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I Введение
В настоящее время человечество стало беспокоиться об экологической безопасности продуктов. Пища имеет принципиальное отличие от других факторов, воздействующих на человека. В процессе питания она превращается из внешнего фактора во внутренний, ее компоненты в цепи последовательных превращений трансформируются в энергию физиологических функций и структурные элементы органов и тканей. Современные технологии приготовления пищевых продуктов массового потребления предусматривают широкое применение пищевых добавок. «Большинство таких добавок не имеют, как правило, пищевого значения и в лучшем случае являются биологически-инертными, а в худшем – биологически активными и небезразличными для организма» (2-5)
В качестве пищевых антиокислителей часто применяются такие, как бутилгидроксианизол (Е 320),  бутилгидрокситолуол (Е 321), лецитины (Е 322), пропилгаллат (Е 310), октилгаллат (Е 311), додецилгаллат (Е 312), 
трет-Бутилгидрохинон (Е 319).  В качестве консервантов – дифенил (Е 230), 
о-фенилфенол (Е 231), о-фенилфенолят натрия (Е 232), тиобендазол (Е 233) и другие. Многие из них относятся к категории опасных, особоопасных веществ, канцерогенов, мутагенов.
А что если заменить антиоксиданты и консерванты синтетического происхождения растительными фенолами? 
Тогда необходимо изучить их разнообразие в растительном материале и свойства, а так же установить время вегетационного периода у популярных культурных растений, когда их содержание максимально.
Целью нашей исследовательской работы стало установление динамики изменения содержания водорастворимых экстрагируемых фенольных соединений в плодах нескольких сортов яблонь и крыжовника в период формирования и созревания плодов с конца июня до конца августа 2008 г.
II
Фенольные  соединения  растительного  происхождения
1
Разнообразие фенольных соединений
Одной из характерных особенностей высших растений является их способность к образованию и накоплению огромного разнообразия так называемых «веществ вторич-ного происхождения». К ним относятся и фенольные соединения. Эти соединения – наиболее распространенный и многочисленный класс природных, чрезвычайно разно-образных по химическому строению соединений. Их  можно разделить на 3 группы: 

· фенольные соединения с одним ароматическим кольцом (простые фенолы, фенолоспирты, фенолокислоты, кумарины, лигнаны, хромоны);

· фенольные соединения с двумя ароматическими кольцами (флавоноиды, катехины, изофлаваноиды, антоцианы, витамин P, лейкоантоцианидины, флаваноны);

· полимерные фенольные соединения (катехины, таннины).

Активность фенольных соединений обеспечивается наличием свободного или связанного фенольного гидроксила. В растениях фенольные соединения содержатся в виде гликозидов или в свободном состоянии. Фенольные соединения с одним ароматическим кольцом наиболее разнообразны. Кумарины встречаются в растениях семейств зонтичных, рутовых, бобовых, сложноцветных, пасленовых. Оксикумарины содержатся в плодах вишни, черешни, красной смородины, облепихи, черники, граната, черемухи. Хромоны наиболее часто встречаются в растениях семейств сельдерейных, лютиковых, миртовых. Хиноны встречаются в грибах, у высших растений: в корнях и клубнях горицвета грецких орехов и в листьях этого дерева.

Фенольные соединения с двумя ароматическими кольцами также распространены в растениях. Флавононолы содержатся в древесине сосны, лиственницы, кедра и некоторых лиственных (эвкалипт, бук, вишня) деревьев. Флавононы - наиболее значительные их количества встречаются у цитрусовых. Изофлавоны встречаются у бобовых, в клевере. Флавонолы присутствуют в большинстве фруктов, овощей, лиственной зелени, в виноградной кожуре и  косточках, в коре приморской сосны.

