zeleno-zuto obojenje otopine. Otopine ostalih pH
vrijednosti (3-12) ne pokazuju znacajnu promjenu boje. Promjene boje kod indikatora od
suhe kupine u 50 %-tnom etanolu (1 : 10) nisu vidljive.

Kod indikatora pripravljenog od suhe kupine i metanola (50 i1 75 %, 1 : 10, Slika 28.)
promjene boje dogadaju se u jako kiselom mediju (pH 1-2), gdje se otopina obojala u vrlo
svijetlo ruziCastu boju te u jako bazicnom mediju (pH 13-14) gdje se otopina obojala u Zutu
boju. Ostale otopine (pH 3-12) nemaju izrazeno obojenje. Razlike izmedu 50 %-tnog 1
75 %-tnog metanola nisu uocene.

Indikator od svjeze crvene maline u etanolu (50175 %, 1 : 10, Slika 29.) u jako kiselim
sredinama (pH 1-2) daje svijetlo crveno-ruzicastu boju koja se povecanjem pH vrijednosti
gubi. Kod jako bazi¢nih sredina, kao $to je pH 13, otopina je sive boje, dok je kod pH 14
otopna Zute boje. Razlike u koncentracijama etanola vidljive su samo u jako bazi¢nim
sredinama gdje je boja intenzivnija kod 50 %-tnog etanola.

Kod indikatora napravljenog od svjeze crvene maline i metanola (50 1 75 %, 1 : 10,
Slika 31.) dolazi do Zutog obojenja otopine samo u jako bazicnim sredinama (pH 13-14),
dok kod ostalih pH vrijednosti promjene boje otopine nisu vidljive. Takoder, razlika
50 %-tnog 1 75 %-tnog metanola nije znacajna.

Najdominantniji bioaktivni spojevi (prema Tablici 4.) u svjezoj crvenoj malini su
antocijanini cijanidin-3-O-glukozid 1 cijanidin-3-O-soforozid koji su vrlo vjerovatno
odgovorni za promjenu boje otopine svjeze crvene maline u etanolu. Osim antocijanina,
svjeza crvena malina sadrzi visoke koncentracije hidroksibenzojevih kiselina kao Sto su
lambertianin C 1 sanguiin H-6 koji doprinose antioksidativnom ucinku svjezih crvenih
malina.

Indikator od suhe crvene maline u etanolu (50 1 75 %, 1 : 10, Slika 30.) u jako kiseloj
sredini (pH 1) daje blago ruzi€asto obojenje, dok povecavanjem pH otopina postaje blago
narancasta, osim u jako bazi¢noj sredini (pH 14) gdje je otopina poprimila maslinasto zelenu
boju. Promjene boje su jasnije i intenzivnije kod indikatora u 75 %-tnom etanolu, dok su kod
indikatora u 50 %-tnom etanolom promjene slabo vidljive.

Kod indikatora suhe crvene maline u metanolu (50175 %, 1 : 10, Slika 32.), promjene
boje vrlo su slicne kao kod indikatora pripremljenog od suhe crvene maline u etanolu.
Razlike izmedu 50 %-tnog i 75 %-tnog metanola nisu vidljive, osim u jako bazi¢noj sredini

(pH 14).
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Indikator od suhe crne maline u etanolu (50 1 75 %, 1 : 10, Slika 33.) pokazuje Sirok
spekar boja prilikom promjene pH otopine. U jako kiselim sredinama (pH 1-2) otopina je
obojana zarko crveno, ali porastom pH intenzitet boje se smanjuje. U slabije bazi¢noj sredini
(pH 10-11) otopina je obojana blago ljubicasto, u jace bazicnoj sredini (pH 12) u tamnije
ljubicasto. Velikim porastom bazi¢nosti otopine (pH 13) otopina je obojana u tamnoplavo te
u izrazito bazi¢noj sredini (pH 14) otopina je obojana u maslinasto zeleno. Razlike su $to
50 %-tni etanol u jako bazi¢noj sredini (pH 14) poprimi maslinasto zeleno obojenje, dok
75 %-tni etanol u istom mediju poprimi Zuto (oker) obojenje.

