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ВВЕДЕНИЕ

Количественная и качественная полноценность питания предопределяет степень реализации наследственной программы физического развития, работоспособность, устойчивость к негативным факторам окружающей среды, включая стрессы, погодно-климатические условия и т.п. Являясь одним из важнейших факторов окружающей среды, питание с момента рождения и самого последнего дня жизни человека влияет на его организм. Ингредиенты пищевых веществ, поступая в организм человека с пищей и преобразуясь в ходе метаболизма в результате сложных биохимических превращений в структурные элементы клеток, обеспечивают наш организм пластическим материалом и энергией, способствуют поддержанию физической и умственной работоспособности, определяют здоровье, активность и продолжительность жизни, его способность к воспроизводству. Состояние питания, поэтому, является одним из важнейших факторов,  определяющих  здоровье нации.

Необходимость количественной и качественной оценки питания, как уже говорилось, обусловлена его влиянием на здоровье и работоспособность. При количественной оценке суточного рациона определяется  не его объем, а энергия, высвобождающаяся при метаболизме в организме основных пищевых веществ. Качественная характеристика  рациона исходит из содержания в нем отдельных пищевых веществ (белков, жиров, углеводов, витаминов, минеральных веществ) и их соотношений. Только при количественной достаточности и благоприятных соотношениях пищевых веществ обеспечиваются наиболее полное проявление их биологических свойств и максимальное использование, а также оптимальное течение обменных процессов.

Кроме пищевых веществ в продуктах питания содержатся различные чужеродные вещества, существенно влияющие не только на биологическую ценность продуктов, но и на их безопасность. Чужеродные химические вещества могут попадать в пищу случайно в виде контаминантов-загрязнителей, например, из окружающей среды или в процессе технологической обработки при контакте с оборудованием; иногда их вводят специально в виде пищевых добавок, когда это связано с технологической необходимостью.

 В продуктах питания содержатся различные консерванты, антиоксиданты, эмульгаторы, красители и др. В условиях загрязнения окружающей среды различными химическими, в том числе радиоактивными веществами, а также в результате микробиологических процессов состав продуктов может существенно изменяться. В процессе производства, переработки, транспортировки, приготовления пищевые продукты могут загрязняться пестицидами, токсическими элементами, радионуклидами, нитратами, нитрозоаминами, ароматическими и полициклическими ароматическими углеводородами, микотоксинами, которые оказывают на организм различное негативное влияние: от пищевых отравлений и инфекций до отдаленных последствий (канцерогенное, мутагенное и тератогенное действие).

Таким образом, исходя из химического состава продуктов питания, их анализ включает в себя две главные задачи:
· определение качественного состава продуктов питания; 

· определение вредных веществ в продуктах питания (оценка безопасности).

Указанные задачи анализа продуктов питания и определили структуру и содержание предлагаемого пособия. 

Первая глава пособия посвящена качественному составу продуктов питания. В этой части рассмотрены основные пищевые вещества, их функции в организме человека, содержание в продуктах питания  и потребность организма в указанных веществах. Здесь же рассмотрены и основные методы их определения.

Особое внимание уделено проблеме безопасности продуктов питания, которой посвящена вторая глава предлагаемого пособия. Актуальность этой проблемы с каждым годом возрастает, поскольку именно обеспечение безопасности продовольственного сырья и продуктов питания является одним из основных факторов, определяющих здоровье людей и сохранение генофонда. Проблема безопасности продуктов питания – сложная комплексная проблема, требующая многочисленных усилий для ее решения, как со стороны ученых – биохимиков, микробиологов, токсикологов и др., так и со стороны производителей, санитарно-эпидемиологических служб, государственных органов и, наконец, потребителей. Поскольку все мы являемся потребителями, то осведомленность в вопросах безопасности продуктов питания жизненно необходима и является первым и важнейшим шагом на пути решения указанной проблемы.


Данное издание содержит также главу, содержащую описание ряда лабораторных работ по анализу пищевых продуктов различными химическими и физико-химическими методами. В пособии отсутствуют работы, требующие дополнительного времени не столько для выполнения анализа, сколько для предварительной подготовки пробы (так как такие работы не могут быть выполнены в течение одного занятия),  а также работы, для выполнения которых необходимы большие объемы вредных, пожароопасных и дорогостоящих реактивов. Предлагаемые объекты анализа весьма разнообразны: мед, соки, кофе, чай, овощи, мясной фарш и др. Рекомендуемые в пособии методики анализа апробированы в лабораторном практикуме студентами химического факультета Белгосуниверситета,  обучающимися по специальности «Аналитическая химия».

Глава 1.

Хакактеристика пищевых продуктов

§ 1.1.  Особенности формирования органолептических свойств 
В настоящее время в мире усилился интерес к всесторонней оценке качества пищевых продуктов, включающей такие органолептические показатели как цвет, вкус, запах и текстура ткани. 

Изучение природы органолептических свойств идет по нескольким направлениям. Исследуются летучие вещества, химический состав продукта до и после приготовления, изучаются так называемые потенциаторы вкуса, искусственно моделируется вкус и запах продуктов. 

Особенности формирования органолептических свойств пищевых продуктов при переботке можно рассмотреть на примере картофеля.

1.1.1. Химический состав
В зависимости от сорта и условий произрастания в своем составе картофель может содержать, от 16 до 35% сухих  веществ, в том числе, %: крахмала 11–29; азотистых веществ 1,5–2,5; сахаров – 1,4–1,5; клетчатки – 1,0; жиров – 0,1; пектиновых веществ – 0,6; прочих органических соединений – 1,8; минеральных веществ 1,1; витамины: С, РР, В1, В2, В6, Е, К, β-каротин и др. 

