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Аппазова Н. Н., 
Сластья Е. А.

Национальный институт винограда и вина «Магарач»,

Григоренко Е. В.

Таврическая государственная агротехническая академия, 
У краина

КАЧЕСТВЕННЫЙ И КОЛИЧЕСТВЕННЫЙ СОСТАВ ФЕНОЛЬНЫХ 
СОЕДИНЕНИЙ В ПРОЦЕССЕ БИОГЕНЕЗА ВИНОГРАДНЫХ ЯГОД

Изучена динамика изменений состава фенольных соединений виноградной ягоды в 
процессе вегетационного периода методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии (ВЗЖХ). Идентифицированы производные оксикоричных кислот, гликозиды 
кверцетина, катехины, процианидины и антоцианы. Установлена динамика изменения 
массовой концентрации идентифицированных веществ и прослежена локализация 
определенных групп веществ в различных частях ягоды. Полученные данные позволяют 
комплексно оценить процессы вегетации виноградной ягоды.

Введение. Столовый виноград -  один из ценнейших питательных и диетических 
продуктов питания. Благодаря своим свойствам виноград применяется как лечебное средство 
-  это направление медицины известно под названием ампелотерапия.

Биологическая ценность винограда характеризуется наличием моносахаров, 
незаменимых аминокислот, макро- и микроэлементов, а также широкого спектра 
органических кислот, витаминов групп А, С, В, Р, К, Е, РР, веществ фенольной природы.

Фенольные вещества, равно как и витамины, играют доминирующую роль в обмене 
веществ виноградной ягоды, в биотехнологических и органолептических качествах 
винограда. Спектр участия фенольных соединений в жизни растительной клетки охватывает 
дыхание и фотосинтез, создание опорных элементов клеток и тканей, участие в защитных 
механизмах [1]. Фенольные соединения растительного происхождения для человека 
являются биологически активными веществами и важными нутриентами. Многие из них 
принимают на себя атаку активных форм кислорода (свободные радикалы кислорода, 
перекисные соединения липидов плазмы крови и т.п.) в организме человека, их образование 
приводит к окислительному7 изменению ДНК. протеинов и липидов. Фенольные соединения 
винограда, в частности производные ресверетрола, участвуют в регуляции клеточного 
метаболизма, приводящей к улучшению качества и продолжительности жизни известное как 
явление «французского феномена». Между окислением биополимеров и возникновением 
заболеваний, а также общими процессами старения существуют определенные связи [2]. В 
большинстве научных исследований было показано, что флавоноиды и гидроксикоричные 
кислоты обладают антимутарогенными и антиканцерогенными свойствами. Они оказывают 
ингибирующее влияние на все стадии развития рака. В исследованиях финских ученых была
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установлена четкая зависимость между приемом флавоноидов и снижением риск; 
заболевания раком [3]. Исследования [4-9] посвящены изучению полифенолов 
содержащихся в виноградной ягоде, в частности, в кожице, мякоти и семени. Достигну: 
прогресс в методах анализа и идентификации природных фенольных соединений винограда 
однако сведения о том, как происходят изменения в составе фенольных соединений і 
процессе созревания ягод ограничены. В связи с этим представляется интересным и важным 
установление закономерности накопления фенольных веществ в динамике созревание 
виноградных ягод.

Материалы it методика исследований. Исследование динамики изменения в составе 
фенольных соединений проводили на примере столового винограда сорта Ассоль селекции 
НИВиВ «Магарач» методом высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ),

Отбор проб производили во время цветения винограда, на стадии роста ягод й 

созревания в июне-августе 2010 г. на коллекционном участке № 5 государственного 
сортового испытания НИВиВ «Магарач» (АР Крым, с. Вилино).