Nadalje, indikator pripremljen od suhe crne maline 1 metanola (50175 %, 1 : 10, Slika
34.) pokazuje iste promjene kao suha crna malina u etanolu. Razlike koncentracija
50 %-tnog 1 75 %-tnog metanola nisu vidljive.

Indikator od svjezeg bijelog duda u etanolu (50 % 175 %, 1 : 10, Slika 35.) ne pokazuje
nikakve promjene boje prirazli¢itim pH vrijednostima, dok indikator pripremljen od svjeZeg
bijelog duda 1 metanola (50 1 75 %, 1 : 10, Slika 37.) pokazuje slabo zuto obojenje u jako
bazi¢nim sredinama (pH 12-14). Promjene su vidljivije kod indikatora u 75 %-tnom
metanolu nego kod indikatora u 50 %-tnom metanolu.

Suhi bijeli dud u etanolu (50 1 75 %, 1 : 10, Slika 36.) u jako kiselim do neutralnim
sredinama pokazuje slabo zuto obojenje, dok povecanjem pH, otopina postaje intenzivnije
zuto obojena. Promjene intenziteta boje indikatora su puno vidljivije u 50 %-tnom etanolu,
dok se u 75 %-tnom etanolu promjene gotovo ni ne vide.

Indikator od suhog bijelog duda i metanola (50 1 75 %, 1 : 10, Slika 38.) prikazuje iste
promjene kao i suhi bijeli dud u etanolu, samo su promjene intenzivnije kod indikatora istog
voca u 75 %-tnom metanolu.

Indikator pripremljen od svjeze crnog duda i etanola (50 1 75 %, 1 : 10, Slika 39.) kod
vrlo kiselog medija (pH 1-2) daje blago ruzicasto obojenje. Povecanjem pH otopina postaje
blago zelena, dok je u jako bazi¢nim sredinama (pH 13-14) otopina obojena Zuto-zeleno.
Razlike izmedu 50 %-tne 1 75 %-tne koncentracije otapala nisu uocene.

Indikator od svjezeg crnog duda i metanola (50175 %, 1 : 10, Slika 41.) moZze posluZziti
kao jako dobar altenativni kiselo-bazni indikator jer pokazuje vidljiv i Sirok raspon promjena
boja. U vrlo kiselom mediju (pH 1-2) otopina je obojana u intenzivnu ruZicastu boju, pri pH
3 intenzitet boje se smanjio te je obojana u blago ruzicasto. U slabije kiselom do neutralnom
mediju (pH 4-7) otopina se obezbojila, povecanjem bazi¢nosti otopine (pH 8-11) otopina
poprima sve intenzivniju sivu boju. U vrlo bazi¢noj sredini (pH 13) otopina je obojana u

zeleno, dok u najbazic¢nijoj sredini (pH 14) otopina poprima zuto-zelenu boju. Ove promjene
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su vidljive samo kod indikatora u metanolu 50 %-tne koncentracije, dok kod indikatora u
metanolu 75 %-tne koncentracije promjene nisu uocene.

Indikatori koji se pripravio od crnog duda i etanola (50 1 75 %, 1 : 10, Slika 40.) i od
crnog duda i metanola (50 1 75 %, 1 : 10, Slika 42.) ne pokazuju vidljive promjene boje pri
razli¢itim pH vrijednostima, osim u jako bazicnom mediju (pH 13-14) gdje dolazi do
tamnjenja otopine.

Indikator napravljen od svjezeg crvenoga duda u etanolu (50 % etanol, 75 % etanol,
1 : 10, Slika 43.) ne pokazuje nikakve promjene boje pri razli¢itim pH vrijednostima niti u
jednoj od koncentracija, isto kao 1 svjezi bijeli dud u etanolu.

Indikator od svjezeg crvenog duda i metanola (50 1 75 % metanol, 1 : 10, Slika 45.)
pokazuje slabije zZuto obojenje u jako bazicnim sredinama (pH 12-14) dok je u ostalim
medijima otopina bezbojna. Promjene kod 50 %-tnog i 75 %-tnog metanola nisu vidljivije.