Клубни картофеля являются уникальными по аминокислотному составу. Так, в 100 г картофеля содержится 720 мг незаменимых аминокислот, в том числе Val – 122 мг, Ile – 86 мг, Leu – 128 мг, Lys – 135 мг, Met – 26 мг, Thr – 97 мг, Trp – 28 мг, Phe – 98 мг, а также 1172 мг заменимых аминокислот, в том числе Ala, Arg, Asp, His, Gly, Glu, Pro, Ser, Tyr, Cys в количестве 97, 100, 250, 30, 100, 262, 92, 128, 90, 23 мг. Особенностью картофельного белка – туберина является незначительное количество Met.

1.1.2. Биохимические особенности, определяющие органолептические свойства
Исследование органолептических показателей, таких как вкус и аромат картофеля представляет весьма сложный процесс, поскольку вещества формирующие аромат и вкус представляют собой сложные многокомпонентные смеси, состоящие из 30–50, а иногда и более 100 согласованных между собой компонентов. До настоящего времени идентифицированы не все вещества, от содержания которых зависит вкус и аромат картофеля. 

Важной особенностью картофеля подвергнутого технологической (кулинарной) обработки является, прежде всего, существенное снижение основных химических веществ (табл. 1.1), что указывает на глубокие химические превращения в процессе обработки.

Текстуру ткани сырого картофеля и картофеля подвергнутого кулинарной обработке, главным образом определяет целлюлоза (клетчатка) и крахмал. 

Целлюлоза – полисахарид клеточных стенок картофеля, состоящий из остатков целлобиозы связанных глюкозидными связями, устойчива к термической обработке, действию пищеварительных ферментов и способна только к набуханию в воде:
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 Целлюлоза

Картофельный крахмал – природный полимер, в котором мономеры (остатки (-D-глюкопиранозы) связаны (-(1(4)- и (-(1(6)-глюкозидными связями, образуя амилозу (полисахарид линейного строения) и амилопектин (полисахарид разветвленного строения):
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Амилоза (М.м. 105–106)
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Амилопектин (М.м. 107–108)

Таблица. 1.1. – Потери основных веществ и энергетическая ценность при различной тепловой обработке картофеля, %

(Скурихин И.М., Тутельян В.А. Таблицы химического состава и калорийности российских продуктов питания: Справочник. – М.: ДеЛи принт, 2007. – 276 с.)

	Технологический 

процесс
	Масса
	Вода 
	Белки
	Жиры
	Углеводы
	Органические кислоты
	Зола
	Минеральные вещества
	Витамины
	Энергетическая ценность

	
	
	
	
	
	Моно- и дисахариды
	Крахмал
	Клетчатка
	
	
	Na
	K
	Ca
	Mg
	P
	Fe
	β-каратин
	В1
	В2
	РР
	С
	

	Варка в кожуре
	3
	3
	3
	2
	15
	4
	2
	10
	28
	80
	6
	3
	3
	3
	3
	10
	8
	8
	5
	14
	4

	Варка очищенного
	4
	2
	4
	2
	30
	4
	3
	10
	31
	70
	15
	10
	15
	10
	15
	10
	15
	15
	20
	30
	6


	Варка молодого
	6
	6
	4
	2
	30
	6
	5
	10
	43
	75
	25
	15
	20
	10
	13
	–
	20
	20
	30
	50
	7

	Варка на пару
	3
	2
	4
	2
	25
	4
	3
	10
	12
	15
	10
	5
	5
	8
	8
	–
	10
	10
	10
	30
	5

	Жарка отварного очищенного
	23
	28
	4
	13
	35
	5
	3
	5
	20
	22
	20
	20
	20
	13
	25
	–
	12
	6
	6
	28
	10

	Жарка отварного в кожуре
	23
	28
	4
	14
	30
	4
	3
	5
	10
	10
	10
	10
	15
	10
	20
	–
	12
	7
	5
	29
	10

	Жарка сырого
	36
	46
	5
	10
	15
	6
	3
	4
	29
	20
	20
	15
	20
	15
	25
	10
	20
	13
	5
	50
	8

	Жарка во фритюре
	54
	70
	6
	10
	25
	10
	4
	5
	35
	40
	35
	25
	35
	25
	40
	–
	30
	15
	10
	55
	8

	Приготовление картофельно-го пюре
	6
	3
	4
	4
	35
	7
	3
	15
	15
	20
	15
	10
	15
	15
	17
	5
	15
	15
	20
	80
	9


Крахмальные фракции (амилоза и амилопектин) компактно упакованы в крахмальные зерна (или гранулы). Размеры зерен колеблются от 15 до 100 мкм. Крупные зерна картофельного крахмала имеют овальную форму и по внешнему виду напоминают раковины. Мелкие зерна имеют круглую форму, бороздки и глазок на них слабо заметны.

Следует отметить, что картофельный нативный крахмал имеет довольно большое количество остатков фосфорной кислоты, о чем свидетельствует более интенсивное в сравнении с зерновыми крахмалами окрашивание полярными красителями.

Фосфатные группы стабилизируют полимерные цепи крахмала. Клейстеры крахмалов содержащих значительное число фосфатных групп устойчивы к изменениям рН, а также  стабильные к замораживанию-оттаиванию.

