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SAZETAK

Indikator je sredstvo koje ukazuje na stanje ili promjene stanja nekog sustava, a u kemiji se
koristi kao tvar koja promjenom boje pokazuje prisutnost neke druge tvari te kako bi se
odredila pH vrijednost medija. Konvencionalni kiselo-bazni indikatori se pripremaju u
kemijskom laboratoriju, primjeri takvih indikatora su metil crveno, lakmus papir 1
fenolftalein. Jeftinija i manje Stetna varijanta indikatora su alternativni odnosno prirodni
kiselo-bazni indikatori. Primjeri takvih indikatora su kurkuma, crveni kupus, grozde, luk i dr.
U ovom radu ispitani su plodovi vinobojke (Phytolacca sp.) kao kiselo-bazni indikator.
Vinobojka ima bobice tamno ljubicaste boje, Sto sugerira na prisutnost betacijanina, te se
pretpostavlja da ima potencijal kao kiselo-bazni indikator. U radu su pripremljeni i ispitani
indikatori od suhih 1 svjezih zrelih plodova vinobojke u hladnoj 1 vru¢oj vodi, metanolu,
acetonu i etanolu. Prema dobivenim rezultatima, svjeza vinobojka daje vizualno dojmljivije
rezultate u odnosu na suhu vinobojku, a obje daju najintenzivniju promjenu pri pH = 14. Od
otapala se metanol pokazao najpogodnijim za pripremu ovih indikatora, iako su i ostala

koriStena otapala pokazala odredeni potencijal.

Kljuéne rijeci: vinobojka, betacijanini, kiselo-bazni indikatori, metanol, etanol, aceton



ABSTRACT

Indicator shows the state or changes of the state of a system, and in chemistry an indicator
shows the presence of another substance by changing colour and is used to determine the pH
value of a medium. Conventional acid-base indicators are prepared in a chemical laboratory,
examples of such indicators are methyl red, litmus paper and phenolphthalein. A cheaper and
less harmful version of indicators are alternative or natural acid-base indicators. Examples of
such indicators are turmeric, red cabbage, grape, onions, etc. In this thesis, the fruit of the
pokeweed (Phytolacca sp.) were tested as an acid-base indicator. Pokeweed has dark purple
berries hence it is assumed that they contain betacyanins and could be used as an acid-base
indicator. So, in this work, indicators made form dry and fresh ripe pokeweed berries with
cold and hot water, methanol, acetone and ethanol were prepared and tested. According to
obtained results, fresh pokeweed showed visually more impressive results, and fresh and dried
pokeweed had the most intensive colour change at pH = 14. Of all used solvents, methanol
seems to be the best for preparation of these indicators, though other solvents showed

potential too.

Key words: pokeweed, betacyanins, acid-base indicators, methanol, ethanol, acetone
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1. UVOD

Vinobojka je narodni naziv za porodicu i rod visokih trajnica s cjelovitim, izmjeni¢nim
listovima i bez palisti¢a. Zenski cvjetovi formiraju grozdove, a imaju 5 listova u ocvijeéju, 10
prasnika, 1 nadraslu plodnicu i kao plod bobu. Rod je poznat i po nazivu kermes, a u
Republici Hrvatskoj se do nedavno mogla na¢i samo jedna vrsta, Phytolacca americana,
americki kermes, kultivirani i podivljani oblik [1]. Medutim, relativno nedavno utvrdena je
prisutnost jo$ jedne vrste ovog roda — azijske vinobojke ili maruljolikog kermesa, P. acinosa
Roxb.

Alternativni kiselo-bazni indikatori su indikatori koji se mogu na¢i u prirodi te se
pomocu njih moZe odrediti kiselost, odnosno bazi¢nost neke otopine. Mnoga istrazivanja su
pokazala kako se biljke mogu koristiti kao alternativni kiselo-bazni indikatori. Stoga je cilj
ovog rada bio ispitati moze 1i se zreli plod vinobojke koristiti u tu svrhu. Naime, ova biljka
ima tamno ljubicCaste, gotovo crne, plodove Sto sugerira da plod sadrzi spojeve koji bi se
mogli ponasati kao kiselo-bazni indikatori.

U prvom dijelu rada opisan je biljni materijal koji se ispituje kao kiselo-bazni indikator.
Opisane su njegove karakteristike, svojstva, etimologija, staniSte i upotreba. Takoder u prvom
dijelu rada nabrojani su najpoznatiji konvencionalni kiselo-bazni indikatori te su opisana
njihova svojstva i1 podru¢je pH vrijednosti u kojem mijenjaju boju. Osim konvencionalnih
indikatora ukratko su obradeni i alternativni kiselo-bazni indikatori.

U drugom dijelu rada iznesen je eksperimentalni dio istrazivanja s prikazom materijala i
metoda koriStenih u radu. Dobiveni rezultati prikazani su slikama te ispod svake slike
prodiskutirani. Rezultati pokazuju da svjeze bobice vinobojke imaju veéi potencijal primjene
od suhih bobica. Od koriStenih otapala, najbolje rezultate dao je metanol, koji je dao
najintenzivnije 1 najuocljivije promjene boja. Istrazivanje je pokazalo da svjeza vinobojka kao
alternativni kiselo-bazni indikator mijenja boju pri pH = 12 iz ruzicaste u ljubicastu, pri pH =
= 13 u smedu, a pri pH = 14 u zutu. Time je potvrdeno kako su ovako pripremljeni indikatori

od vinobojke dobri indikatori bazi¢nih medija.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Vinobojka

Vinobojka je naziv za porodicu, Phytolaccaceae, i rod, Phytolacca, invazivnih vrsta
zeljastih biljaka. Ime roda potjece od grcke rijeci phyton §to znaci biljka 1 rije¢i lac koja se
odnosi na Stitastu u$ Kerria lacca Kerr od koje se pripremala grimizno crvena boja. U
engleskom (americkom) govornom podrucju, za biljke ovog roda dominira naziv pokeberry
koji potjece od rijeCi puccoon iz jezika americkih Indijanaca plemena Algonquin, a kojom su
nazivali biljke koje koriste za bojanje [2].