Полимерные фенольные соединения широко распространены в природе, они встречаются у двудольных растений, а также в подземных частях зеленых многолетних растений. Катехины содержатся в цитрусовых, яблоках, грушах, землянике, смородине, винограде, бобах какао, в обыкновенной и черноплодной рябине, незрелой хурме, чае.           Таким образом, мы видим, что фенольные соединения очень разнообразны. Однако, мы смогли определить с помощью методики Лёвенталя только некоторые из них, для которых был известен пересчетный коэффициент по изученной нами литературе. 
Поэтому дадим краткую характеристику именно для этих соединений. 
Кверцетин  оказывает антигистаминный эффект и способен снимать симптомы астмы и аллергий, предотвращает сгущение крови,  снимает воспаление, усиливает иммунную систему и ускоряет производство ферментов, очищающих тело от 
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                 канцерогенов, является эффективным регулятором  уровня холестерина в крови. Кверцетин содержится в шелухе лука, зеленом чае, красном вине, черном винограде.

Галлотаннин.  Галловая кислота в виде сложных эфиров содержится в таннинах чернильных орешков (галлов), растений сумаха и чая, а также дубовой коры. Получают ее щелочным или ферментативным гидролизом таннинов. Так как танины разнообразный класс соединений, то и формулу галлотаннинов различны.

Рутин (кверцетин-3-рутинозид) – образован флавоном кверцетином и дисахаридом рутинозой. Рутин оказывает ингибирующее эффект на метаболизм раковой клетки, защищает от сердечно-сосудистых заболеваний, способствует уменьшению опухолей при раке толстой кишки, оказывает профилакти-
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ческое действие при диабете. Находится в листьях руты душистой и чайного куста, в цитрусовых, гречихе, яблоках. Полифенольные соединения в зависимости от структуры обладают разносторонним действием.          
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Эпикатехин улучшает пищеварение, укрепляет кровеносные сосуды и мелкие капилляры, снижает проницаемость их стенок. 

Эпикатехингаллат считается наиболее активным среди полифенолов. Эти соединения обладают выраженными антиоксидантными свойствами, способностью 
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повышать функциональную активность систем детоксикации чужеродных соединений и за счет этих свойств существенно снижать риск развития опухолей молочных желез, простаты, легких, кишечника и др.
Характеристика других фенольных соединений находится в Приложении 1.

2 Функции фенольных соединений
«Вопрос о физиологической роли фенольных соединений до сих пор остается наименее изученным. Разнообразие природных фенольных соединений, значительные различия в их строении, растворимости, реакционной способности и других свойствах со всей очевидностью свидетельствуют о том, что и функции этих соединений должны быть различными» (4- 176).
На протяжении нескольких лет большинство ботаников и физиологов склонялись к мысли о том, что образование фенольных соединений в тканях растений является средством для выделения высокоуглеродных компонентов из обмена веществ, своего рода экскреторным механизмом. Позднее ученые предположили, что фенольные соединения являются запасными продуктами, и что существует тесная связь между превращениями фенольных соединений и крахмала, т.е. эти соединения являются промежуточным продуктом при  образовании смол и эфирных масел из крахмала и целлюлозы. «Следует отметить также, что фенольные соединения принимают активное участие в метаболизме. Они являются компонентами дыхательной системы у растений. Попеременно окисляясь и восстанавливаясь, фенольные соединения (хромогены) при помощи окислительных ферментов (фенолоксидазы и пероксидазы) служат связующим звеном между водородом дыхательного субстрата и кислородом окружающей атмосферы» (4-182). Также фенольные соединения (пластохиноны, кверцетин) участвуют  в процессе фотосинтеза в качестве кофактора фотофосфорилирования.