Нагревание крахмалсодержащих продуктов при избытке воды до некоторой критической температуры обуславливает набухание зерен крахмала в тангенциальном направлении. Быстрое набухание происходит почти одновременно для каждого крахмального зерна. Повышение гидратации увеличивает размеры крахмальных зерен (зерна набухают) и приводит к разрыву всех имеющихся водородных мостиков внутри крахмала. Амилоза частично диффундирует из набухшего зерна и переходит в раствор, а основная масса крахмала, главным образом амилопектин, остается в нерастворенном виде. При определенной температуре зерно крахмала разрывается и находящиеся внутри зерна и растворенные в воде полисахариды, в основном амилоза, выливаются в раствор. Этот процесс называется клейстеризацией. Наличие в крахмале зерен, отличающихся размерами, не дает процессу клейстеризации пройти одновременно. Крупные зерна крахмала клейстеризуются первыми. Одним из наиболее характерных признаков завершающего процесс клейстеризации является образование крахмального клейстера и значительное повышение вязкости. Процесс клейстеризации крахмала можно наблюдать сравнивая морфологическую структуру нативного и физически модофицированного крахмала. 

Важная роль в определении вкуса картофеля принадлежит аминокислотам. Их в картофеле довольно много – в сумме примерно 10 г на килограмм сырого веса. Больше всего среди них пролина и аланина, которые придают клубням сладкий вкус; зато фенилаланин, триптофан и тирозин делают клубни горькими.

Есть и такие аминокислоты, которые сами по себе вкуса не имеют, но усиливают приятный вкус, придаваемый другими веществами (такие вещества называют потенциаторами вкуса). Такова, например, аспарагиновая кислота. Заметно улучшает вкус и глутаминовая кислота.

К числу потенциаторов относятся, и некоторые мононуклеотиды. Содержание мононуклеотидов заметно возрастает при варке картофеля (вероятно, в результате теплового разложения РНК) и падает в сырых клубнях, сохраняемых до весны.

При переработке картофеля (технологической, кулинарной) наблюдается существенное снижение витаминов, аминокислот, сахаров, алкалоидов и других соединений.
При разрушении картофельных клеток содержащиеся в них соединения с участием оксидаз окисляются кислородом воздуха до темноокрашенных химических соединений – меланоидинов. 


Среди оксидаз наибольший интерес представляет полифенолоксидаза (К.Ф. 1.10.3.1), катализирующая окисление монофенолов, полифенола, пирокитехина в соответствующие хиноны. Полифенолоксидазаой можно также назвать тирозиназу (К.Ф. 1.14.18.1), которая катализирует окисление аминокислоты тирозина с образованием темноокрашенных соединений – меланоидинов. 

Полагают, что только первые стадии биосинтеза меланоидинов являются ферментативными и катализируются оксидоредуктазами, тирозиназой, полифенолоксидазой. Последние  стадии протекают с участием свободных радикалов. Так, предполагаемый механизм синтеза меланоидинов под влиянием тирозидазы состоит в окислении тирозина до 3,4-дигидроксифенилаланина (ДОФА) и ДОФА-хинона с последующей циклизацией, декарбоксилированием, окислением и полимеризацией. В этих превращениях участвуют различные исходные мономеры. Промежуточные продукты реакции обладают высокой активностью, вступают в различные реакции. Все это делает химический состав разнообразным.
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	Меланоидины


Полярографическими исследованиями, позволяющими регистрировать поглощение кислорода и следить за реакцией сразу же после внесения фермента в реакционную смесь, выявлено наличие у монофенольной реакции индукционного периода длительностью 1–10 мин. Монофенолоксидазная активность довольно высокая и сохраняется до низкого напряжения кислорода в клетке. Монофенолоксидазная реакция преобладает над дифенолоксидазной. Из монофенолов образуются ο-дифенолы, поступающие в дальнейшем в общий метаболизм. В случае нарушении целостности ткани происходит высвобождение ο-дифенолов, увеличение концентрации кислорода в ткани за счет контакта ее с кислородом воздуха и, как следствие этого, протекание дифенолоксидазной реакции с образованием ο-хинонов.

От процессов, происходящих при варке или жарении картофеля, во многом зависит вкус готового блюда. Так, в ходе тепловой обработки картофеля аминокислоты вступая в различные реакции, придают блюдам не только вкус, но и характерный аромат и даже цвет: например, известные всем чипсы своим золотисто-желтым цветом обязаны реакции взаимодействия между аминокислотами и сахарами, ее называют реакцией мелаидинообразования или реакцией Майара или сахароаминной реакцией. Американский ученый Л. Майлард (у нас его обычно именуют на французкий лад – Майар) в 1912 г. впервые и достаточно подробно описал реакцию между аминокислотами и восстанавливающими сахарами. Предположительный механизм данной реакции следующий.

Аминокислоты способны вступать в реакцию с соединениями, содержащими карбонильную группу, например с восстанавливающими сахарами.
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В результате этой реакции происходит разложение, как исходной аминокислоты, так и реагирующего с ней восстанавливающего сахара. При этом из аминокислоты образуются соответствующий альдегид, аммиак и диоксид углерода, а из сахара – фурфурол или оксиметилфурфурол.
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Оксиметилфурфурол малоустойчив и легко разлагается с образованием муравьиной и левулиновой кислот; при его конденсации также могут образовываться гуминовые вещества. Гуминовые вещества небольшой степени конденсации растворимы в воде и окрашивают продукт в желтый цвет.