Sistematska klasifikacija vinobojke prikazana je u Tablici 1. Porodica Phytolaccacea, iz
reda klin¢i¢olikih, Caryophyllales, je porodica cvatu¢ih dvosupnica koja se sastoji od 5
rodova i priblizno 33 wvrste. Podrucje distribucije je jug Afrike te tropska i suptropska
Amerika. Vrste ove porodice su zeljaste, rjede drvenaste. Listovi su jednostavni,
naizmjeni¢ni, cjelovitog ruba, bez palistica. Cvjetovi su dvospolni ili jednospolni,
aktinomorfni, grupirani u grozdove ili metlice. Brakteje su Cesto prisutne, imaju 4 ili 5 tepala,
4-5 prasnika, nadraslu plodnicu. Plod je bobica, ali moze biti i koStunica, a sjemenke su

okruglaste ili bubrezaste [3].

Tablica 1. Sistematska klasifikacija roda vinobojka [4].

Carstvo Plantae
Koljeno Spermatophyta
Razred Dicotyledonae
Red Caryophyllales
Porodica Phytolaccaceae
Rod Phytolacca

U Hrvatskoj su poznate dvije vrste vinobojke, americka vinobojka ili americki kremes
(P. americana L.) koja potjece 1z Sjeverne Amerike (Slika 1.) i1 azijska vinobojka ili

maruljoliki kermes (P. acinosa Roxb.) koja potjece iz Kine 1 Koreje [5].



Slika 1. Americka vinobojka (P. americana L.) [6].

Americka vinobojka (P. americana L.) je visSegodiSnja zeljasta biljka koja moze narasti
od 1,8 do 3 m visine. Stabljika izrasta iz glavnog korijena, ona je glatka i ruziCasto-crvene
boje te je djelomic¢no Suplja. Listovi su naizmjeni¢ni, tanki i zelene boje. Osteceni ili
zgnjeceni listovi 1 stabljike imaju pomalo oStar miris. Ova vrsta moZe cvjetati tijekom cijele
godine u juznim drZzavama, a od svibnja do listopada u sjevernim drzavama. Cvjetovi (Slika
2.) su obic¢no bijeli do zelenkasti, ali mogu biti ruzicasti ili ljubicasti, imaju 5 latica i oko 10
prasnika. Plodovi americke vinobojke su ljubicaste bobice ¢iji je promjer od 6 do 10 mm,

bobice sadrze od 6 do 12 sjemenki. Nalazi se na rubovima Suma, u nizovima ograda, ispod

dalekovoda, pasnjacima, starim poljima i Sumskim otvorenim podruc¢jima [7].

Slika 2. Cvjetovi americke vinobojke [8].

Krajem 19. stolje¢a prvi puta je uocena u hrvatskoj flori te se smatra invazivnom
vrstom. Razmnozavaju ju ptice koje se hrane bobicama. Kada nade povoljne uvjete za klijanje
pocne jako brzo rasti. Ako je se Zeli odstraniti potrebno je u potpunosti ukloniti njezin korijen,

inace ¢e biljka ponovno narasti [9].



Cijela biljka je otrovna i uzrokuje niz simptoma trovanja, ukljuujuéi u rijetkim
sluajevima i smrt. Posebno su otrovni korijen i bobice, no mladi izdanci 1 listovi kada su
pravilno kuhani, jestivi su te predstavljaju dobar izvor proteina, masti, ugljikohidrata i
vitamina C [7]. Jestivima se smatraju mladi izdanci kada narastu najvise do 30 cm i mladi
listovi koji se beru u rano proljece. Pravilno kuhanje ukljucuje dvostruko mijenjanje vode ili
konzerviranje u octu. lako otrovne, bobice se koriste za bojanje vina zbog svoje intenzivne
boje [10, 11].

Istrazivanjima je ustanovljeno da americka vinobojka (P. americana L.) ubija
slatkovodne puzeve (rodovi Bulinus, Biomphalaria i Oncomelania) koji su domacini metilja
roda Schistosoma, uzro¢nika shistosomoze (bilharcioze). Ljudi se zaraze preko koze ili
sluznice kada su u kontaktu s oneciS§¢enom vodom. Bolest je kroni¢na, a neki od simptoma su
abdominalna bol, proljev, kasalj, problemi s jetrom i slezenom te groznica [12].

Azijska vinobojka (P. acinosa Roxb., Slika 3.) je trajnica koja moze narasti do 1,5 m.
Cvjeta od srpnja do kolovoza, a sjeme dozrijeva od kolovoza do rujna. Biljka je dvodomna
(ista biljka ima muski 1 Zenski cvijet) te je naturalizirana u Indiji. U listovima, plodovima i

korijenu sadrzi saponine, koji su potencijalno otrovni [13, 14].

Slika 3. Azijska vinobojka (P. acinosa Roxb.) [15].

Listovi azijske vinobojke (Slika 4.) su otrovni te su jestivi samo kao mladi, budu¢i da se
starenjem biljke razvijaju toksini. StaniSta su obronci brda, doline, rubovi Suma i cesta na
nadmorskoj visini od 500-3400 m i Sumsko podzemlje. Odgovaraju joj laka (pjeScana),
srednja (ilovasta) 1 teSka (glinasta) tla. Prikladan pH za azijsku vinobojku su blago kisela,
neutralna 1 blago alkalna tla, moZe rasti u polusjeni (svijetla Suma) ili bez sjene te takoder voli

vlazno tlo [13, 16-18].



Slika 4. Listovi azijske vinobojke [19].

