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Введение

Актуальность работы. Одним из самых значимых направлений химических и биологических исследований на сегодняшний день является изучение пигментов растений, в частности антоцианов. 

Природные красители – антоцианы не только придают цвет растительному сырью, но и обладают известной физиологической активностью, в частности, антиоксидантной. Очищенные природные красители в последнее время находят все более широкое применение для улучшения потребительских свойств пищевой продукции, в биологически активных добавках, в фармацевтических препаратах для лечения и профилактики различных заболеваний. В то же время состав антоцианов даже для одного и того же сорта растительного сырья сложен и вариативен, он зависит от климатических условий, от зрелости ягод, корнеплодов, качества сельскохозяйственных работ. Антоцианы легко претерпевают ряд превращений в зависимости от условий экстракции и анализа [1].
Поэтому проблема усовершенствования способов как количественного, так и качественного определения антоцианов является актуальной в настоящее время.

Спектрофотометрическое определение антоцианов осложнено существованием целого комплекса соединений с различным строением для большинства растительных источников, при этом для каждого мономерного антоциана существует несколько форм, из которых в средах от кислой до нейтральной только флавилиевая форма является окрашенной [1].
 Целью моей работы стало изучение свойств антоцианов красного лука, возможность их экстракции с последующим спектрофотометрическим определением. 

При этом были установлены следующие задачи: 

1. Определить оптимальные условия для экстракции антоцианов из красного лука, используя сорт «Ялтинский»; 

2. С использованием спектрофотометра определить максимальную длину волны светопоглощения образующегося комплексного соединения.

3. Используя предложенную методику экстракции антоцианов, сравнить на примере разных сортов (красного лука и лука «Ялтинского») максимумы их светопоглощения.

4. Определить содержание антоцианов в исследуемых образцах и выявить сорта красного лука Крымского региона с наибольшим их количеством.

ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1. Цвет и свет

Человек способен различать до 15000 оттенков и цветов [2]. Но часто возникает несоответствие между зрительным ощущением цвета и длиной волны света, являющейся объективной характеристикой самого источника излучения. 

Человеческий глаз воспринимает электромагнитные колебания в довольно узком диапазоне длин волн (или частот) ~ 380-780 нм [2]; этот диапазон называется «видимой областью». При этом видимая область по специфике цветового восприятия разделяется на семь «спектральных цветов» с характеристическим (узким) диапазоном длин волн: красный, оранжевый, желтый, зеленый, голубой, синий, фиолетовый (рис. 1.1). Но реально человеческий глаз одновременно воспринимает не один узкий диапазон длин волн, а сложную суперпозицию полос с различными частотами, что обуславливает своеобразную интегральную восприимчивость. Это требует иной количественной оценки цвета, которая стала возможной после введения понятия «цветовое пространство». 

 SHAPE 



Рисунок 1.1 - Разложение света в спектр вследствие дисперсии при прохождении через призму.
2. Антоцианы растений

Антоцианы - группа пигментов, находящихся в клеточных вакуолях растений, растворимых в воде. 

Природные пигменты определяют яркий- от розового до фиолетового и черного - цвет плодов, листьев, лепестков и стеблей растений. В текущий момент известно свыше 400 разновидностей соединений.

К настоящему времени из растений выделено более 70 различных антоцианов. Качественный состав антоцианов, как правило, специфичен для конкретного вида растений и довольно стабилен. Однако он зависит от сортовых особенностей и условий произрастания растения [3].  

Антоцианы содержатся почти во всех растительных тканях в самых разных частях растений: в венчике, лепестках, тычинках, корнях, стеблях и т. д. Во фруктах и овощах антоцианы находятся, прежде всего, в эпидермальном слое. Лучше всего исследовано распространение антоцианов в цветках, листьях и плодах.

Антоцианы, являясь очень полезным сырьем, используемым для производства фармацевтических добавок, препаратов, получают все большую известность среди людей, заботящихся о своем здоровье. Данный пигмент распространен относительно широко на территории нашего государства, т.к.  большая часть РФ имеет благоприятный климат для накопления в различных частях растения этого пигмента, ведь антоцианы накапливаются лишь в тех растениях которые произрастают в «жесткой» среде с обильным ярким солнцем. Антоцианы накапливаются в различных частях растения, являясь, своего рода, загаром, окрашивающим плоды или листья в яркие цвета.