Альдегиды, полученные при взаимодействии аминокислот с восстанавливающими сахарами, обладают специфическим запахом от которого в значительной степени зависит аромат пищевого продукта. С другой стороны, фурфурол и оксиметилфурфурол, возникающие в результате разложения сахара, легко вступают во взаимодействие с аминокислотами, давая темноокрашенные продукты – меланоидины, которые и придают продукту приятный цвет.
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Реакционная способность сахаров, участвующих в меланоидинообразовании, снижается в следующей последовательности: рибоза > ксилоза > арабиноза > галактоза > глюкоза > мальтоза > фруктоза. Чем короче углеродная цепьмонасахарида, тем легче он реагирует с аминокислотами. Если реакционную способность редуцирующих дисахаридов принять за единицу, то при прочих равных условиях гексозы имеют активность 2,5, а пентозы – 3,5 единицы. На активность сахаров влияет их стериохимическая конфигурация. Среди пентоз очень реакционноспособны ксилоза и рибоза, а среди гексоз самая высокая активность у галактозы.

Из аминокислот легко вступают в реакцию меланоидинообразования основные аминокислоты, в первую очередь лизин. Активность аминокислот в реакции меланоидинообразования снижается в следующей последовательности: Lys > Gly > Met > Ala > Val > Gln > Phe > Cys > Tyr.

Общая схема разрушения аминокислот при реакции меланоидинообразования описывается последовательностью реакций по Штреккеру:
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Продукты распада аминокислот также участвуют (уже без моносахаридов и других редуцирующих сахаров) в образовании меланоидинов.

Под влиянием реакции меланоидинооразования в пищевых продукта наиболее сильно снижается (по сравнению с исходным сырьем) содержание диаминокарбоновых кислот. При меланоидинообразовании связывается до 25% белков, витаминов, снижается активность ферментов и многих биологически активных соединений, определяющих пищевую ценность получаемых продуктов.

Стандартный меланоидин содержит гидроксильные, карбонильные и карбоксильные группировки, кратные и эфирные связи, а молекулярная масса колеблется между двумя и тридцатью тысячами. Многие исследователи, изучавшие реакцию Майара на различных примерах, выделили производные фурана, пиррола, пиридина, пиразина, карболина и других гетероциклических соединений.

Образование меланоидинов в соответствии с дикетопиразинохиноидной гипотезы следующее:
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Процесс образования меланоидинов многостадиен и на каждой стадии сахароаминной реакции могут образовываться побочные продукты. Чередующиеся кратные связи хиноидной системы стабилизируются, принимая ароматический характер гетероциклических соединений.

Меланоидины способны окисляться и восстанавливаться, причем первая реакция идет быстрее второй. В щелочных растворах меланоидины более устойчивы, чем в кислых. При термической обработке идет дальнейшая поликонденсация, а выше 400ºС образуются так называемые пиромеланоидиды. Меланоидины не расщепляются пищеварительными ферментами, и, следовательно, они не усваиваются. Однако они могут образовывать комплексы с белками-ферментами, виляя тем самым на их каталитическую активность.
В структуре меланоидинов есть не спаренные электроны, они обладают свойствами стабильных свободных радикалов. Благодаря этому меланоидины выполняют защитные функции в организме. Они поглащают различные излучения, нейтрализуют и обезвоживают опасные для клеток вещества, образующиеся при действии ионизирующего излучения и некоторые химические вещества. Меланоидины могут существовать в нескольких окислительно-восстановительных состояниях.

Таким образом, ключевое значение в формировании органолептических свойств картофеля (вкуса, запаха и цвета) принадлежит реакции Майара, особенности которой зависят от качественного и количественного состава аминокислот, белков и сахаров.

Стэдлер и Моттрам из исследовательского центра при швейцарской компании Nestle в независимых экспериментах показали, что одним из продуктов реакции Майара является акриламид. Учёные обнаружили, что при нагревании в лабораторных условиях аспарагина с сахаром до 185(С происходит образование акриламида:
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Следует отметить, что образование акриламида характерно для печеных и жареных блюд. Учёным пока не удалось обнаружить акриламид в варёных блюдах из картофеля. Возможно, это соединение не образуется в них потому, что они готовятся при более низкой температуре. 

Механизмы действия акриламида на организм человека в качестве канцерогена пока не выяснены. Возможно, у человека за тысячелетия к нему выработалась устойчивость. Исходя из этой гипотезы, можно предположить, что крысы подвержены специфическому действию акриламида, поскольку это вещество в их рационе не обычно: крысы не едят печёных и жареных блюд.

Всемирная организация здравоохранения и Продовольственная и сельскохозяйственная Организация Объединенных Наций (ФАО) объявили о создании нового веб-сайта, который станет международным источником информации об акриламиде, токсичном веществе, обнаруженном в некоторых жареных или испеченных пищевых продуктах.

На сегодняшний день ученые не связывают попадание акриламида в организм человека с возникновением раковых образований, но специалисты ФАО утверждают, что это вещество способно повреждать ДНК и наносить ущерб нервной и репродуктивной системе человека. Известно, что акриламид вызывает рак у животных и повреждает их нервную систему. Сегодня акриламид широко используется строго в соответствии с существующими положениями по охране окружающей среды при изготовлении пластмасс. 

Приятный и аппетитный запах приготовленного картофеля обеспечивается не только альдегидами, но и другими летучими веществами, образующимися при термической (кулинарной) обработке. Так, в наиболее вкусных клубнях много метанола, ацетона, этанола и совсем нет диметилсульфида; при хранении же картофеля появляется диметилсульфид, а этанола становится меньше – в результате вкус и аромат варенного и даже печеного картофеля сильно ухудшается.

Аромат варенной или жареной картошки зависит отчасти и от жиров, хотя их в клубнях как будто и не много – в среднем всего около 1% (в пересчете на сухое вещество 0,3–0,5%). Кроме того, жиры играют большую роль в формировании органолептических свойств продукта влияя на его структуру.

В составе картофеля присутствуют полифенольные соединения, хлоргеновая, кофейная и хинная кислоты и другие вещества, портящие его вкус. Большое количество фенолов обуславливают горечь и вяжущий вкус.