Способность к взаимодействию с белками является одним из важнейших свойств фенольных соединений. Фенольные соединения образуют устойчивые водородные связи с пептидными группировками белковой молекулы. Прочность связывания зависит от числа и взаимного расположения фенольных гидроксигрупп, а так же от размеров молекулы фенольного  соединения. «В присутствии полифенолов происходит инактивация ряда ферментов. Ингибирующей активностью обладают лишь флавоны (физетин и лютеолин) и флавонолы (кверцетин и мирицетин)» (4- 196). Особенно энергично взаимодействуют с белками хинонные формы фенольных соединений. В этом случае взаимодействие связано, прежде всего, с блокировкой легко доступных сульфгидрильных групп. Основную роль в подавлении ферментативной активности отводят взаимодействию хинонов с аминогруппой белков. Из выше сказанного следует, что фенольные соединения являются аллостерическими эффекторами ферментативных процессов, протекающих в растительной клетке. Помимо этого высшие растения способны синтезировать фенольные соединения, расщеплять бензольные кольца, а так же использовать запасенную в них энергию. Также фенольные соединения влияют на рост растения, действуя как стимулирующий, так и ингибирующий фактор. Кроме того, они влияют на репродуктивную способность и на развитие растений. В иммунной системе растений фенольные соединения играют также не последнюю роль. Именно с их накоплением связывают устойчивость растений к поражению тем или иным патогенам.  Следует отметить давно известную защитную роль фенольных соединений при механических повреждениях растительных органов и тканей. Регенерация поврежденных тканей сопровождается усилением интенсивности биосинтеза фенольных соединений в местах, примыкающих к поверхности поранения.  Полученные фенольные соединения вовлекаются в процессы полимеризации и сополимеризации, приводящей к созданию защитного слоя.

Антоцианы и в меньшей степени флавоны, флавононы, халконы придают необычайно яркую и разнообразную окраску растениям. Важно также отметить антиоксидантное действие фенольных соединений. Антиоксидантная активность фенольных соединений объясняется двумя их способностями. Во-первых, они связывают ионы тяжелых металлов, которые являются катализаторами окислительных процессов. Во-вторых, фенольные соединения взаимодействуют с высокоактивными свободными радикалами, возникающими при аутоксидации. Поэтому фенольные соединения способны гасить свободнорадикальные процессы. 

3 Методика определения фенолов  в растительном материале
«Навеску 4–10 г свежего растительного материала нагревают с 40 мл дистиллированной воды в течение 15 мин на кипящей бане при интенсивном помешивании. Экстракт охлаждают, фильтруют и доводят водой до 50 мл. Аликвотную часть полученного экстракта (10 мл) переносят в фарфоровую чашку объемом 800–100 мл, добавляют 750 мл дистиллированной воды и 25 мл раствора индигокармина (1 г индигокармина растворяют в 50 мл H2SO4(к) и доводят водой до 1 л). Полученную смесь титруют 0,1 н. раствором КMnO4 (1,58 г КMnO4  в 1 л) при энергичном перемешивании. Окончание титрования устанавливают по проявлению в растворе золотисто-желтого оттенка. Результат титрования умножают на пересчетный коэффициент (для перевода 1 мл 0,1 н. КMnO4 в 1 мг фенольных соединений, содержащихся в 10 мл взятого на титрование экстракта). Для большей точности параллельно проводят контрольное титрование, в котором 10 мл экстракта заменяют 10 мл дистиллированной воды, и полученное  значение вычитают из основного определения. 

Основная трудность заключается в определении пересчетного коэффициента, который различен для различных фенольных соединений и, следовательно, для различных растений. Так для галлотанина пересчетный коэффициент равен 4.16; 
для (–)-эпикатехина – 5,50; для (–)-эпикатехингаллата – 3.50; для рутина – 9.8; для кверцетина –31.8.» (4 - 76 )
4
    Результаты исследований
4.1
Динамика содержания фенолов в диком яблоке
[image: image5.png]———KBEPLETUH