В пищевой промышленности растительные гликозиды используются как натуральные красители. О присутствии описываемых веществ в составе продуктов свидетельствует нанесенный на этикетку код E163 [1]. 

Антоцианы не синтезируются организмом человека. Отсутствие в рационе естественных источников природных пигментов - фруктов, ягод и овощей - приводит к ослаблению иммунитета. 

Поступая в организм человека с фруктами и овощами, антоцианы поддерживают нормальное состояние кровяного давления и сосудов, предупреждая внутренние кровоизлияния. Образуя комплексы с радиоактивными элементами, антоцианы способствуют быстрому выведению их из организма. Кроме того, эти пигменты способны улучшать зрение.

Антоцианы – растительные гликозиды, содержащие в качестве агликона (антоцианидина) гидроксипроизводные 2-фенилхромена. Углеводная часть молекулы (обычно остаток глюкозы, рамнозы, галактозы, ди- или трисахарида) связана с агликоном в положении 3, реже – 3 и 5. 

Известно более 400 индивидуальных антоциановых соединений, и число их постоянно увеличивается. Все они имеют С15-углеродный скелет — два бензольных кольца А и В, соединенные С3-фрагментом, который с атомом кислорода образует γ-пироновое кольцо (С-кольцо, рис. 4). При этом от других флавоноидных соединений антоцианы отличаются наличием положительного заряда и двойной связи в С-кольце.
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Рис. №.1 Базовая структура антоцианидинов и антоцианов. Атомы углерода пронумерованы 

При всем их огромном многообразии антоциановые соединения — производные лишь шести основных антоцианидинов: пеларгонидина, цианидина, пеонидина, дельфинидина, петунидина и мальвидина, которые отличаются боковыми радикалами R1 и R2 (рис.1). Поскольку при биосинтезе пеонидин образуется из цианидина, а петунидин и мальвидин — из дельфинидина, можно выделить три основных антоцианидина: пеларгонидин, цианидин и дельфинидин — это и есть предшественники всех антоциановых соединений.

Антоцианы хорошо растворимы в воде и спиртовых растворах. В воде они более стабильны при низких значениях рН. [3]
В лабораторной практике антоцианы могут иметь практическое значение в качестве общедоступных индикаторов. 
Антоцианы содержатся в вакуолях клеток растений, где поддерживается постоянный pH. Например спиртовая вытяжка красной капусты имеет красно-фиолетовый цвет и изменяет свою окраску в зависимости от рН среды: рН 4-5 – розовая, рН 2-3 – красная, рН 7 – синяя, рН 8 – зелёная, рН 9 – жёлтая, рН 10 – жёлто-зелёная, рН выше – жёлтая. В красной капусте содержится антоциан, хлорид которого имеет состав С28Н33О16Сl. Спиртовой вытяжкой можно пропитать фильтровальную бумагу, и она приобретёт при этом синий цвет. Пигмент извлекают водой и осаждают спиртом. В качестве индикатора применяют 0,5%-ный водный раствор пигмента, причём на каждый 20 мл титруемой жидкости добавляют 2-4 капли раствора индикатора. В нейтральной среде окраска раствора синяя, в кислой – розовая, а в щелочной – зелёная [5].
3. Методы определения антоцианов.
Методы количественного определения антоцианов представляют интерес при изучении динамики накопления антоцианов при созревании фруктов и овощей, и кинетики их разрушения при технологической переработке сырья и хранении готовой продукции. Эти методы основываются на следующих фактах: антоцианы имеют абсорбционный максимум около 510-550 нм. Он очень удален от максимума других фенольных соединений, причем ближе всего расположен максимум флавоноидов (350-380 нм). Во многих случаях на максимум антоцианов или соответствующего продукта количественно и позиционно могут влиять другие соединения, например, хлорофилл; абсорбция антоцианов во многом зависит от рН раствора; антоцианы обесцвечиваются сернистой кислотой; антоцианы быстро разрушаются перекисью водорода; на положение максимума влияют вид растворителя и образование комплексов с некоторыми металлами, а также продолжительная термическая обработка [2].