Однако наиболее значительно портят вкус картофеля – алкалоиды, такие азотистые вещества как соланин, чаконин и скополетин. Содержание соланина и чаконина невелико – от 2 до 10 мг/100г. В картофеле присутствуют 6 гликоалкалоидов: α-, β-, γ-соланин, α-, β- и γ-чаконин имеющие общий алкалоид – соланидин, но разные углеводные компоненты. Так, α-соланин является основным гликоалкалоидом и состоит из алкалоида соланидина и трисахарида: рамноза-галактоза-глюкозы. Больше всего гликозидов содержится в кожуре, позеленевших клубнях, ростках и ботве: 
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Соланин (М.м. 865,6)

Состав остальных гликоалкалоидов картофеля следующий:

β-соланин: соланидин+галактоза+глюкоза, 

γ-соланин: соланидин+галактоза, 

α-чаконин: соланидин+глюкоза+рамноза+рамноза, 

β-чаконин: соланидин+глюкоза+рамноза и 

γ-чаконин: соланидин+глюкоза.

Алкалоиды не только ухудшают вкус, но и могут сделать клубни картофеля ядовитыми. Отравление может наступить, если содержание соланина и чаконина превышает 20 мг/100 г. Причем, на свету их содержание способно резко повышаться. Если выдержать клубни на солнце в течение шести часов содержание соланина вместо первоначальных 20 может превысить 50 мг/100 г. Содержание в картофеле 30 мг/100 г соланина может привести к появлению ясно выраженных признаков отравления. При варке содержание алкалоидов падает: под действием тепла они разрушаются, образуя более простые соединения. Однако данные простые соединения могут быть они не совсем безобидными. Некоторые фармакологи связывают широкое распространение в мире детской аллергии именно с алкалоидами картофеля. В настоящее время селекционерами получены полностью безалкалоидные сорта картофеля. Однако, с другой стороны, у совсем безалкалоидных форм картофеля вкус уже не тот – оказывается, вкусный картофель должен содержать хотя бы 1,9–2,5 мг/100 г алколоидов. 

Следует также отметить, что на вкус картофеля большое влияние оказывает агротехника возделывания, почвенно-климатические факторы, а также время и условия хранения. Так, высокие дозы азотных удобрений способствуют накоплению азотистых веществ тем самым, ухудшая вкус картофеля. Нейтрализовать действие высоких доз азота можно внесением калийных и фосфатных удобрений. 

Большое значение имеют процессы образования в клубнях картофеля избыточного количества сахара. Клубни с повышенным содержанием сахара не вкусны, не пригодны для переработки. Содержащийся в клубнях крахмал во время хранения постепенно превращается в сахар, который одновременно расходуется на дыхание. Если в клубнях приход и расход сахара равны, то нормальное количество его, определяемое в момент уборки сохранится без изменения. Такое равновесие в приходе и расходе картофеля может происходить только при температуре около 10ºС. При температуре ниже 10ºС образование сахара в клубнях усиливается и начинает превосходить расход, и чем ближе температура к 0ºС, тем активнее идут процессы сахарообразования и сахаронакопления при более низком расходовании на дыхание.

Полагают, что для сахароаминной реакции оптимальным является соотношение сахара и азотного компонента 4:1.

Таким образом, в формировании органолептических свойств картофеля принимают участие все его химические составляющие: аминокислоты, белок, сахара, жиры, алколоиды и т.д. Ключевое значение принадлежит сахароаминной реакции в результате которой образуется множество летучих и окрашенных продуктов, которые и обуславливают вкус, аромат и цвет картофеля подвергнутого термообработке. Текстуру картофеля обуславливает крахмал, содержащий большое количество фосфатных групп. Кроме этого на органолептические свойства картофеля большое влияние оказывает агротехника возделывания, почвенно-климатические факторы, а также время и условия хранения.

§ 1.2. Особенности процесса усвоения пищевых продуктов

Все пищевые продукты, главным образом, состоят из белков, углеводов и липидов. В процессе пищеварения в желудочно-кишечном тракте млекопитающих три основных компонента пищи: углеводы, жиры и белки подвергаются ферментативному гидролизу, распадаясь при этом на составляющие строительные блоки, из которых они образованы. Этот процесс необходим для утилизации пищевых продуктов, поскольку клетки, выстилающие кишечник, способны всасывать в кровоток только относительно небольшие молекулы. Усвоение полисахаридов и даже дисахаридов становится возможным только после их полного гидролиза пищеварительными ферментами до моносахаридов. Аналогичным образом белки и липиды также должны быть гидролизованы до блоков, из которых они построены.

Процесс пищеварения начинается с ротовой полости и желудка, тогда как конечные этапы переваривания всех основных компонентов пищи и всасывание в кровь составляющих их структурных блоков происходят в тонком кишечнике. Анатомически тонкий кишечник хорошо приспособлен для выполнения этой функции, поскольку он обладает очень большой площадью поверхности, через которую происходит всасывание. Тонкий кишечник характеризуется не только большой длиной ≈ 4,5 м), но также наличием на его внутренней поверхности множества складок с большим количеством пальцевидных выступов, называемых ворсинками. Каждая ворсинка покрыта эпителиальными клетками, несущими многочисленные микроворсинки. Ворсинки создают огромную поверхность, через которую продукты переваривания быстро транспортируются в эпителиальные клетки, а из них – в капилляры кровеносной системы и в лимфатические сосуды, расположенные в стенке кишечника. Площадь поверхности тонкого кишечника человека составляет ≈ 180 м2, т.е. лишь немногим меньше игровой площадки теннисного корта.