Korijen azijske vinobojke ima antibakterijsko djelovanje [20-23]. Ova biljka ima
zanimljiv kemijski sastav te se od 1995. godine istrazuje kao potencijalni lijek protiv AIDS-a.
Sadrzi snazna protuupalna sredstva, antivirusne proteine i tvari koje utjeCu na diobu stanica.
Korijen se koristi u lijeCenju edema, nefritisa, bolesti bubrega i nadutosti trbuha. Takoder se

moze koristiti 1 za lijeenje Cireva i rana [23].

2.2. Kiselo-bazni indikatori

Kiselo-bazni indikatori se koriste za odredivanje pH vrijednosti otopine. Oni mijenjaju
boju ovisno o tome dodaju li se u kiselu, neutralnu ili bazi¢nu otopinu. Danas se ve¢inom kao
kiselo-bazni indikatori koriste slabe kiseline, a mogu se koristiti 1 slabe baze. Raspon pH skale
iznosi od 0 do 14, pri ¢emu pH vrijednost manja od 7 ukazuje na kiselu otopinu. Ako je pH
vrijednost jednaka 7 to ukazuje na neutralnu otopinu, a pH vrijednost koja iznosi vise od 7
ukazuje da se radi o bazi¢noj otopini. Kod bazi¢nih otopina, kiselo-bazni indikatori prelaze iz
neutralne molekule u ionski oblik, a to je posljedica gubitka vodikovih iona, ve¢inom iz
hidroksilne skupine. Apsorpciju svjetlosti kiselo-baznog indikatora na razli¢itim valnim
duljinama uzrokuje promjena strukture molekule i time mijenja boju otopine u koju je dodan

[24].

2.2.1. Konvencionalni kiselo-bazni indikatori

Konvencionalni kiselo-bazni indikatori su kemijske tvari koji se sintetiziraju u

kemijskom laboratoriju. Primjer ovakvog indikatora je lakmus papir koji sadrzi odredene tvari



iz prirode koje ukazuju na pH vrijednost medija. Jo§ neki primjeri su metil crveno,
fenolftalein, fenol crveno, metiloranz, metil Zuto, bromtimol plavo 1 bromfenol [24].

Lakmus papir je dostupan u crvenoj i plavoj boji te takoder 1 neutralnoj varijanti. Za
ispitivanje bazicne otopine koristi se crveni lakmus papir koji u kontaktu s bazi¢nom
otopinom promijeni boju u plavu (Slika 5.), dok u kontaktu s kiselom ili neutralnom otopinom

nece promijeniti boju [25].

I i
=

Slika 5. Promjena boje plavog i crvenog lakmus papira [26].

Za ispitivanje kisele otopine koristi se plavi lakmus papir jer on poprima crvenu boju u
kontaktu s kiselinom (Slika 5.). Neutralni lakmus papir je ljubiCaste boje te on promjeni boju
u plavu ili crvenu ovisno je li u kontaktu s kiselinom ili bazom [25].

Univerzalni indikator moze biti u obliku otopine ili u obliku univerzalnog indikatorskog
papira [27]. Univerzalni indikator je zapravo smjesa nekoliko razli€itih indikatora, a to su
metilno crveno, timol plavo, fenolftalein i bromtimol plavo [28]. Ima moguénost pokazivanja
nekoliko razli€itih promjena boje u Sirokom pH podrucju, §to ga Cini preciznijim od lakmus
papira [29]. Kod ispitivanja kiselina, univerzalni indikator je crvene boje pri pH < 3,
narancasto do zuti u pH = 3-6, a zelene je boje u neutralnoj otopini (pH = 7). U bazi¢nim
otopinama je plave boje ako se ispituje otopina pH = 8-11 te ljubicasti u otopinama koje imaju
pH> 11 [28].

Metil crveno odnosno 2-[[4-(dimetilamino)fenil]diazenil]benzojeva kiselina (Slika 6.) je
tamnocrveni prah formule C;sH;sN3;O, [30-32]. Koristi se pri titracijama jakih kiselina jakim
bazama. U kiselom mediju (pH < 4,4) ovaj indikator je crvene boje, u bazi¢noj sredini (pH >
6,2) je zute boje kao i pri neutralnom pH. Izmedu pH vrijednosti 4,4 1 6,2 ovaj indikator je

narancaste boje [33].



Ny,
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Slika 6. Strukturna formula metil crvenog [34].

Fenolftalein (Slika 7.) ili 3,3-bis (4-hidroksifenil)-2-benzofuran-1-on je spoj formule
Ca0H1404 [35-36]. U otopinama ¢ija je pH < 8,5 fenolftalein je bezbojan, dok u otopinama cija
je pH > 9 poprima ruzi€astu do svijetlo ljubic¢astu boju [37]. Koristi se kao laboratorijski

reagens te je dio laksativnih pripravaka. Takoder moze djelovati kancerogeno [38, 39].

Slika 7. Strukturna formula fenolftaleina [40].

Metiloranz (Slika 8.) ili 4-[[4-(dimetilamino) fenil] diazenil] benzen-1-sulfonat, formule

C14H14N3NaOs8S, je crvene boje u kiselom mediju (pH = 3,1), pri pH = 4,4 je narancaste boje,
a u bazicnom mediju je zute boje [41].

—ONa

o= »n—0

Slika 8. Strukturna formula metiloranza [42].



Metil zuto ili N,N-dimetil-4-(fenildiazenil)anilin (Slika 9.), formule C;4H;sN3, pri pH
ispod 2,9 je crvene boje, a iznad pH 4,0 je zute boje. Koristi se pri titracijama slabih baza s

jakom kiselinom [43].

Slika 9. Strukturna formula metil Zutog [44].

Fenol crveno (Slika 10.) ili fenolsulfonftalein, formule C;9H;405S, je indikator koji pri
pH = 6,8 mijenja boju u zutu, a iznad pH 8,2 mijenja boju u ruzicastu. Fenol crveno ima ulogu
kiselo-baznog indikatora u kemijskom laboratoriju ali i dijagnostickog sredstva (npr. kao

indikator u stani¢nim kulturama i za procjenu protoka krvi u bubrezima) [45].