Спектрофотометрический анализ позволяет осуществлять количественное определение суммы антоцианов, выделяемых из растительных объектов [3].  

Спектрофотометрические методы анализа основаны на избирательном поглощении электромагнитного излучения определяемым веществом и служат для исследования строения, идентификации и количественного анализа светопоглощающих соединений. В основе определений, связанных с измерением поглощения электромагнитного излучения, лежит закон БугераЛамберта-Бера, связывающий оптическую плотность (функция) с концентрацией вещества. В наиболее применяемой форме этот закон записывают в виде:  
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где: 

С – концентрация антоцианов, г/100 г; 

А – оптическая плотность экстракта; 

𝜀 – молярный коэффициент поглощения, 26900 л/моль·см; 

𝑙 – длина оптического пути, см; 

𝑀– молярная масса в пересчете на цианидин, 484 г/моль; 

𝑉к – объем колбы, см3; 

𝑅 – разбавление; 

Кривая зависимости поглощения от длины волны называется спектром поглощения вещества и является его специфической характеристикой [3].  

Определение проводят на приборах - спектрофотометрах, позволяющих определять как окрашенные, так и бесцветные соединения по их избирательному поглощению.  

Для анализа окрашенных соединений применяют более простые приборы - фотоэлектроколориметры.  

Природа полос поглощения в видимой и ультрафиолетовой областях связана с различными электронными переходами в поглощающих молекулах и ионах (электронные спектры поглощения).  

Современная аппаратура позволяет получить УФ-спектры в области 190-380 нм, видимые – от 380 до 780 нм [2].  

В качестве растворителя для определения подлинности и количественного содержания чаще использую подкисленный метанол. Максимумы поглощения при этом растворителе в ультрафиолетовой области около 275 нм, а в видимой – между 465 и 550 нм, в зависимости от вида антоциана [1].

Исследовательская работа. Обсуждение результатов.
Для определения максимума светопоглощения антоцианов были взяты пять образцов красного лука выращенных в Крымском регионе. Так как во многих случаях на максимум антоцианов количественно и позиционно могут влиять другие соединения, например, хлорофилл; абсорбция антоцианов во многом зависит от рН раствора; вид растворителя и образование комплексов с некоторыми металлами [1].
Так как антоцианы более устойчивы в кислой среде [3], экстракцию антоцианов решили проводить из кислых растворов. Чтобы не использовать дорогостоящие и дефицитные пищевые кислоты, и растворители, что делает экстракцию малодоступной для широкого производственного применения, использовали растворы уксусной кислоты с концентрацией 10% и 20%, а также 1%-ный раствор алюмокалиевых квасцов.
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На образце №1 лука «Ялтинский» (Центральный район) опробовали предложенную нами методику извлечения антоцианов:

1. Исследуемый образец очищали от кожуры.

2. Гомогенизировали на мелкой терке и перемешивали
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3. На электронных весах отбирали навеску образца в количестве 10 г и проводили экстракцию приливая в каждую пробу по 25 мл экстрагирующего раствора. Для чистоты эксперимента экстракцию с каждым растворителем проводили в трех повторностях.
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4. Антоцианы экстрагировали с использованием магнитной мешалки в течении пяти минут. Полученный экстракт фильтровали (фильтр синяя лента).
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Спектры поглощения снимали на спектрофотометре Эксперт-003, с использованием картриджей с разной длиной волны. Толщина кюветы – 1 см; диапазон измерения – 400-700 нм, относительно холостого раствора. Экстрагенты 10%, 20% уксусная кислота (рН=2) и 1% раствор алюмокалиевых квасцов (рН=4) 
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Результаты анализа представлены в таблице №1 и на графике№1. 