В микроворсинках содержатся пучки актиновых микрофиламентов, соединенных в основаниях микроворсинок с сетью миозиновьк нитей. Эта система нитей обеспечивает волнообразные колебания микроворсинок, благодаря которым происходит местное перемешивание и лучшее всасывание переваренных питательных веществ. 

1.2.1. Усвоение белков
Белки пищи расщепляются ферментами в желудочно-кишечном тракте до составляющих их аминокислот (рис. 1.1). Белки, поступающие в желудок, стимулируют выделение гормона гастрина, который в свою очередь вызывает секрецию соляной кислоты обкладочными клетками желез слизистой желудка, а также пепсиногена главными клетками. Желудочный сок имеет рН от 1,5 до 2,5. Благодаря такой кислотности он действует как антисептик, убивая большинство бактерий и других клеток. Кроме того, в условиях низкого рН желудочного сока глобулярные белки подвергаются денатурации, их молекулы разворачиваются и вследствие этого внутренние пептидные связи полипептидных цепей становятся более доступными для ферментативного гидролиза. Пепсиноген, являющийся неактивным предшественником фермента, или зимогеном, превращается в желудочном соке в активный пепсин в результате ферментативного действия самого пепсина, т.е. путем автокатализа. В ходе этого процесса с N-конца полипептидной цепи пепсиногена отщепляются 42 
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Рис. 1.1. – Переваривание белков: 1 – протеолитические ферменты

аминокислотных остатка в виде смеси коротких пептидов. Остающаяся интактной остальная часть молекулы пепсиногена представляет собой ферментативно активный пепсин (К.Ф. 3.4.4.1). В желудке пепсин гидролизует те пептидные связи в белках, которые образованы ароматическими аминокислотами: тирозином, фенилаланином и триптофаном, а также рядом других; в итоге из длинных полипептидных цепей образуется смесь более коротких пептидов. 
Как только кислое содержимое желудка попадает в тонкий кишечник, в нем под влиянием низкого рН начинается секреция гормона секретина, поступающего в кровь. Этот гормон в свою очередь стимулирует выделение из поджелудочной железы в тонкий кишечник бикарбоната, что приводит к нейтрализации НС1 желудочного сока. В результате рН резко возрастает от 1,5–2,5, до ≈ 7. В тонком кишечнике переваривание белков продолжается. Поступление аминокислот в двенадцатиперстную кишку вызывает освобождение гормона холецистокинина, который стимулирует секрецию нескольких ферментов поджелудочной железы с оптимумом рН около 7. Три из них: трипсин (К.Ф. 3.4.4.4), химотрпсин (К.Ф. 3.4.4.5) и карбоксипептидаза (К.Ф. 3.4.2.1) – вырабатываются экзокринными клетками поджелудочной железы в виде ферментативно неактивных зимогенов: трипсиногена, химотрипсиногена и прокарбоксипептидазы, соответственно. Благодаря синтезу протеолитических ферментов в виде неактивных предшественников экзокринные клетки не подвергаются разрушению этими ферментами. Попав в тонкий кишечник, трипсиноген, под действием энтерокиназы, специализированного протеолитического фермента, секретируемого клетками кишечного эпителия, превращается в активную форму – трипсин. Свободный трипсин по мере своего образования также участвует в каталитическом превращении трипсиногена в трипсин. Образование свободного трипсина обусловлено отщеплением гексапептида от N-конца полипептидной цепи трипсиногена.
Активный центр трипсина состоит из трех аминокислотных остатков: серин-195 (принято, что нумерация аминокислотных остатков в трипсине соответствует их положениям в проферменте), гистидин-57 и аспарагиновая кислота-102. Сорбционный участок содержит карбоксильную группу аспарагиновой кислоты-189, которая определяет специфичность трипсина к положительно заряженным субстратам. Механизм каталитического гидролиза включает стадию сорбции субстрата, расщепления пептидной связи с образованием ацилфермента и переноса ацильной группы на нуклеофильный акцептор. Трипсин гидролизует пептидные связи, образованные с участием карбонильных групп лизина и аргинина.

Молекула химотрипсиногена представляет собой одну полипептидную цепь с несколькими внутрицепочечными дисульфидными связями. Попав в тонкий кишечник, химотрипсиноген превращается в химотрипсин под действием трипсина, который разрывает длинную полипептидную цепь химотрипсиногена в двух местах, выстригая дипептиды. Три фрагмента, образовавшиеся из исходной цепи химотрипсиногена, удерживаются, однако, вместе посредством перекрестных дисульфидных связей. Химотрипсин гидролизует пептидные связи, образованные остатками фенилаланина, тирозина и триптофана. Следовательно, трипсин и химотрипсин расщепляют полипептиды, образовавшиеся в желудке под действием пепсина, на пептиды меньшей величины. Этот этап переваривания белков протекает с очень высокой эффективностью, поскольку пепсин, трипсин и химотрипсин проявляют при гидролизе полипептидных цепей разную специфичность в отношении пептидных связей, образованных разными аминокислотами. 

Деградация коротких пептидов в тонком кишечнике осуществляется другими пептидазами. К ним относится в первую очередь карбоксипептидаза – цинксодержащий фермент, синтезируемый в поджелудочной железе в виде неактивного зимогена прокарбоксипептидазы. Активный центр карбоксипептидазы имеет форму кармана, в полости которого находится атом Zn. В активный центр входят также остатки глутаминовой кислоты, тирозина и аргинина. Функция последнего в механизме катализа – связывание С-концевой карбоксильной группы. Карбоксипептидаза последовательно отщепляет от пептидов С-концевые остатки. 