Slika 10. Strukturna formula fenol crvenog [46].

Bromtimol plavo, C,7H,sBr,OsS (Slika 11.), je indikator koji pri pH < 7 medij boja u
zutu boju, a kod bazi¢nih otopina daje plavu boju. Ova promjena nastaje zbog nastanka C=0
veze zbog Cega se konjugirani sastav molekule promjeni dovoljno da elektroni ne apsorbiraju

iste fotone. Stoga dolazi do promijene boje medija iz zute u plavicastu boju (Slika 11.) [47].



Slika 11. Strukturna formula bromtiol plavog [48] i promjene boje ovog indikatora [49].

2.2.2. Alternativni kiselo-bazni indikatori

Alternativni kiselo-bazni indikatori, odnosno prirodni indikatori, su vrsta indikatora koji
se mogu naci u prirodi te se pomocu njih moze odrediti je li neka otopina kisela ili bazi¢na.
Neki od primjera alternativnih kiselo-baznih indikatora su kurkuma, crveni kupus, grozde,
luk, raj€ica, treSnje 1 dr. Takoder, pomocu cvijeta hortenzije moZe se odrediti kiselost ili

bazi¢nost tla (Slika 12.) [50].

Slika 12. Cvjetovi hortenzije na kiselom tlu [51].

Hortenzija (Hydrangea sp. L.) je Cesta vrtna biljka te je jedan od najljepSih primjera
promjene boje prirodnih kiselo-baznih indikatora. Za obojenost cvijeta hortenzije zasluzan je
delfinidin-3-glukozid (Slika 13.), koji u interakciji s aluminijem iz tla uzrokuje promjenu boje
cvjetova. Boja cvijeta hortenzije ovisi i o kiselosti tla, odnosno ako je pH < 6,0 cvjetovi su
plave boje, a ako je pH > 6,8 tada su cvjetovi ruzicaste boje. Ako je tlo neutralnog pH,

cvjetovi su ljubicaste boje [52].



Slika 13. Struktura delfinidin-3-glukozida [53].

Pigmenti biljaka su tvari koje mogu uzrokovati promjenu boje s promjenom pH
vrijednosti medija, kao §to se vidi na primjeru delfinidin-3-glukozida odnosno cvijeta
hortenzije. Chavan 1 sur. (2017) su ispitali indikatorsku aktivnost pigmenata 1 pokusali njima
zamijeniti sintetske indikatore. U tu su svrhu koristili kiselo-bazne titracije. Biljni materijal
(Hibiscus rosa-sinensis, Calotropis gingantea, Brassica oleracea-capitata, Rosa chinensis,
Brassica oleracea-italica, Ixora chinensis, Catharanthus roseus) su ocistili destiliranom
vodom, usitnili, macerirali 2 sata u 25 mL 90 % etanola. Ekvimolarne titracije proveli su
upotrebom 10 mL titranta s tri kapi indikatora (metiloranz i fenolftalein). U odnosu na
standardne sintetske indikatore, dobiveni rezultati bili su obecavajuéi. Titracije su pokazale
ostru promjenu boje u tocki ekvivalencije ¢ime su utvrdili da su prirodni kiselo-bazni
indikatori u titracijama ucinkovita i1 sigurna alternativa konvencionalnim indikatorima [54].

Kurkuma je jarko Zuti prah koji se dobiva iz biljke kurkume (Curcuma longa L.). Kada
se kurkuma doda u bazi¢nu otopinu, otopina poprima crvenu boju. Medutim, dodatkom neke
kiseline boja ¢e ostati Zuta, samo ¢e pri nizim pH biti svjetlija. Kao indikator se koristi u
obliku papira (Slika 14.) ili kao otopina. Za pripremu papirnatog indikatora od kurkume
potrebno je pomijeSati malo praha kurkume s vodom te napraviti pastu. Pasta se nanosi na
upijajudi papir ili filter papir. Kada se papir osusi, izreze se na trake koje se upotrebljavaju

kao indikator [55].

Slika 14. Indikatorski papir od kurkume [56].

10



Kineska ruza ili tropski hibiskus (Hibiscus rosa-sinensis L., Slika 15.) jos je jedan
alternativni kiselo-bazni indikator. Otopina indikatora je svijetlo ruZicaste boje te se dobiva od
cvjetova biljke kineske ruze pomijeSanih s vodom. Indikator kineske ruze prelazi iz svijetlo
ruziCaste u tamno ruzicastu boju kada se pomijesa s kiselom otopinom, a kada se pomijesa s

bazi¢nom otopinom, mijenja boju iz svijetlo ruzicaste u zelenu [55].

Slika 15. Cvijet kineske ruze [57].

Sok od crvenog kupusa (Brassica oleracea var. capitata f. rubra L.) izvorno je
ljubicaste boje. Medutim, kada se sok crvenog kupusa pomijesa s kiselim medijem, njegova
boja se mijenja u crvenu, a mijeSanjem s bazi€nim medijem mijenja boju u zelenu (Slika 16.).
Za pripremu otopine crvenog kupusa potrebno je nasjeckati crveni kupus i dodati vrué¢u vodu.
Smjesa se ostavi nekoliko minuta da se ohladi te procijedi. Ovako pripremljen sok (indikator)

od crvenog kupusa je tamno ljubicaste boje [55].

fﬁ;fi‘];

iy

(&

Slika 16. Promjena boja soka crvenog kupusa [58].

Sok od grozda (Vitis vinifera L.), plavih ili crnih sorti, mijenja boju ovisno o pH

vrijednosti otopine (Slika 17.). Dodatkom soka od grozda u kiselu otopinu dolazi do promjene
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boje u crvenu, a dodatkom soka od grozda u bazi¢nu otopinu dolazi do promjene boje u tamno

zelenu boju [59].

Slika 17. Sok od grozda [60].