Оптическая плотность экстрактов при различной длине волны.Таблица 1

	экстрагент
	паралл
	значение оптической плотности при

	
	
	400нм
	430нм
	470нм
	525нм
	655нм
	700нм

	10% уксусная кислота
	1
	0,062
	0,057
	0,205
	0,196
	0,131
	0,126
	0,215
	0,204
	0,023
	0,022
	0,022
	0,021

	
	2
	0,054
	
	0,188
	
	0,119
	
	0,194
	
	0,02
	
	0,02
	

	
	3
	0,054
	
	0,196
	
	0,127
	
	0,202
	
	0,022
	
	0,022
	

	20% уксусная кислота
	1
	0,155
	0,164
	0,293
	0,301
	0,206
	0,215
	0,333
	0,359
	0,041
	0,036
	0,043
	0,036

	
	2
	0,152
	
	0,296
	
	0,209
	
	0,355
	
	0,033
	
	0,032
	

	
	3
	0,185
	
	0,315
	
	0,229
	
	0,389
	
	0,035
	
	0,033
	

	1% алюмокалиевые квасцы
	1
	0,196
	0,204
	0,212
	0,217
	0,123
	0,119
	0,176
	0,165
	0,022
	0,021
	0,012
	0,013

	
	2
	0,214
	
	0,222
	
	0,123
	
	0,168
	
	0,024
	
	0,015
	

	
	3
	0,203
	
	0,218
	
	0,112
	
	0,152
	
	0,018
	
	0,011
	


График 1
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В ходе эксперимента образуются комплексы антоцианов лука с уксусной кислотой и алюмокалиевыми квасцами красного цвета и чем ниже рН экстрагирующего раствора, тем комплекс приобретает более яркую красную окраску.

По результатам эксперимента можно сделать вывод, что наиболее эффективным способом экстракции из проведенных, является экстракция 20% уксусной кислотой. 

Максимумы светопоглощения у всех образующихся комплексов, независимо от способа экстракции наблюдаются при длине волны 525нм. (более точную длину волны определить невозможно из-за возможностей используемого прибора).
Далее используя предложенную нами методику экстракции антоцианов, на примере разных сортов красного лука, произраставших в разных районах Республики Крым, сравнивали максимумы их светопоглощения.
Для этого были приобретены еще четыре образца красного лука.
Качественный состав антоцианов, как правило, специфичен для конкретного вида растений и довольно стабилен. Однако он зависит от сортовых особенностей и условий произрастания растений, которыми определяется активность соответствующих ферментов, способствующих синтезу определенных компонентов антоцианового комплекса [7]. 
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Образец №2 –  сорт «Ялтинский», приобрели в районе Южного берега Крыма.
Ялтинский красный лук был выведен в ботаническом Никитском саду, который находится на полуострове Крым. Для селекции был использован красный лук из Португалии с острова Мадейра. Этот лук отличался от всех других луков сладким вкусом без горечи. В итоге, в результате скрещивания с другими отечественными сортами получился Ялтинский красный лук, который называют еще Крымским или Никитским. Важно: настоящий Ялтинский лук возможно вырастить только в Крыму (в Ялте) [6].
Образец №3 – сорт «Ялтинский», был куплен в Северном районе Крыма.
Образец №4 – красный лук сорта «Черный принц», приобрели в Северном районе Крыма.
«Черный принц» – российский вид красного лука, выведенный специально для климата Урала, а также Сибири. Луковицы округлые, наружные чешуи приятного фиолетового цвета. Мякоть плотная и сочная, мягкая, с приятным сладковатым вкусом. Корнеплоды лежкие, при соблюдении условий могут сохраниться до апреля включительно [6].
Образец №5 - – красный лук сорта «Черный принц», приобрели в Центральном районе Крыма.
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Со всеми образцами были проведены те же манипуляции что и с первым образцом: гомогенизировали, отбирали навеску 10 г и для экстракции приливали 25 мл 20% уксусной кислоты, экстрагировали на магнитной мешалке в течении 5минут, фильтровали.
Для чистоты эксперимента экстракцию каждого образца проводили в двух повторностях.
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Спектры поглощения снимали на спектрофотометре Эксперт-003, с использованием картриджей с разной длиной волны. Толщина кюветы – 1 см; диапазон измерения – 400-700 нм. Экстрагент - 20% уксусная кислота (рН=2) 