Indikator pripravljen od svjeze brusnice i etanola (50 175 %, 1: 10, Slika 47.) pokazuje
promjene boje samo kod 75 %-tnog etanola. Indikator je u jako kiselim sredinama (pH 1-3)
blago ruzicaste boje, dok se povec¢anjem pH vrijednosti otopina obezboji. U jako bazi¢nom
mediju (pH = 13) otopina je posivila, dok je kod pH 14 otopina poprilima zeleno obojenje.

Indikator od svjeze brusnice i metanola (50 1 75 %, 1 : 10, Slika 49.) pokazuje iste
promjene boje kao svjeza brusnica u etanolu. Indikator pripravljen od suhe brusnice i etanola
(50175 %, 1: 10, Slika 48.) pokazuje intenzivnije promjene boje od indikatora sa svjezim
brusnicama. No, uzevsi u obzir pocetnu boju otopine, promjene boje otopine nisu znacajne
te se promjena dogada samo u jako bazi¢nim sredinama gdje je kod pH = 13 otopina sive
boje, dok je kod pH 14 otopina pozelenila. Takoder, iste promjene se dogadaju i kod
indikatora od suhe brusnice 1 metanola (50 1 75 % metanol, 1 : 10, Slika 50.) samo su boje
malo intenzivnije.

Najzastupljeniji bioaktivni spojevi koji su prisutni su svjezoj (ameri¢koj) brusnici
prikazani su u Tablici 9. iz koje je vidljivo da su najdominatniji antocijanin peonidin-3-O-
galaktozid odgovoran za crvenu boju brusnice i benzojeva kiselina koja posjeduje fungicidna
1 antibakterijska svojstva. Upravo zbog tih svojstava, svjeza brusnica cesto se koristi kao
prirodni lijek protiv urinarnih infekcija.

Nadalje, promjene boje otopine kod indikatora pripremljenog od svjezih borovnica i
etanola (50175 %, 1 : 10, Slika 51.) vrlo su intenzivne. U jako kiselim sredinama (pH 1-2)
otopina je magenta boje, dok rastom pH otopina blijedi. U bazicnom mediju (pH = 13)
otopina poprima zelenu boju, dok je kod pH = 14 otopina pozutila. Ucinak razli¢ite
koncentracije otapala (50 % 1 75 %) nije utvrden, odnosno nije vidljiv.
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Kod indikatora pripravljenog od svjezih borovnica i metanola (50 1 75 %, 1 : 10, Slika
53.) promjene boje su iste, ali intenzitet boja je puno manje izrazen nego kod indikatora
pripravljenog od istog voca u etanolu.

Indikator pripravljen od suhih borovnica i etanola (50 i 75 %, 1 : 10, Slika 52.) i
metanola (50 175 % metanol, 1 : 10, Slika 54.) takoder pokazuju iste promjene kao indikator
od svjezih borovnica u etanolu. Razlike u koncentracijama 50 %-tnog 175 %-tnog etanola
nisu vidljive, kao ni razlike 50 %-tnog i 75 %-tnog metanola.

Unato¢ intenzivnim 1 Zarkim promjenama boje koje nastaju djelovanjem indikatora od
svijeze borovnice, koncentracije antocijanina uopée nisu znacajne (Tablica 8.).
Najzastupljeniji bioaktivni spojevi su kvercetin 1 ferulicna kiselina zbog Cega svjeza
borovnica posjeduje vrlo jaka antioksidativna svojstva.

Indikator pripravljen od svjezeg crnog ribiza i etanola (50 1 75 %, 1 : 10, Slika 55.)
pokazuje znaCajne promjene boje u odnosu na pocetnu (tamnocrvenu) otopinu. U jako
kiselom mediju (pH 1-2) otopina je obojana u jarko crvenu boju, dok se povecanjem pH
intenzitet boje otopine smanjuje. U bazicnom mediju (pH = 13) otopina je obojana u
maslinasto zelenu boju, dok je kod pH 14 otopina pozutila. Razlike izmedu indikatora
50 %-tne koncentracije etanola 1 75 %-tne koncentracije etanola nisu vidljive. Takoder, iste
promjene dogadaju se kod indikatora pripravljenog od istog vo¢a u 50 % 1 75 % metanolu,
1:10 (Slika 57.).