Crveni luk (Allium cepa L.) prikazan je na Slici 18. Kao alternativni kiselo-bazni
indikator u kiseloj otopini mijenja boju iz crvene u svijetlo crvenu. Dodatkom bazi¢ne otopine

crvenom luku, on mijenja boju iz crvene u zelenu boju [61].

Slika 18. Crveni luk [62].

Antocijanini (Slika 19.) su najveca skupina fenolnih pigmenata te ujedno i najvaznija
skupina pigmenata u biljkama koji su topljivi u vodi. Oni su odgovorni za crvenu, ljubicastu i
plavu boju cvjetova, listova 1 plodova [63-68]. Uglavnom se nalaze u kozici, osim kod
odredenih vrsta vo¢a u kojima se nalaze i u mesu ploda (npr. tre$nje i jagode) [69]. Imaju
karakteristi¢na fizikalno-kemijska svojstva koja im daju jedinstvenu boju i stabilnost [70-74].
Vrlo su reaktivne molekule te su osjetljivi na reakcije razgradnje [75]. U Tablici 2. dan je
prikaz osnovnih strukturnih karakteristika glavnih predstavnika antocijanina i promjena boje

do koje dovode.
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Slika 19. Struktura antocijanina [76].

Tablica 2. Osnovna struktura glavnih antocijanina [77, 78].

Antocijanini R1 R2 Boja koju proizvodi
pelargonidin -H -H ,,10s0s“ narancasta
cijanidin —-OH -H purpurno crvena i grimizna
peonidin —OCH; -H purpurno crvena
malvidin —OCH; —OCH; ljubicasta
petunidin —OCH; —OH ljubicasta
delfinidin —OH —OH ljubicasta, blijedo plava i plava

Antocijanini su glikolizirani polihidroksi ili polimetoksi derivati 2-fenilbenzopirilijuma
[63, 67, 79]. Obicno sadrze dvije, tri ili viSe Secernih jedinica vezanih na razliitim pozicijama
ili se pojavljuju kao oligosaharidni boc¢ni lanci [80]. Na intenzitet i boju antocijanina utjece
broj hidroksilnih 1 metoksilnih skupina [63, 81], ako je prisutno vise hidroksilnih skupina tada
boja ide prema plavicastoj nijansi, a crvenilo se pojac¢ava kada je prisutno vise metoksilnih
skupina [77, 78].

Betalaini su joS jedna skupina vaznih biljnih pigmenata, a glavni izvor ovih dusi¢nih
heterociklickih spojeva je cikla (Beta vulgaris L.) iako se mogu naci i u drugim biljkama.
Prema strukturi, betalaini sadrze betalami¢nu kiselinu, a supstituent (R1, R2) moze biti vodik
ili neki sloZeniji supstituent (Slika 20.). Prema kemijskoj strukturi podijeljeni su u dvije
podskupine, a to su betaksantini i betacijanini. Betaksantini su odgovorni za narancasto-zutu
boju, a betacijanini za crveno-ljubicastu boju. Cikla sadrzi obje podskupine betalanina i to 75-

-95 % betacijanina i 5-25 % betaksantina [82].
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(a) (b) (c)

Slika 20. Strukturna formula betalamicne kiseline (a), betacijanina (b) i betaksantina (c) [82].

Vinobojka takoder sadrZi betalaine, a za njih je dokazano da imaju jaka antioksidativna
svojstva. Pigmenti koji se nalaze u plodu ameri¢ke vinobojke su prebetanin (betanin 6'-O-
sulfat, Slika 21. (a)) i betanidin (5-O-[(5"-O-E-feruloil)-)-2'-O-f-d-apiofuranozil]-f-d-gluko-
piranozid, Slika 21. (b)). Takoder, potvrdena je prisutnost jo§ jednog pigmenta, lamprantina II

(betanidin 5-0O-(6'-O-eferuloil)-$-d-glukopiranozid, Slika 21. (¢)) [83].

(a) (b) (©)

Slika 21. Struktura prebetanina (a) [84], betanidina (b) [85] i lamprantina II (c) [86].

Betalaini zamjenjuju antocijanine u cvijetu 1 plodu vecine biljaka porodice
Caryophyllales [87] te dovode do promjena boje uocenih u ovom radu (u slucaju vinobojke se
konkretno radi o promjenama boje uzrokovanim prisutnim betacijaninima). Radova o
betalainima 1 betacijaninima kao prirodnim kiselo-baznim indikatorima prema naSim
saznanjima nema. lako su strukture ovih spojeva poznate, o njihovim bioaktivnostima se jako

malo zna. Medutim, u literaturi se mogu naci radovi koji ispituju betacijanine, kao prirodnu
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zamjenu za sintetska bojila. Alshamar i1 sur. (2022) su ispitivali dvije biljke bogate
betacijaninima, ciklu, B. vulgaris, i americku vinobojku, P. americana, kako bi utvrdili mogu
li posluziti za bojanje mikroskopskih preparata. Priredili su alkoholne ekstrakte (metanol),
njima obojali mikrobioloske uzorke i usporedili ovako dobivene rezultate s onima dobivenima
koriStenjem sintetskih bojila. Dobiveni rezultati su pokazali da su oba ekstrakta ucinkovita u
bojanju epitelnih stanica, miSi¢nih stanica, kolagenih vlakana i eritrocita, te su dobiveni
rezultati usporedivi s onima dobivenima koriStenjem boje eozin Y. Osim toga, utvrdili su da

prebetanin iz vinobojke daje bolje rezultate u odnosu na betanin iz cikle [88].
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3. EKSTEPRIMENTALNI DIO

3.1. Koristene kemikalije, pribor i biljni materijal

U ovom radu koriStene su svjeZe i suhe zrele bobice vinobojke, Phytolacca sp. L. Sve
kemikalije koje su koriStene u ovom radu su analiticke Cistoce, voda koja je koriStena za
pripremu otopina odredene pH vrijednosti i1 otopina uzoraka je deionizirana i

demineralizirana. Popis koristenih kemikalija:

1. Klorovodic¢na kiselina, HC1 (M = 36,46 g/mol, Kemika)
Natrijev hidroksid, NaOH (M = 39,99 g/mol, Kemika)
Etanol, C;HsOH (M = 46,07 g/mol, Kemika)

Metanol, CH4O (M = 32,94 g/mol, Kemika)

Aceton, C3HqO (M = 58,08 g/mol, Kemika)

A

Ultracista voda

Od pribora u radu su koristene: jazice, keramicki tarionik s tuckom, staklene case,
odmjerne tikvice, kapalice, stakleni Stapi¢, pinceta, pipeta, staklene bocice s Cepom,
Eppendorf tube.