—PYTUH

==3MUKATEXUHTANNAT

=—=3MUKATEXUH

===raNNOTaHHNH





В ходе проведенных исследований (см. Приложение 2) нами была выявлена следующая закономерность: с конца июня до середины июля содержание водорастворимых фенолов монотонно увеличивается, затем достигает максимума к середине июля, после чего начинает уменьшаться, причем несколько более низкими темпами по сравнению с накоплением. К концу плодоношения содержание фенолов в плодах примерно соответствует началу формирования плода. Вероятно, это снижение идет также монотонно, как и накопление. Некоторые точки, выпадающие из идеальной кривой линии скорее всего говорят не о погрешностях эксперимента, а являются закономерными. Возможно, причиной повышения содержания фенолов 09.08.2008 явилось наличие червяка в исследуемом яблоке. (Как уже говорилось ранее, фенолы могут являться конечными продуктами обмена веществ.) Еще одна точка 03.07.2008 проигнорирована нами при построении графика. Содержание фенолов в этой точке более высокое, чем в последующие дни эксперимента, так как растительный материал был взят вместе с кожурой. Наверное, нельзя делать вывод по результатам одного единственного эксперимента, однако, следует предположить, что в кожуре яблока фенольных соединений содержится больше, чем в мякоти плода, тем более, что некоторые из фенолов выполняют защитную роль в жизни растений (см. §2).
4.2
Динамика содержания фенолов в яблоке сорта Шаропай
Проанализируем график, отражающий динамику содержания фенольных соединений в плодах яблони сорта «Шаропай». Пик содержания фенолов приходится на 30.07.2008. Этот сорт характеризуется позднеспелостью, плоды мелкие, мякоть его плодов твердая, может  хранится долго.
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4.3
Динамика содержания фенолов в яблоке сорта Кипарисовое
График анализа плодов сорта «Кипарисовое» на первый взгляд кажется наиболее парадоксальным. Вероятно, пик содержания фенолов приходится на более ранний срок вегетационного периода. Сорт является раннеспелым (плоды созрели в первой декаде августа). Наименьшее количество фенольных соединений также приходится на первую декаду августа.
Вообще, повышение содержания фенолов в яблоках после созревания сомнительно. Попробуем объяснить этот факт с точки зрения физиологии растений. Культурные сорта яблок выводятся для улучшения вкусовых качеств плодов, а также районируются для расширения зоны произрастания и плодоношения данного сорта. Увеличение количества фенольных соединений делает вкус более вяжущим и терпким, поэтому в ходе селекции такие плоды выбраковываются. Однако от этого страдает защита самого растения. Культурные растения больше чем дикие подвержены воздействию факторов внешней среды: температуры, влажности, дефициту азота, фосфора, калия, серы, микроэлементов. В средней полосе России лето в 2008 г было холодным с выпадением большого количества осадков. В середине августа было небольшое потепление, после чего температура воздуха опять резко упала, и постоянно шли дожди. Известно, что большое количество осадков приводит к вымыванию азота из почвы. Возможно, именно этот фактор сыграл решающую роль в биосинтезе фенолов. Именно поэтому их содержание резко возросло, что можно наблюдать на графике.
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4.4
Динамика содержания фенолов в крыжовнике
В плодах крыжовника количество фенолов монотонно падает. Для анализа были взяты почти созревшие ягоды. Для того, чтобы найти пик содержания фенольных соединений необходимо было начать анализ в июне.
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III
Выводы

Фенолы не всегда являются опасными веществами. Их производные необходимы для осуществления метаболизма в живом организме. Их можно использовать в качестве антиоксидантов, консервантов и даже лекарственных препаратов. Мы предлагаем попробовать заменить экстрагируемыми фенолами из незрелых плодов антиоксиданты и консерванты синтетического происхождения, применяемые для консервирования и производства кондитерской продукции.
Для этого предлагаем ознакомиться с результатами нашего исследования.

1. Наибольшее количество фенолов следует искать

· в скороспелых сортах – в начале июля,

· в позднеспелых, зимостойких – в начале августа,

· в диких (не подвергнутых селекции и районированию) – к середине июля.

2. Содержание фенолов в плодах дикой яблони больше, чем в плодах культурных сортов.

3. В кожуре плода содержание фенолов больше, чем в мякоти плода, следовательно, они играют защитную роль в жизни растений.

4. Динамика содержания фенолов в плодах дикой яблони мало зависит от внешних факторов среды.
5. В культурных сортах яблони можно стимулировать образование дополнительного количества фенолов искусственным уменьшением (вымыванием) азота в почве к концу периода  плодоношения.

Исследования в этой области могут быть продолжены в следующих направлениях:

1. Расширить число исследуемых объектов.

2. Определить динамику содержания фенольных соединений в незрелых плодах (содержащих максимальное количество фенолов) при хранении.
3. Определить динамику содержания фенольных соединений в кожуре плода.

4. Учесть влияние содержания аскорбиновой кислоты на результаты исследования (оговоримся, однако, что так как для экстракции требуется 10-15 минутное кипячение, то аскорбиновая кислота, скорее всего, почти полностью разрушается).
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