Iako je intenzitet boja kod indikatora pripravljenog od suhog crnog ribiza i etanola (50
175 %, 1: 10, Slika 56.) vrlo jak, promjena boje otopine dogada se samo u izrazito bazicnom
mediju (pH 14) gdje je otopina zelene boje, dok je kod ostalih pH vrijednosti otopina iste
boje kao i pocetna boja indikatora. Razlika u 50 %-tnom i 75 %-tnom etanolu je samo u
intenzitetu boja.

Kod indikatora pripravljenog od suhog crnog ribiza i metanola (50175 %, 1 : 10, Slika
58.) takoder ne dolazi do promjena boje u odnosu na pocetnu boju indikatora. Promjene boje
su vidljive samo u bazi¢nom mediju (pH =13) gdje je otopina posivila i kod pH 14 gdje je
otopina poprimila Zuto-zeleno obojenje.

Pretragom Phenol-Explorera vidljivo je da je crni ribiz bogat antocijaninima koji su
odgovorni za intezitet boja otopina. Neki od najzastupljenijih su: delfinidin-3-O-rutinozid,
cijanidin-3-O-rutinozid i delfinidin-3-O-glukozid (Tablica 5.).

Indikatori pripremljeni od: svjezeg crvenog ribiza i etanola (50 i 75 %, 1 : 10, Slika

59.) 1 metanola (50 1 75 %, 1 : 10, Slika 61.), te suhog ribiza i etanola (50 i 75 %, 1 : 10,
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Slika 60.) i metanola (50 1 75 %, 1 : 10, Slika 62.) ne pokazuju nikakve promjene boje,
tocnije otopine su iste boje kao i pocetna otopina.

Za razliku od crnog ribiza, crveni ribiz sadrzi puno manje koncentracije antocijanina
zasluznih za intenzivno obojenje otopine. Dominacija antocijanina poput cijanidin-3-O-
sambubiozida i cijanidin-3-O-ksilozil-rutinozida moze biti razlog manjkavosti promjena
boje otopine.

Indikator pripravljen od svjezeg ruzinog Sipka i etanola (50 1 75 %, 1 : 10, Slika 62.) i
indikator pripravljen od svjezeg ruzinog Sipka 1 metanola (50 1 75 %, 1 : 10, Slika 64.)
pokazuje iste boje u svim pH vrijednostima, osim u bazi¢noj sredini gdje otopina postaje
blago narancasta.

Promjene boje takoder nisu znac¢ajne ni kod indikatora pripravljenih od suhog ruzinog
Sipka 1 etanola (50 175 %, 1 : 10, Slika 62.) i metanola (50175 %, 1 : 10, Slika 63.). Otopina
je blago Zuto obojana u svim pH sredinama, osim u bazicnom mediju gdje je otopina
poprimila naran¢asto-smedu boju.

Nadalje, indikator pripravljen od svjezeg Rose grozda u etanolu (50 1 75 %, 1 : 10,
Slika 67.) pokazuje znaCajne promjene u razlic¢itim pH sredinama. U kiselom mediju otopina
je obojana u ruzicasto, dok se porastom pH otopina obezbojila. U bazicnom mediju (pH 10-
13) otopina je poprimila blago sivo do blago plavo obojenje, dok je otopina kod pH 14
postala zuta. Razlike u koncentracijama otapala (50 % etanol, 75 % etanol) nisu vidljive.
Promjene boje ovog indikatora identicne su promjenama boje indikatora pripravljenog od
svjezeg Rose grozda u metanolu (50 1 75 % metanol, 1 : 10, Slika 69.)

Kod indikatora od suhih grozdica u etanolu (50 % 1 75 % etanol, 1 : 10, Slika 68.) 1
indikatora od grozdica u metanolu (50 % 1 75 % metanol, 1 : 10, Slika 70.) nema nikakvih
promjena boje.

Indikator pripravljen od svjeze aronije i etanola (50 % 175 % etanol, 1 : 10, Slika 71.).
u jako kiseloj sredini (pH 1-2) je obojan ruzicasto, dok je daljnjim rastom pH vrijednosti
otopina postala sve svijetlija. U neutralnom mediju otopina je poprimila blago sivo obojenje,
a kod pH 13 otopina je poprimila maslinasto zelenu boju, dok je kod pH 14 otopina poZzutila.
Razlike kod koncentracija otapala (50 % 175 % etanol) indikatora je ta da stajanjem indikator
pripremljen sa 75-% tnim etanolom u jako bazi¢noj sredini (pH 14) pozeleni (Slika 71.,
dolje).