Od uredaja u radu su koristeni analiticka vaga, grijace tijelo, magnetska mijesalica,
uredaj za ultraCistu vodu (TKA, WASSERAUFBEREITUNGSSYSTEME) i pH metar (808
Titrando, Metrohm).

3.2. Priprema otopina

Za pripremu otopina odredene pH vrijednosti koristena je conc. HCI i kruti NaOH.
Otopina pH vrijednosti 7 je ultraista voda te je njena pH vrijednost potvrdena pH metrom.

Kod kiselog medija, za pripremu otopina pH = 1 1 pH = 2 izracunati volumen conc. HCI
se pipetom kvantitativno ulio u odmjernu tikvicu te se zatim (prema pravilima priredivanja
otopina u odmjernom posudu) dodao ostatak volumena ultraciste vode. Otopine pH = 3-6
priredene su razrjedivanjem otopine pH = 1. Svakoj pripremljenoj otopini odredena je pH
vrijednost pomoc¢u pH metra. pH je po potrebi korigiran, a tolerirana razlika u pH vrijednosti

iznosila je +0,1.
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Otapanjem NaOH u ultracistoj vodi pripremljen je bazi¢ni medij. Za pripremu otopine
pH = 11-14 izraCunata masa NaOH je dodana kvantitativno u odmjernu tikvicu uz dodatak
ultraciste vode, prema pravilima priredivanja otopina u odmjernom posudu. Otopine pH = 8-
-10 priredene su razrjedivanjem iz otopine pH = 12. Svakoj pripremljenoj otopini odredena je
pH vrijednost pomo¢u pH metra. pH je po potrebi korigiran, a tolerirana razlika u pH

vrijednosti iznosila je +0,1.

3.3. Postupak i plan rada

Indikatori su priredeni gnjecenjem biljnog materijala (suhe ili svjeZe bobice vinobojke)
u tarioniku uz dodatak odabranog otapala — hladne vode, vru¢e vode, etanola, metanola ili
acetona. U tarionik je dodano 1 g biljnog materijala na koji je potom dodano 5 mL otapala
(Slika 22.). Tako pripremljenom indikatoru se odmah nakon pripreme ispitao potencijal

primjene kao kiselo-baznog indikatora.

Slika 22. Indikatori pripremljeni od bobica vinobojke i odabranog otapala.
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4. REZULTATI I RASPARAVA

4.1. Indikator pripremljen od zrelih bobica vinobojke i vode
4.1.1. Indikator pripremljen od suhih bobica vinobojke i vode
Rezultati istrazivanja koji se odnose na ispitivanje potencijala suhih bobica vinobojke

kao kiselo-baznog indikatora u kombinaciji s vrelom ili hladnom ultracistom vodom prikazani

su na Slikama 23. 1 24.

Slika 23. Indikator od suhih bobica vinobojke i hladne vode.

Otopina indikatora pripremljena od suhih bobica vinobojke i hladne vode pokazuje
intenzivnije promjene boje pri vrijednostima pH = 12-14. Najintenzivnija promjena boje je
kod vrijednosti pH = 14. Pri vrijednostima pH = 1-11 promjena boje je iz tamnije crvene u
svijetlo crvenu. Vrijednost pH = 12 ukazuje na promjenu boje u crveno-smedu. Pri pH = 13
vidi se promjena boje u smedu, a vrijednost pH = 14 pokazuje promjenu boje u prljavo zutu,

gdje je ujedno 1 najintenzivnija promjena (Slika 23.).

Slika 24. Indikator od suhih bobica vinobojke 1 vruée vode.
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Indikator pripremljen gnjecenjem suhih bobica vinobojke i vru¢e vode pokazuje
promjene boje pri vrijednostima pH = 11-14. Promjene boje je gotovo neprimjetna pri pH = 1-
-10, uocava se posvjetljivanje pocetne boje otopine indikatora. Najintenzivnija promjena boje
je pri pH = 14. Kod pH = 11-12 promjena boje je iz svijetlo ruzicaste u svijetlo ljubicastu
boju. Promjena boje pri pH = 13 je u svijetlo narancastu, a pri pH = 14 u svijetlo zutu boju

(Slika 24.).
4.1.2. Indikator pripremljen od svjeZih bobica vinobojke i vode

Rezultati ispitivanja potencijala svjeZih bobica vinobojke kao kiselo-baznog indikatora

u kombinaciji s vrelom ili hladnom vodom prikazani su na Slikama 25. 1 26.

999 ®0ee o
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Slika 25. Indikator od svjeZih bobica vinobojke i vru¢e vode.

Kao $to se moze vidjeti iz Slike 25., indikator pripremljen od svjezih bobica vinobojke i
vode je tamno ruziCaste boje. MozZe se primijetiti da je pri pH = 1 promjena boje iz tamno
ruzicaste u ljubicastu boju. Pri vrijednostima pH = 2-12 promjene su iz tamno ruzicaste u
svjetliju ruzicastu boju, dok je kod pH = 13 u tamno ljubicastu boju. Najintenzivnija promjena

boje je pri vrijednosti pH = 14 u zutu.

