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ВВЕДЕНИЕ
Любой живой организм формируется за счет белков. Они входят в состав клеток и тканей, выполняют строительную и опорную функции, обеспечивают взаимосвязь всех органов, их механическую целостность и защиту. Недостаток белка в пище животного или человека вызывает физиологические и функциональные расстройства организмов - задержку в росте и развитии, быструю физиологическую и, особенно, умственную утомляемость.

Источником пищевого и кормового белка являются зернобобовые культуры. Они находят широкое применение в качестве продуктов питания, корма для скота и сырья для промышленности.
Растительные культуры также имеют множество природных антиоксидантов, которые обусловливают их противовоспалительное, антимикробное, спазмолитическое и нейропротекторное действия [2].
Одним из наиболее распространенных классов растительных вторичных метаболитов являются фенольные соединения, обладающие многосторонней биологической активностью, которые обусловлены антиоксидантными свойствами. Высокая пищевая и фармакологическая ценность растений, богатых такими соединениями, обеспечивает постоянный интерес к фенольному метаболизму. Самое важное свойство многих фенольных соединений растений – их участие в окислительно- восстановительных реакциях и в процессах нейтрализации активных форм кислорода [3].

В связи с этим мы решили провести исследование зависимости содержания белка и флавоноидов в листьях гороха посевного (Pisum sativum) в зависимости от возраста.
Цель исследования – изучение содержания белка и фенольных соединений в листьях гороха в зависимости от его возраста.

Для достижения поставленной цели были поставлены следующие задачи:

1. Провести теоретический анализ литературы по исследуемой проблеме; 

2. Изучить роль фенольных соединений и белков на рост и развитие растений; 
3. Изучить различные методики исследования белков и фенольных соединений в растительном организме, которые возможно реализовать в условиях научно-учебной лаборатории;

4. Определить уровень белка и фенольных соединений в разные периоды вегетации в листьях гороха;

5. Сделать выводы на основании полученных результатов о наибольшем содержании белка и фенольных соединений в определенный период развития гороха.
Объект исследования: горох посевной.
Предмет исследования: содержание белка и фенольных соединений в листьях гороха в зависимости от возраста.
Методы исследования: теоретические (анализ литературы по теме исследования, сравнение, теоретическое обобщение), наблюдение, эксперимент, статистическая обработка результатов и их интерпретация.

Практическая значимость состоит в том, что данная работа может быть использована в качестве дополнительного материала на занятиях биохимии, а также для проведения дальнейшего изучения зависимости белкового и фенольного метаболизмов. 

База исследования: научно-учебная лаборатория «Агрокуб» МАОУ Бутурлинской СОШ имени В.И. Казакова, Нижегородская область, Бутурлинский район, р.п. Бутурлино.
Структура работы: работа состоит из введения, двух глав, заключения, списка литературы и интернет-источников, приложения.
              ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ
1.1. Особенности строения фенольных соединений
Фенольными соединениями называются ароматические вещества, содержащие один или несколько свободных или связанных фенольных гидроксилов. Эти вторичные метаболиты обнаружены практически во всех растительных тканях; на их долю приходится до 2-3% массы органического вещества растений, а в некоторых случаях до 10% и более
Отличной чертой фенольных соединений является формирование огромного числа соединений за счет модификаций молекулы и образования конъюгатов с разнообразными структурами. Из модификаций для фенольных соединений характерны образование глюкозидов, метилирование и метоксилирование. За счет гидроксильных и карбоксильных групп фенольные соединения могут связываться с сахарами, органическими кислотами, растительными аминами, алкалоидами. Помимо этого, растительные фенолы могут соединяться с изопреноидами, образуя большую группу пренилированных фенолов. Такие свойства фенольных соединений обеспечивают огромное разнообразие структур, характерное для растительных фенолов.
Флавоноидные соединения на протяжении последних 30 лет интенсивно изучались в лабораториях многих стран. В итоге количество описанных в литературе выделенных из растений флавоноидов с установленной структурой в настоящее время достигает примерно 6500.