Indikator pripravljen od suhe aronije i metanola (50 1 75 %, 1 : 10, Slika 72.) pokazuje
manji raspon boja pri razli¢itim pH vrijednostima u odnosu na indikator suhe aronije 1

etanola. U vrlo kiselom mediju (pH 1-2) indikator od suhe aronije i metanola mijenja boju u
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zarko crveno, dok porastom pH otopina postaje blago ruzicasta. Razlike u boji izmedu pH
3-12 nisu primjetne. Kod jako bazi¢nog medija (pH 13) otopina je poprimila tamnoplavo do
crno obojenje, dok je kod pH 14 otopina pozelenila. Razlike u koncentracijama 50 %-tnog i
75 %-tnog metanola nisu znacajne.

Najzastupljeniji bioaktivni spojevi koji su prema Phenol-Explorer bazi utvrdeni u
aroniji nalaze se u Tablici 11. Svjeza aronija sadrzi izmino visoke koncentracije antocijanina
koji su zasluzni za intenzivne i zarke promjene boje otopine. Neki od antocijanina su
cijanidin-3-0O-arabinozid, cijanidin-3-0-galaktozid i cijanidin-3-0O-ksilozid.

Indikator od svjeze drenjine i etanola (50 175 %, 1 : 10, Slika 73.) i metanola (50 1
75 %, 1 : 10, Slika 75.) pokazuju iste promjene pri odredenim pH vrijednostima. U kiselim
do neutralnim sredinama otopina je obojana u blago narancasto dok se promjene vide samo
kod jako bazi¢nog medija (pH 13-14) gdje otopina poprima smede do Zuto obojenje. Kod
oba indikatora razlika u koncentraciji otapala (50 1 75 %) vidljiva je u intenzitetu boja.
Intenzitet boja jasniji je 1 uocljivi kod 50 %-tnog etanola.

Takoder, indikator pripravljen od suhe drenjine i etanola (50 1 75 % etanol, 1 : 10,
Slika 74.) i metanola (50 1 75 % metanol, 1 : 10, Slika 76.) pokazuje iste promjene boje pri
odredenim pH vrijednostima. U jako kiselom mediju (pH 1-2) otopina je obojana u ruzi¢asto,
dok povecanjem pH otopina lagano blijedi. Dolaskom do bazi¢ne sredine (pH 12-13) otopina
poprima sivo-ljubiCasto obojenje, a kod pH 14 otopina postaje Zuta.

U slucaju indikatora pripremljenog od suhih goji bobica i etanola (50 1 75 %, 1 : 10,
Slika 77.) ili metanola (50 175 %, 1 : 10, Slika 78.), promjena boja otopine pri razli¢itim pH
vrijednostima gotovo da ni nema. Jedina razlika je u intenzitetu boja kod 50 %-tne
koncentracije kod oba otapala.

Kao ni suhe goji bobice, tako ni indikator od korintske grozdice i etanola (50 1 75 %,
1 : 10, Slika 79.) ili metanola (50 1 75 %, 1 : 10, Slika 80.) ne pokazuje promjene boje pri
razli¢itim pH vrijednostima u odnosu na pocetnu boju indikatora.

Indikator od suhih tayberry bobica i etanola (50 1 75 %, 1 : 10, Slika 81.) i indikator s
metanolom (50 1 75 %, 1 : 10, Slika 82.) mogu posluziti kao indikatori za vrlo bazi¢no
podrucje. Naime, kod pH 1-12 otopina je blago ruZicaste boje, kod pH 13 otopina je smede
boje dok je kod pH 14 otopina obojana u zuto. Razlike u 50 %-tnom i 75 %-tnom etanolu
nisu vidljive.