Slika 26. Indikator od svjeZzih bobica vinobojke i hladne vode.
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Kao $to se moze vidjeti iz Slike 26., indikator pripremljen od svjeZih bobica vinobojke i
vode je tamno ruzicaste boje. Promjene boje pri pH = 1 je iz tamno ruZi€aste u ljubicastu, a
kod pH = 2-12 u svjetliju ruzi¢astu. Pri vrijednosti pH = 13 dolazi do promjene boje iz tamno
ruzicaste u tamnoljubicastu, a najintenzivnije promjena boje je pri pH = 14 u zutu.

Usporedbom dobivenih rezultata za indikator pripremljenog od suhih bobica vinobojke i
vode te indikator od svjezih bobica vinobojke i vode, indikator od svjezih bobica se pokazao
boljim budu¢i da su uo€ene promjene boja intenzivnije ¢ime su i dobiveni rezultati uocljiviji.
Najintenzivnije promjene boja su u jako bazi¢nom mediju (pH = 13 i pH = 14), kao i u jako
kiselom mediju, odnosno pri pH = 1. Stoga se oba indikatora mogu koristiti kao indikatori

jako kiselog 1 jako bazi¢nog medija.

4.2. Indikator pripremljen od zrelih bobica vinobojke i etanola

4.2.1. Indikator pripremljen od suhih bobica vinobojke i etanola

Rezultati istrazivanja koji se odnose na ispitivanje potencijala suhih bobica vinobojke

kao kiselo-baznog indikatora u kombinaciji s etanolom prikazani su na Slici 27.

Slika 27. Indikator od suhih bobica vinobojke i etanola.

Otopina indikatora pripremljena od suhih bobica vinobojke 1 etanola je blijedo smede te
je promjena boje pri raznim pH gotovo neprimjetna. Pri pH = 13 i pH = 14 mogu se primijetiti
promjene boja iz blijedo smede u svijetlo zutu boju, dok kod pH = 1-12 promjene boja gotovo

nisu primjetne, uoc¢eno je samo blago posvjetljivanje pocetne boje indikatora (Slika 27.).
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4.2.2. Indikator pripremljen od svjeZih bobica vinobojke i etanola

Rezultati istrazivanja koji se odnose na ispitivanje potencijala svjezih bobica vinobojke

kao kiselo-baznog indikatora u kombinaciji s etanolom prikazani su na Slici 28.

1.1..9‘ . ‘ ‘.
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Slika 28. Indikator od svjezih bobica vinobojke i etanola.

Indikator pripremljen od svjezih bobica vinobojke i etanola je ruziCaste boje. Pri pH =
= 1-11 promjene boja su u svijetlo ruzicastu. Promjena boje pri pH = 12 je u svijetlo
ljubicastu, a ve¢ pri pH = 13 u tamno ljubicastu boju. Najintenzivnija promjena je pri
vrijednosti pH = 14 u intenzivno Zutu boju (Slika 28.).

Usporedbom indikatora pripremljenih od suhih bobica i etanola te indikatora od svjezih
bobica 1 etanola, indikator od svjezih bobica se pokazao boljim indikatorom. Dobiveni
rezultati su zbog intenzivnijih promjena boje izuzetno uocljivi. U bazi¢nom mediju dolazi do
najintenzivnijih promjena boja (pH = 12-14), a u kiselom mediju promjena pocetne otopine je
ista, osim pri pH = 1 gdje dolazi do promjene boje pocetne otopine u ljubicastu. Budu¢i da su
oba indikatora pokazala razli¢ite boje u kiselom 1 u bazi¢nom mediju, imaju potencijal
primjene kao indikatori jako kiselih 1 baziénih medija. Samo §to je indikator od svjezih bobica

znatno bolji u odnosu na indikator od suhih bobica.
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4.3. Indikator pripremljen od zrelih bobica vinobojke i acetona

4.3.1. Indikator pripremljen od suhih bobica vinobojke i acetona

Rezultati istrazivanja koji se odnose na ispitivanje potencijala suhih bobica vinobojke

kao kiselo-baznog indikatora u kombinaciji s acetonom prikazani su na Slici 29.

Slika 29. Indikator od suhih bobica vinobojke i1 acetona.

Otopina indikatora pripremljena od suhih bobica vinobojke i acetona je ruziCaste boje.
Promjene boja pri pH = 1-9 su iz ruziaste u svijetlo ruzi€astu, no ve¢ kod pH = 10 prelazi u
malo tamniju ruZicastu. Pri pH = 11 1 pH = 12 boja se mijenja u ljubicastu (ali nisu iste), kod
pH = 13 u smedu. Najintenzivnija promjena boje je pri vrijednosti pH = 14 iz ruZicaste u Zutu
(Slika 29.).

4.3.2. Indikator pripremljen od svjeZih bobica vinobojke i acetona

Rezultati istrazivanja koji se odnose na ispitivanje potencijala svjezih bobica vinobojke

kao kiselo-baznog indikatora u kombinaciji s acetonom prikazani su na Slici 30.

Slika 30. Indikator od svjeZih bobica vinobojke 1 acetona.
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Indikator pripremljen od svjezih bobica vinobojke i acetona je tamno ruzicaste boje. Pri
vrijednosti pH = 1 prikazuje promjenu boje u ljubicastu, a kod pH = 2-11 u svjetliju ruzicastu.
Pri pH = 12-13 u ljubicastu (ali nisu iste nijanse). Najintenzivnija promjena boje je kod pH =
= 14 u intenzivno zutu (Slika 30.).

Usporedujuci indikator pripremljen od suhih bobica i acetona te indikator od svjezih
bobica i acetona, indikator od svjezih bobica vinobojke se pokazao boljim indikatorom buduci
da su dobiveni rezultati zbog intenzivnijih promjena boje uocljiviji. Do najintenzivnijih
promjena boja dolazi u bazi¢nom mediju, pri pH = 12-14, ovisno o indikatoru. U kiselom
mediju, promjena boje je jasno izrazena pri pH = 1. Oba indikatora pokazuju drugaciju boju u
kiselom 1 u baziénom mediju pa se mogu koristiti kao kiselo-bazni indikatori. Dobiveni

rezultati su sli¢ni onima u slucaju indikatora pripremljenih s etanolom.