Тонкий кишечник секретирует также аминопептидазу (К.Ф. 3.4.1.1), отщепляющую от коротких пептидов один за другим N-концевые остатки. 

В результате последовательного действия этих протеолитических ферментов и пептидаз перевариваемые белки в конечном итоге превращаются в смесь свободных аминокислот, которые далее транспортируются через эпителиальные клетки, выстилающие тонкие кишки. Свободные аминокислоты проникают в капилляры ворсинок и переносятся кровью в печень.

В желудочно-кишечном тракте человека не все белки перевариваются целиком. Большинство животных белков почти полностью гидролизуются до аминокислот, однако ряд фибриллярных белков, например кератин, переваривается только частично. Многие белки растительной пищи, в частности белки зерен злаков, неполностью расщепляются в силу того, что белковая часть семян и зерен покрыта неперевариваемой целлюлозной оболочкой (шелухой).

Известно редкое заболевание стеаторрея (упорный понос), при котором ферменты кишечника не способны переваривать определенные водорастворимые белки зерна, в частности глиадин, повреждающий эпителиальные клетки кишечника. Из пищи таких больных исключают зерновые продукты. Другим заболеванием, связанным с отклонением от нормы активности протеолитических ферментов пищеварительного тракта, является острый панкреатит. При этом заболевании, обусловленном нарушением процесса выделения сока поджелудочной железы в кишечник, предшественники протеолитических ферментов (зимогены) превращаются в соответствующие каталитически активные формы слишком рано, будучи еще внутри клеток поджелудочной железы.

В результате эти мощные ферменты воздействуют на ткань самой железы, вызывая глубокое и очень болезненное разрушение органа, что может привести к смертельному исходу. В норме зимогены, выделяемые поджелудочной железой, не активируются до тех пор, пока не попадут в тонкий кишечник. Поджелудочная железа защищается от самопереваривания и другим путем: в ней синтезируется особый белок – специфический ингибитор трипсина. Поскольку свободный трипсин активирует не только трипсиноген и химотрипсиноген, но также и зимогены двух других пищеварительных ферментов: прокарбоксипептидазу и проэластазу, ингибитор трипсина успешно предотвращает преждевременное образование свободных протеолитических ферментов в клетках поджелудочной железы.

1.2.2. Усвоение углеводов
У человека из углеводов перевариваются в основном полисахариды: крахмал и целлюлоза, содержащиеся в растительной пище. Крахмал полностью расщепляются ферментами желудочно-кишечного тракта до составляющих их структурных блоков, а именно свободной D-глюкозы (рис. 1.2). Этот процесс начинается во рту во время пережевывания пищи благодаря действию фермента амилазы, выделяемого слюнными железами. Амилаза слюны гидролизует многие из α-(1→4)-гликозидных связей в крахмале и в гликогене. При этом образуется смесь, состоящая из мальтозы, глюкозы и олигосахаридов. 

Переваривание крахмала и других усвояемых полисахаридов с образованием D-глюкозы продолжается и завершается в тонком кишечнике, главным образом, под действием амилазы поджелудочной железы, которая синтезируется в поджелудочной железе и поступает через проток поджелудочной железы в верхний отдел тонкого кишечника. Этот отдел тонкого кишечника с наиболее высокой пищеварительной активностью называется двенадцатиперстной кишкой.

Целлюлоза у большинства млекопитающих не подвергается ферментативному гидролизу и не используется из-за отсутствия ферментов, способных расщеплять β-(1→4)-связи между последовательными остатками D-глюкозы в целлюлозе. Вместе с тем непереваренная целлюлоза из растительной пищи создает ту массу (называемую иногда «клетчаткой» или «грубым кормом»), которая способствует нормальной перистальтике кишечника. У жвачных животных целлюлоза подвергается перевариванию, но не прямым путем, а под действием бактерий, находящихся в их рубце (желудке). Эти бактерии гидролизуют целлюлозу до D-глюкозы и далее сбраживают D-глюкозу до лактата, ацетата и пропионата, которые всасываются и поступают в кровь. Далее лактат и пропионат в печени жвачных превращаются в сахар крови.

Гидролиз дисахаридов катализируют ферменты, находящиеся в наружном крае эпителиальных клеток, выстилающих тонкий кишечник. Сахароза, или тростниковый сахар, гидролизуется с образованием D-глюкозы и D-фруктозы под действием сахаразы, называемой также инвертазой (К.Ф. 3.2.1.26); лактоза гидролизуется до D-глюкозы и D-галактозы под действием лактазы, называемой также β-галактозидазой (К.Ф. 3.2.1.23); в результате гидролиза мальтозы под действием мальтазы образуются две молекулы D-глюкозы. Многим представителям азиатских и африканских рас во взрослом состоянии свойственна непереносимость лактозы, обусловленная исчезновением в их тонком кишечнике лактазной активности, имевшейся в грудном и детском возрасте. У людей с непереносимостью лактозы этот сахар остается в кишечнике в нерасщепленном виде и часть его подвергается сбраживанию под действием микроорганизмов. Это вызывает диаррею и образование газов в кишечнике. 
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Рис. 1.2. – Переваривание углеводов: 1 и 2 – амилолитические ферменты; 3 – сахараза (К.Ф. 3.2.1.26); 4 – лактаза (К.Ф. 3.2.1.23)

В эпителиальных клетках, выстилающих тонкий кишечник, D-фруктоза, D-raлактоза и D-манноза частично превращаются в D-глюкозу. Смесь всех этих простых гексоз поглощается эпителиальными клетками, выстилающими тонкий кишечник, и доставляется кровью в печень.