Флавоноиды объединены общим составом С6-С3-С6, их структурный скелет состоит из двух бензольных колец (А) и (В), связанных через гетероциклическое пирановое кольцо (С) (рис.1). Большинство флавоноидов можно рассматривать как производные хромона или хромана [7].
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Рис.1. Структурный скелет флавоноидов
1.2. Роль фенольных соединений на рост и развитие растений
Фенольные соединения играют важную роль в осуществлении некоторых промежуточных этапов процесса дыхания растений, являясь дыхательными пигментами. Они способны переходить в окисленные (хиноидные) формы, а затем присоединяя водород от дыхательных субстратов вновь восстанавливаться в исходные соединения. Таким образом, они участвуют в окислительно-восстановительных реакциях [4, c. 15].

Фенольные соединения входят в состав некоторых ферментов. Они играют важную роль в фотосинтезе, в частности установлена их роль в качестве кофакторов при фотолизе воды. Оказывают влияние на синтез белков.

Некоторые полифенолы являются регуляторами процессов роста, развития и репродукции растений. Механизм действия на рост связывают с их влиянием на гормональный обмен, что может выражаться как в стимулирующем, так и в ингибирующем воздействии. Такое двустороннее действие зависит от концентрации вещества и их строения, а также от фазы развития растения [8].

Часто фенольные соединения выполняют защитную функцию, предохраняя растения от патогенных грибковых или вирусных заболеваний, проявляют антиоксидантные свойства, защищают от чрезмерного ультрафиолетового облучения.

Фенольные соединения – важнейшие регуляторы покоя растений; накапливаясь осенью, они подготавливают растения к переходу в состояние зимнего покоя, подавляя распускание почек, растяжение стеблей, рост побегов.

Ростовой эффект фенольных соединений может рассматриваться как косвенный результат некоторых биохимических механизмов. В частности, фенолы обладают способностью тормозить клеточные деления (митозы).
Весьма вероятно, что это действие связано с окислением фенолов в хиноны. Этот эффект проявляется лишь при накоплении фенольных соединений в достаточно больших количествах и приводит к ослаблению действия всех ростовых гормонов. Физиологическая роль фенольных соединений состоит в изменении интенсивности ростовых процессов в зависимости от времени суток, сезона года, наступления засухи [4, с. 16]. 
1.3. Роль белков в растительном организме
Наибольшую часть органических азотистых веществ растений составляют белки. В растениях белковые вещества содержатся в меньшем количестве, чем углеводы, но в построении живой материи и в осуществлении процессов жизнедеятельности они играют выдающуюся роль. В каждой растительной клетке одновременно функционируют несколько тысяч различных белков. Почти все реакции в клетке протекают с участием белков. С ними связаны все процессы роста и развития растений.

В семенах многих растений запасается белок (бобовые, например соя). В семенах зерновых запасной белок называется клейковина. Ценность белка как запасного вещества заключается в том, что в его молекуле есть азот, в отличие от других запасных веществ. Белок – это вещество с большим запасом энергии (больше только у липидов) [6].     
Количество белков, их аминокислотный состав имеют огромное значение для формирования биологической и пищевой ценности любого продукта. В растительных тканях белков, как правило, меньше, чем в животных. Наибольшее количество белков отмечается в семенах растений. Например, в семенах бобовых культур оно может достигать 25 – 35 % и более сухой массы (для сравнения, в теле животных белки составляют 40 – 50 % сухой массы). В вегетативных органах растений содержание белков значительно ниже и обычно составляет 5– 5 % сухой массы [1].
В клетках растений, устойчивых к воздействию патогенов синтезируются специфические иммунные белки, которые являются: ингибиторами ферментов грибов-патогенов, или ферментами, вызывающими разрушение клеток мицелия грибов-паразитов. В плазмалемму клеток устойчивых к болезням растений встроены особые белки-лектины, которые специфически связывают (склеивают) клетки патогенных бактерий и грибов, предотвращая дальнейшее их распространение. В условиях стресса в растениях усиливается синтез специфических стрессорных белков, обладающих повышенной устойчивостью к воздействию определенных стрессоров, например, белки теплового шока, криопротекторные белки [6].
ГЛАВА 2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ СОДЕРЖАНИЯ БЕЛКА И ФЕНОЛЬНЫХ СОЕДИНЕНИЙ В ЛИСТЬЯХ ГОРОХА В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ВОЗРАСТА
2.1. Описание объекта исследования
Объектом данного исследования является горох посевной. Это скороспелое вьющееся травянистое однолетнее растение семейства бобовых с вегетационным периодом от 60 до 140 дней. Принадлежит к отделу покрытосеменных, классу двудольных.
Растение самоопыляющееся, хотя возможно переопыление. Плод представляет собой двустворчатый боб, внутри которого находятся семена-горошины (в среднем от 3 до 10 шт.) округлой, слегка сплюснутой или угловатой формы.   Стержневой корень растения, проникающий нередко на глубину до 1–1,5 м, имеет много боковых ответвлений и корешков, в узлах которых развиваются, как и у всех бобовых, полезные микроорганизмы – азотфиксирующие клубеньковые бактерии. Цветки, окрашенные в белый, иногда с розовым или фиолетовым оттенком цвет, появляются неодновременно: сначала бутоны образуются в нижней части растения, а затем, по мере роста стебля, вверху.