4.4. Indikator pripremljen od zrelih bobica vinobojke i metanola

4.4.1. Indikator pripremljen od suhih bobica vinobojke i metanola

Rezultati istrazivanja koji se odnose na ispitivanje potencijala suhih bobica vinobojke

kao kiselo-baznog indikatora u kombinaciji s metanolom prikazani su na Slici 31.

Slika 31. Indikator od suhih bobica vinobojke i metanola.

Otopina indikatora pripremljena od suhih bobica vinobojke i metanola je crvene boje.
Vrijednosti pH = 1-8 pokazuju promjene boja iz crvene u svijetlo ruzicastu. Promjene boja pri
pH = 9-11 su iz crvene u tamniju ruzicastu. Pri pH = 12 dolazi do promjene boje u ljubicastu,

kod pH = 13 u smede-zutu. Najintenzivnija promjena boje je pri pH = 14 u zutu (Slika 31.).
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4.4.2. Indikator pripremljen od svjeZih bobica vinobojke i metanola

Rezultati istrazivanja koji se odnose na ispitivanje potencijala svjezih bobica vinobojke

kao kiselo-baznog indikatora u kombinaciji s metanolom prikazani su na Slici 32.

99eed0g °.
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Slika 32. Indikator od svjezih bobica vinobojke i metanola.

Otopina indikatora pripremljena od svjezih bobica vinobojke 1 metanola je tamno
ruzicaste boje. Pri pH = 1 dolazi do promjene boje u svjetliju ruzicastu. Zatim, promjene boja
pri pH = 2-11 su u crveno-ruzicastu, a kod pH = 12 u ljubicastu. Otopina pH = 13 pokazuje
promjenu boje u smedu. Najintenzivnija promjena boje je pri pH = 14 u intenzivno Zutu (Slika
32.).

Usporedbom indikatora pripremljenog od suhih bobica i metanola te indikatora od
svjeZih bobica 1 metanola, ponovo se indikator od svjeZih bobica vinobojke pokazao boljim
budu¢i da su dobiveni rezultati intenzivniji pa su i promjene uocljivije u slucaju svjezih
bobica. Najintenzivnije promjene boja su i ovaj put u jako bazi¢nom mediju i jako kiselom
mediju, u sluc¢aju oba indikatora. Kako oba indikatora daju drugacCiju boju u kiselom i u

bazi¢nom mediju, i ovi se indikatori mogu koristiti kao kiselo-bazni indikatori.
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5. ZAKLJUCAK

U ovom radu ispitan je potencijal primjene vinobojke kao kiselo-baznog indikatora.
Ispitane su svjeze i suhe zrele bobice, a od otapala ispitana je hladna i vru¢a voda, metanol,
aceton i etanol. Promjene boja se mogu primijetiti i kod primjene indikatora od suhih bobica
vinobojke 1 kod indikatora od svjezih bobica vinobojke, odnosno 1 suhe 1 svjeze bobice su
pokazale odredeni potencijal primjene kao kiselo-bazni indikatori.

Ispitivanje provedeno na svjezim bobicama vinobojke pokazuje da ovaj indikator
najintenzivniju promjenu boje pokazuje pri pH = 1 i pH = 12-14, ovisno o koriStenom
otapalu. Tako na primjer indikator od svjezih bobica i metanola pokazuje promjenu boje iz
ruzicaste u svjetliju ruzicastu pri pH = 1, a pri pH = 2-11 u crvenkasto ruzicastu, dok je kod
drugih otapala promjena veoma sli¢na (iz tamno ruzicaste u svjetliju ruzi¢astu). U bazicnom
mediju dolazi do promjene boja ve¢inom ve¢ pri pH = 12 (ljubicasta), pH = 13 (smeda) i pri
pH = 11 (zuta). Metanol kao otapalo pokazuje najbolje rezultate jer su uocene boje
najintenzivnije. Medutim, aceton i etanol takoder daju vizualno odlicne rezultate. Dobre
rezultate daje 1 hladna voda, te su oni bolji od rezultata dobivenih primjenom vruce vode.

Ispitivanje provedeno na suhim bobicama vinobojke pokazuje promjenu boje pri pH = 1
i pH = 12-14. Indikator pripremljen s metanolom pokazuje promjenu boje iz crvene u svijetlo
ruzicastu pri vrijednostima pH = 1-8, dok je kod drugih otapala promjena boje veoma sli¢na
(iz ruzicaste u svijetlo ruzicastu). U bazicnom mediju dolazi do promjene boja vec¢inom veé
pri pH = 12 (ljubicasta), pH = 13 (smeda) 1 pri pH = 11 (zuta). Metanol opet pokazuje najbolje
rezultate §to se tiCe vizualne interpretacije promjena boja, ali su i ostala koriStena otapala
(osim etanola) dala dovoljno dobre rezultate.

Indikatori pripremljeni od svjezih bobica vinobojke sa svim ovdje koriStenim otapalima
daju intenzivnije boje nego indikatori pripremljeni od suhih bobica. Stoga se indikator od
svjezih bobica doima boljim indikatorom budu¢i da su rezultati vizualno uocljiviji. Ipak,
indikatori pripremljeni od suhih bobica imaju odredeni potencijal primjene kao kiselo-bazni
indikatori. U oba slucaja, s bilo kojim koriStenim otapalom, pripremljeni indikatori su imali
drugu boju u kiselom mediju u odnosu na bazi¢ni medij, ¢ime je ispitivanje pokazalo kako se
ovako pripremljeni indikatori mogu koristiti kao alternativni kiselo-bazni indikatori. Prednost
ovih indikatora je Sto su bobice Siroko rasprostranjene i lako dostupne, a priprema indikatora

je jednostavna i ne zahtijeva skupu i kompliciranu aparaturu ni skupa otapala.
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