Полученные результаты представлены в таблице №2 и на графике №.2
Таблица 2
	образец
	паралл
	значения оптической плотности при 

	
	
	400нм
	430нм
	470нм
	525нм
	655нм
	700нм

	образец 1
	1
	0,155
	0,154
	0,293
	0,295
	0,206
	0,208
	0,333
	0,344
	0,041
	0,037
	0,043
	0,038

	
	2
	0,152
	
	0,296
	
	0,209
	
	0,355
	
	0,033
	
	0,032
	

	образец 2
	1
	0,328
	0,342
	0,418
	0,415
	0,386
	0,391
	0,592
	0,589
	0,065
	0,069
	0,033
	0,036

	
	2
	0,355
	
	0,411
	
	0,395
	
	0,586
	
	0,073
	
	0,038
	

	образец 3
	1
	0,151
	0,149
	0,158
	0,157
	0,161
	0,162
	0,212
	0,212
	0,028
	0,025
	0,022
	0,021

	
	2
	0,147
	
	0,155
	
	0,163
	
	0,212
	
	0,021
	
	0,019
	

	образец 4
	1
	0,608
	0,611
	0,526
	0,535
	0,489
	0,488
	0,915
	0,907
	0,049
	0,050
	0,036
	0,034

	
	2
	0,613
	
	0,544
	
	0,486
	
	0,899
	
	0,05
	
	0,032
	

	образец 5
	1
	0,675
	0,671
	0,612
	0,608
	0,479
	0,481
	0,833
	0,836
	0,055
	0,057
	0,048
	0,046

	
	2
	0,667
	
	0,603
	
	0,482
	
	0,839
	
	0,059
	
	0,044
	


График 2
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Из данных графика 2 можно сделать вывод, что полученные экстракты антоцианов красного лука всех пяти образцов, независимо от сорта и места произрастания имеют максимум светопоглощения - 525нм.
Применяя закон Бугера-Ламберта-Бера, связывающий оптическую плотность с концентрацией вещества, позволяющий рассчитать примерную концентрацию красителей в исследуемом растворе (экстракте) в пересчете на один антоциан (чаще всего – цианидин-3-глюкозид хлорид).

По уравнению 1 [3].  рассчитали примерное содержание антоцианов в исследуемых образцах таблица 3. 

Таблица 3
	№ образца
	Масса навески, г
	𝝀𝒎𝒂𝒙, нм
	А
	R
	Примерное содержание антоцианов, мг/100г

	1 
	10 
	525 
	0,344
	1 
	1,55

	2 
	10 
	525 
	0,589
	1
	2,65

	3
	10
	525
	0,212
	1
	0,95

	4
	10
	525
	0,907
	1
	4,08

	5
	10
	525
	0,836
	1
	3,76


Из полученных данных можно сделать вывод, что из всех исследуемых образцов лука, наибольшее содержание антоцианов имеет красный лук сорта «Черный принц» выращенный в северном районе Республики Крым, примерное содержание которого составило 4,08мг/100г.
Сравнивая содержание антоцианов у лука сорта «Ялтинский», наибольшее значение равное 2,65мг/100г определили в образце, выращенном на южном берегу Крыма, наименьшее значение равное 0,95мг/100г в северном районе.
Выводы

1. Так как антоцианы более устойчивы в кислой среде [3], наиболее эффективным способом экстракции из проведенных, является экстракция 20% уксусной кислотой (рН 2).

2. Максимумы светопоглощения у всех образующихся комплексов, независимо от способа экстракции наблюдаются при длине волны 525нм.

3. Используя предложенную нами методику экстракции антоцианов красного лука, сравнили на примере разных сортов, выращенных в разных регионах Крыма, максимумы их светопоглощения и выяснили, что независимо от сорта и места произрастания образующиеся комплексы имеют максимум светопоглощения - 525нм.
4. Определили содержание антоцианов в пяти различных образцах. Из всех исследуемых образцов лука, наибольшее содержание антоцианов имеет красный лук сорта «Черный принц» выращенный в северном районе Республики Крым.
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