Культура успешно растет и развивается в условиях умеренного климата, достаточно холодостойка – всходы некоторых сортов способны выдержать снижение температуры до –6°С, а молодые побеги и цветки – до +2…3°С. Горох очень светолюбив, затенение переносит плохо. Предпочитает некислые почвы с высоким уровнем плодородия, достаточно увлажнённые, но без высокого залегания грунтовых вод. Богатые азотом малоплодородные или кислые грунты не годятся для выращивания гороха. Ещё одна особенность культуры: горох плохо переносит жару, он успешно растёт и развивается при +16…25°С. Для его выращивания следует выбирать солнечные, хорошо проветриваемые, открытые площадки. 

Горох очень богат различными необходимыми макро- и микроэлементами (калий, кальций, фосфор и др.), витаминами, антиоксидантами, сахаром (более 7%), крахмалом (до 3%), клетчаткой, лютеином, ценными растительными жирами (около 6%). Благодаря холодоустойчивости и скороспелости он является одним из первых сезонных витаминных источников среди других овощных культур [4].
2.2. Методика исследования
2.2.1. Изучение морфометрических показателей
Для определения качества семенного материала были определены энергия прорастания и всхожесть семян, также длина побегов и масса сухого вещества.
2.2.2. Спектрофотометрическое определение белка по методу 
V. F. Kalb, R. W. Bernlohr
10 мг сухой навески растирают в фарфоровой ступке с 1 мл 15 дистиллированной воды в течение 10 мин. Затем добавляют еще 9 мл воды (объем доводят до 10 мл). Переносят в центрифужную пробирку и центрифугируют 15 мин при 6000 об/мин (предварительно уравновесив пробирки путем взвешивания на технохимических весах). 

Оптическую плотность центрифугатов определяют на спектрофотометре при двух длинах волн: 230 и 260 нм. Содержание белка рассчитывают по уравнению 

X = 183∙ ОД230нм – 75,8∙ОД260нм , где X – содержание белка в микрограммах на 10 мл [9]. 
2.2.3. Определение содержания флавоноидов
Определение содержания флавоноидов проводили согласно методике, описанной G. Gunes, R.H. Liu и С.B. Watkins (2002). При взаимодействии флавонолов, флавононов, флавононолов и флавонов с треххлористым алюминием образуется комплексное соединение желтого цвета. В щелочной среде происходит изменение окрашивания в красную сторону. 
          Работу с опытными пробирками проводили согласно таблице 1. В контрольную пробирку для каждого объекта приливали соответствующее количество экстракта, 5 мл H2O, 0.3 мл NaNO2, 2 мл NaOH и водой доводили объем до 10 мл.
Таблица 1 
Состав реакционной смеси для определения содержания флавоноидов
	Объект 
	Экстракт, мл
	H2O, мл
	NaNO2 (5%), мл
	5 мин
	AlCl3 (10%), мл
	6 мин
	NaOH    (1 M), мл
	H2O, мл

	Листья
	0.25
	5
	0.3
	
	0.3
	
	2
	2.15


Оптическую плотность измеряли при длине волны 510 нм. Содержание флавоноидов определяли с использованием градуировочной зависимости, построенной по раствору рутина (концентрация исходного раствора 10 мг на 50 мл 50% этанола) [3, с. 38].