Nadalje, analizom primjene voénih preradevina kao indikatora (dZema od divlje
brusnice i etanola (50 1 75 %, 1 : 10, Slika 83. a)) ili metanola (50 1 75 %, 1 : 10, Slika 83.
b)) nisu dobivene jasno vidljive promjene boje pri razlicitim pH vrijednostima. Bioaktivni
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spojevi u dzemu od brusnice, prema podacima dobivenima pomocu Phenol-Explorera,
prikazani su u Tablici 10. Za razliku od svjeze brusnice, koncetracije antocijanina su puno
manje, $to je vjerojatni razlog dobivenih rezulatata u slucaju dzema. Neki od antocijanina
prisutnih u dZzemu od brusnica su: delfinidin-3-O-galaktozid, delfinidin-3-O-glukozid 1
malvidin-3-O-glukozid.

Indikator pripravljen od dzema od borovnica i etanola (50 i 75 %, 1 : 10, Slika 84. a))
nije najpogodniji alternativni kiselo-bazni indikator. U jako kiselim sredinama (pH 1-2)
otopina je blago ruziCasta dok daljnjim povecanjem pH boja otopine blijedi, a u jako
bazi¢nim sredinama (pH 13-14) otopina poprima blago Zutu boju. Indikator od dZzema od
borovnica 1 metanola (50175 %, 1 : 10, Slika 84. b)) pokazuje jasnije promjene od indikatora
od istog voc¢a u etanolu. Kod vrlo kiselog medija (pH 1-3) otopina je ruziCaste boje, dok
daljnjim povecanjem pH otopina blijedi. Dolaskom do bazi¢nog medija pH 11 otopina je
blago ljubicasta, kod pH 11 otopina je obojana u sivo, kod pH 13 otopina je obojana u sivo-
-zelenu boju dok je kod pH 14 otopina poprimila zelenu boju. Razlike u 50 %-tnom 1
75 %-tnom etanolu nisu vidljive.

Indikator pripravljen od soka od Sumske borovnice 1 etanola (50 1 75 %, 1 : 10, Slika
85. a)) te metanola (50 175 %, 1 : 10, Slika 85. b)) pokazuje vrlo slicne promjene boje pri
razli¢itim pH vrijednostima. Kod kiselog medija pH 1-6 otopina je obojana u ruzicasto, dok
je u netralnom mediju otopina obojana u ljubiCasto, intenzitet boje raste porastom pH
vrijednosti. U bazicnom mediju (pH 12-14) otopina je poprimila maslinasto zelenu boju.

Indikator pripravljenog od soka od Sumske brusnice i etanola (501 75 %, 1 : 10, Slika
86. a)) kao 1 metanola (50 175 %, 1 : 10, Slika 86. b)) ne pokazuje znacajne promjene boje
u kiselom do neutralnom mediju, dok u vrlo bazicnom mediju (pH 13-14) otopina poprima
smede-narancastu boju.

Takoder, indikator od vina od maline i etanola (50 1 75 % etanol, 1 : 10, Slika 87. a))
te metanola (50 175 % metanol, 1 : 10, Slika 87. b)) nije pokazao potencijalnu primjenu kao
kiselo-bazni indikator jer ne pokazuje promjene boje otopine niti u jednom od medija.

Indikatori od vina od crvenog ribiza i etanola (50 1 75 % etanol, 1 : 10, Slika 88. a)) te
metanola (50 1 75 % metanol, 1 : 10, Slika 88. b)) od svih vo¢nih preradevina imaju najveci
potencijal primjene kao kiselo-bazni indikatori. U jako kiseloj sredini (pH 1-5) otopina je
obojana Zarko ruzi€asto, dok je kod neutralnog i blago bazicnog medija (pH 7-9) otopina
obojana u blago ljubicasto. Porastom pH raste 1 intenzitet boje, a u vrlo bazi¢noj sredini (pH

12-14) otopina je poprimila zelenu boju.
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6. ZAKLJUCAK

U ovom radu ispitana je upotreba odabranih otapala u pripremi alernativnih kiselo-
-baznih indikatora. Biljni materijal koji se ispitivao bilo je jagodicasto i bobicasto voée u
obliku svjezeg i suhog voca te voénih preradevina. Voéne preradevine koje su se koristile

sadrzavale su najveci udio odabranog voc¢a bez umjetnih boja i aroma.

e Indikatori od jagode i Sumske jagode u oba otapala ne pokazuju uocljive promjene
boje za sve pH vrijednosti, ali postoje vidljive razlike izmedu jako kiselog i jako
bazi¢nog medija §to im omogucuje primjenu kao potencijalni kiselo-bazni indikatori.