Пробоподготовку проводили по следующей схеме. Соцветия, цельные формирующиеся 
ягоды на стадии роста ягод, разделенные семена и мякоть с кожицей ягод на стадия 
созревания гомогенизировали с использованием шаровой мельницы. Гомогенат пробь 
мацерировали в 40 % растворе метанола, для проб мякоти с кожицей использовали 40 °А 
метанол с добавлением 0,5 % соляной кислоты. Экстракцию вели 12-18 часов, затехі 
центрифугировали и супернатант использовали для анализа методом ВЭЖХ 
Хроматографическое разделение фенольных соединений пробы проводили с использованием 
жидкостного хроматографа фирмы Shimadzu модель' Prominence LC20, укомплектованное 
плунжерным насосом с модулем градиента низкого давления, автоинжектором, термостатов 
колонок и диодно-матричным спектрофотометрическим детектором. Разделение 
производили на хроматографической колонке фирмы Macherey Nagel размером 3*250 мм 
заполненной обращенно-фазовым сорбентом Nucleosil C l8 зернением 3 мкм и пористостьк 
100 А. Разделение фенольных соединений пробы производили в градиентном режиме. Для 
этого готовили следующие растворы: Раствор А -  водный раствор 0,02 н хлорной кислоты с 
pH 3,5; Раствор В -  смесь ацетонитрила, метанола и воды в соотношении 2:2:1 подкисленная 
хлорной кислотой до pH 2,5; Раствор С -  водный 0,02 н раствор хлорной кислоты с pH 2,0 
Программа градиента продолжительностью 100 минут базировалась на возрастании доля 
раствора в смеси с раствором С, по достижении 100 % раствора В колонка уравновешивалась 
раствором А и выходила на режим готовности к следующему разделению. Результати 
хроматографического разделения представлены на рис. 1-4. Детектирование т 
идентификацию пиков индивидуальных веществ производили с использованием 
спектрометрических характеристик в видимой , и ультрафиолетовой областях 
Характеристические длины волн поглощения использовали для детектирования различные 
групп фенольных соединений: катехины, процианидины и простые фенольные вещества 
детектировали при 280 нм, оксикоричные кислоты при 310 и 330 нм, производные 
кверцегина при 360 нм, антоцианы при 525 нм. Спектры веществ использовали для оценка 
чистоты пика и идентификации соединений. Основные компоненты идентифицировали пс 
внешнему стандарту, калибровку для расчета массовой концентрации производили пс
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стандартам: катехин 99,5 % (Sigma-Aldrich), эпикатехин 99 % (Fluka), кофейная кислота 98 % 
(Sigma-Aldrich), кверцетин 99 % (Sigma-Aldrich) и мальвидин-З-О-гликозид 98 % (Fluka). 
Расчет массовой концентрации производили с учетом коэффициента отклика хромоформной 
группы к молекулярной массе аналита.

Результаты и их обсуждение. В результате исследований установлены следующие 
аспекты трансформации состава фенольных соединений в процессе развития ягод винограда. 
В момент цветения прослеживается накопление гликозидов кверцетина, окрашивающих 
лепестки цветка в желтый цвет, привлекающий насекомых-опылителей (рис. 1.).

Рис. 1. Хроматограмма 
(1=360нм) производных 
кверцетина в соцветиях 
винограда.

Производные кверцетина присутствуют в составе ягод на всех стадиях созревания, 
что, вероятно, обусловлено их участием в процессах дыхательного цикла клеток. 
Производные оксикоричних кислот (рис. 2) также как и производные кверцетина

свидетельствует об их участии в биосинтезе флавоноидов. К моменту созревания 
оксикоричные кислоты кожицы участвуют в копигметации, образуя кластерные
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Кожица зрелой ягоды содержит преимущественно мальвидин-З-О-гликозид, которых 
обеспечивает ее яркую окраску, однако, очевидно в образовании окраски принимают участие 
и ' неокрашенные фенольные соединения, участвующие в процессе копигментации 
Производные кверцетина и оксикоричних кислот стабилизируют кластеры из собранных 
стопкой плоских ядер антоцианов, тем самым стабилизируют их цветовые характеристики и 
образуют элементы хромопластов клеток кожицы.

Выводы.

Полученные данные позволяют проанализировать процессы трансформации 
фенольных соединений винограда сорта Ассоль в процессе вегетации и созревания ягод 
Результаты исследования подтверждаю? существующие модели биогенеза фенольных 
соединений и позволяют полнее оценить качество винограда и его потребительские 
характеристики на завершающих этапах созревания ягод.
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хромопласты с антоцианами, однако основная масса производных оксикоричиых кислот 
• локализована в мякоти ягод и их массовая доля в процессе созревания снижается. Биосинтез 
процианидинов находится в тесной связи с выработкой красящих веществ ягоды -- 
антоцианов, поэтому их массовая концентрация возрастает в процессе созревания ягод 
(табл.). Накопление процианидинов происходит в склеродерме семени, в процессе 
созревания семян степень полимеризованности процианидинов возрастает -  это 
обусловливает лигнификацию оболочки семени. Вероятно, этот процесс является 
адаптационным приспособлением винограда с функцией защиты семени от поедания 
(благодаря горько-терпкому вкусу) и поражения грибами (благодаря фунгистатическому 
влиянию полифенолов). Катехин и эпикатехин, а также димерные процианидины

Рис. 3.
Хроматограмма 
(1=525 нм) 
антоцианового 
комплекса кожицы 
зрелых ягод 
винограда.

Рис. 4.
Хроматограмма 
(1=280 нм) катехинов 
процианидинов в 
семенах винограда на 
стадии созревания.
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