2.3. Анализ результатов исследования
Для исследования были взяты листья гороха в возрасте 7 дней, 14 дней, 21 дня и 28 дней, полученные результаты представлены в таблице 2 (Приложение, рис.5). 
Таблица 2 

Зависимость изменений показателей от возраста гороха посевного
	Значение показателей
	Листья гороха, 7 дн
	Листья гороха,14 дн
	Листья гороха, 21 дн
	Листья гороха, 28 дн

	Е прорастания
	80
	95
	100
	100

	Всхожесть семян
	90
	100
	100
	100

	Ср. длина побегов
	3,6±0,02
	6,49±0,01
	13,65±0,02
	27,1±0,02

	Масса сухого вещества, г
	0,1
	0,11
	0,14
	0,15

	Кол-во белка, мг
	196,02
	241,75
	250,36
	290,67

	Кол-во флавоноидов, мг
	1,92
	1,73
	1,52
	1,37



          Среднее качество взятого материала для исследования составило 96 %.      С возрастом возрастала длина побегов, а также наблюдалось незначительное увеличение массы сухого вещества (рис. 2).
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Рис.2. Изменение длины побега и массы сухого вещества
Проведя спектрофотометрическое исследование количества белка по методу V. F. Kalb, R. W. Bernlohr (Приложение, рис. 6), выяснили, что с возрастом содержание белка увеличивается, в связи с тем, что ростовые процессы гороха идут интенсивно в первый месяц жизнедеятельности, а белки являются основным строительным материалом живых организмов (рис. 3).

[image: image2.emf]0 100 200 300 400

7 дней

14 дней

21 день

28 дней

7 дней

14 дней

21 день

28 дней


Рис.3. Содержание белка в листьях гороха посевного в зависимости от возраста
При определении содержания флавоноидов в листьях гороха по методике, описанной G. Gunes, R.H. Liu и С.B. Watkins, выявили обратную зависимость, что с возрастом содержание флавоноидов в листьях незначительно, но уменьшается, что доказывает их наибольшее образование в растительном организме на ранних этапах развития. 
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Рис.4. Содержание флавоноидов в листьях гороха посевного в зависимости от возраста
2.4. Выводы
Фенольные соединения разнообразны как по своей структуре, так и по функциональным значениям, которые они выполняют в растительном организме. Практически все фенольные соединения играют важную роль в защитных реакциях растений. К настоящему времени накоплен большой массив экспериментальных данных об антиоксидантной активности фенолов различного строения.

Антиоксидантные свойства фенолов связаны с наличием в их структуре слабых фенольных гидроксильных групп, которые легко отдают свой атом водорода при взаимодействии с СР. В этом случае фенолы выступают в роли ловушек свободных радикалов, превращаясь сами в малоактивные феноксильные радикалы. В борьбе со свободными радикалами принимают участие не только антиоксидантные вещества, вырабатываемые организмом, но и антиоксиданты, поступающие в составе пищи. К антиоксидантам относятся также минеральные вещества (соединения селена, магния, меди), некоторые аминокислоты, растительные полифенолы (флаваноиды). 

В ходе проведенного исследования выявили, что количество флавоноидов уменьшается с возрастом растений гороха посевного, а содержание белка в данных растениях наоборот увеличивалось, в связи с тем, что в вегетативных частях растений белки представлены главным образом ферментами, которые необходимы для нормального роста и развития организма и с возрастом количество ферментов поддерживающие жизнедеятельность растительного организма должны увеличиваться.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изучив разнообразные методики исследования, мы подобрали те, которые можно было реализовать в научно-учебной лаборатории «Агрокуб», проведенное исследование позволило нам определить зависимость содержания белка и фенольных соединений от возраста в листьях гороха посевного. 

В зависимости от структуры фенольные соединения имеют разную биологическую активность и важное физиологическое значение для растительном организме. В первую очередь, это защитные вещества при различных стрессовых воздействиях. Наибольшее стрессовое состояние растительный организм испытывает на ранних стадиях развития, поэтому содержание флавоноидов высокое у самых молодых растений гороха, а содержание белка увеличивалось с возрастом листьев, так как белки являются основными структурным элементами, а также выполняют ферментативную функцию, необходимую для жизнедеятельности растений и потребность организма в белка с возрастом возрастает. 
Роль белка в растениях очень велика в растениях. Они играют выдающуюся роль при построении живой материи и осуществлении клеточных процессов. К каждой живой клетке содержатся более тысячи различных соединений белка, которые постоянно функционируют. Наибольшее количество белков содержится в растительных составляющих, нежели в животных. Более всего аминокислот в бобовых культурах.
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Рис.5. Подсчет семян перед посадкой
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Рис. 6. Определение количества белка в пробе
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Рис. 7. Изучение морфометрических показателей
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