e Indikatori od svjeze kupine u oba otapala pokazuju Sirok raspon promjena boja pri
razli¢itim pH vrijednostima, dok indikator od suhe kupine u oba otapala nema
znacajne promjene.

e Suha crna malina u etanolu 1 metanolu ima odli¢an potencijal kao alternativno kiselo-
bazni indikator jer pokazuje veliki raspon promjena boja pri razli¢itim pH
vrijednostima. U sluc¢aju indikatora od svjeze i1 crvene maline u oba otapala postoji
razlika samo izmedu jako kiselog 1 jako bazi¢nog medija §to mu omogucuje
potencijalnu uporabu kao kiselo-bazni indikator.

e Kod indikatora pripravljenih od svih ispitanih vrsta svjezeg duda (crni, crveni i bijeli)
u etanolu 1 metanolu nije vidljiva primjena boje pri raznim pH vrijednostima, dok
indikator pripravljen od suhog crnog duda i etanola (50 % etanol, 1 : 10) ima veliki
potencijal kao alternativo kiselo-bazni indikator.

e Indikator od svjeze brusnice u oba otapala ne pokazuje vidjive promjene boje, dok
indikator od suhih brusnica u metanolu i etanolu ima potencijal samo kao indikator
za jako kiseli ili jako bazi¢ni mediji.

e Sli¢ni rezultati dobiveni su u sluc¢aju indikatora od suhe 1 svjeZe borovnice te suhog
1 svjezeg crnog ribiza u oba otapala.

e Za razliku od crnog, crveni ribiz u etanolu i metanolu, bez obzira na koncentraciju
nema nikakav potencijal kao kiselo-bazni indikator.

e Istrazivanje indikatora od svjeZeg Rose grozda u oba otapala pokazalo je veliki
potencijal primjene kao kiselo-baznih indikatora, dok se groZdice u oba otapala nisu

vizualno istaknule.
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e Indikator pripravljen od ruzinog Sipka u oba otapala nema potencijal za primjenu kao
kiselo-bazni indikator.

e Indikator od suhih goji bobica u oba otapala te od suhih korintskih grozdica u oba
otapala nisu se istaknuli kao alterativni kiselo-bazni indikatori.

e Indikatori od suhih tayberry bobica u oba otapala moze posluziti kao indikator
iskljuc¢ivo za vrlo bazi¢no podrucje, dok su suha i svjeza aronija u oba otapala te suha
drenjina u oba otapala pokazale veliki potencijal primijene kao alternativni kiselo-
bazni indikatori.

e Indikatori pripremljeni od dZema od divljih brusnica, soka od Sumske brusnice i vina
od maline nemaju perspektivu u ulozi alternativnih kiselo-baznih indikatora.

e Sok od Sumske borovnice 1 vino od crvenog ribiza u oba otapala pokazuju dobar
potencijal kao kiselo-bazni indikatori, dok indikator od soka od borovnice ima

potencijal samo u metanolu (75 % metanol, 1 : 10).

Rezultati dobiveni u ovom radu, pokazuju potencijal primjene indikatora
pripremljenih od odabranog biljnog materijala i odabranih otapala kao alternativnih kiselo-
-baznih indikatora. Budu¢i da je biljni materijal za pripremu alternativnih kiselo-baznih
indikatora rasprostranjen u gotovo svim predjelima svijeta, ovakvi indikatori imaju 1 veliku
dostupnost. Za razliku od konvencionalnih indikatora, alternativni kiselo-bazni indikatori su
jeftiniji te njihova priprema nije komplicirana, a skladiStenje nije zahtjevno. Takoder, od
ispitivanih otapala utvrdeno je da su pogodnija otapala etanol i metanol, pri razrjedenjima
50 % 1 75 %. Daljnja ispitivanja alternativnih indikatora koja bi ukljucivala istrazivanje
pogodnijih 1 manje opasnih otapala mogla bi rezultirati pripremom indiaktora koji su
potpuno sigurni za zdravlje 1 okoli§ 1 koji su bez ikakvog otpadnog materijala koji bi se

trebao skladistiti.
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