1.2.3. Усвоение жиров
Переваривание триацилглицеролов (нейтральных жиров) начинается в тонком кишечнике, куда из поджелудочной железы поступает зимоген пролипаза. Здесь пролипаза превращается в активную липазу (К.Ф. 3.1.1.3), которая в присутствии желчных кислот и специального белка, называемого колипазой, присоединяется к капелькам триацилглицеролов и катализирует гидролитическое отщепление одного или обоих крайних жирнокислотных остатков с образованием смеси свободных жирных кислот в виде их Na+- или К+-солей (мыл) и 2-моноацилглицеролов. Небольшое количество триацилглицеролов остается при этом негидролизованным (рис. 1.3). 
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Желчные кислоты
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Рис. – 1.3. Переваривание липидов: 1 – липаза (К.Ф. 3.1.1.3), желчные кислоты, Na+

Образовавшиеся мыла и нерасщепленные ацилглицеролы эмульгируются  в виде мелких капелек под действием перистальтики (перемешивающие движения кишечника), а также под влиянием солей желчных кислот и моноацилглицеролов, которые являются амфипатическими соединениями и потому функционируют как детергенты. Жирные кислоты и моноацилглицеролы из этих капелек поглощаются кишечными клетками, где из них в основном вновь синтезируются триацилглицеролы. Далее триацилглицеролы проникают не в капилляры крови, а в небольшие лимфатические сосуды кишечных ворсинок – лактеали (иначе – млечные, или хилёзные, сосуды). Оттекающая от тонких кишок лимфа, называемая хилус (млечный сок), после переваривания жирной пищи напоминает по виду молоко из-за обилия взвешенных в ней хиломикронов – мельчайших капелек эмульгированных триацилглицеролов диаметром около 1 мкм. Хиломикроны имеют гидрофильную оболочку, состоящую из фолипидов и специального белка, который удерживает хиломикроны во взвешенном состоянии. Хиломикроны проходят через грудной проток в подключичную вену. После потребления жирной пищи даже плазма крови становится опалесцирующей из-за высокой концентрации в ней хиломикронов, но эта опалесценция исчезает через 1–2 ч, т.к. триацилглицеролы выводятся из крови, поступая главным образом в жировую ткань.

Эмульгированию и перевариванию липидов в тонком кишечнике способствуют соли желчных кислот. Соли желчных кислот человека – это в основном гликохолат натрия и таурохолат натрия, обе они являются производными холевой кислоты, которая количественно преобладает среди четырех основных желчных кислот, присутствующих в организме человека. Соли желчных кислот являются мощными эмульгаторами; они поступают из печени в желчь, которая изливается в верхний отдел тонкого кишечника. После завершения всасывания жирных кислот и моноацилглицеролов из эмульгированных капелек жира в нижнем отделе тонкого кишечника происходит обратное всасывание также и солей желчных кислот, способствовавших этому процессу. Они возвращаются в печень и используются повторно. Таким образом, желчные кислоты постоянно циркулируют между печенью и тонким кишечником.


Желчные кислоты играют исключительно важную роль в усвоении не только триацилглицеролов, но и вообще всех жирорастворимых компонентов пищи. Если желчные кислоты образуются или секретируются в недостаточном количестве, как это имеет место при ряде заболеваний, то непереваренные и непоглощенные жиры появляются в кале. При этом ухудшается всасывание жирорастворимых витаминов A, D, Е и К и может возникнуть пищевая недостаточность витамина А.

Расщепленные питательные вещества попавшие в кровь транспортируются в печень. В клетках печени – гепатоцитах глюкоза, аминокислоты и свободные жирные кислоты включаются в обменные процеесы организма.

Таким образом, процесс усвоение пищевых продуктов у млекопитающих осуществляется в желудочно-кишечном тракте и основан на ферментативно-кислотном гидролизе: 

· полисахаридов (крахмала и целлюлозы) до ди- и моносахаридов,

· белков до аминокислот,

· липидов до жирных кислот,

с последующим всасыванием клетками тонкого кишечника в кровь, поступлением с кровотоком в печень и включением в обменные процессы организма. 

Контрольные вопросы:

1. Что происходит с химическим составом пищевых продуктов при переработке?

2. Каким образом осуществляется сахароаминная реакция?

3. Какими свойствами обладают меланоидины?

4. Какие химические вещества обуславливают текстуру, цвет и аромат пищевых продуктов?

5. Как происходит усвоение белков у млекопитающих?

6. Как происходит усвоение углеводов у млекопитающих?

7. Как происходит усвоение жиров у млекопитающих?

Глава 2.

КАЧЕСТВО ПРОДУКТОВ ПИТАНИЯ


Совокупность химических превращений веществ, поступающих в организм извне; превращения этих веществ в клетках, приводящие к образованию энергии, необходимой для осуществления всех многочисленных функций организма называют обменом веществ и энергии. В основе обмена веществ и энергии лежат ферментативные процессы двух типов, тесно друг с другом связанные и взаимообусловленные. Первый тип таких процессов называется ассимиляцией или анаболизмом. Эти процессы связаны с потреблением энергии и приводят к усвоению клетками соединений, поступающих в организм из внешней среды, синтезу в клетке из более простых более сложных молекул. Второй тип ферментативных процессов называется диссимиляцией или катаболизмом. Эти процессы направлены на расщепление веществ, как поступающих в клетку извне, так и входящих в состав клеток организма, и сопровождаются выделением энергии. Энергия, высвобождающаяся при расщеплении пищевых и других веществ, используется для всех процессов жизнедеятельности: сокращения мышц, проведения нервных импульсов, поддержания температуры тела, различных процессов синтеза, поддержания физиологических концентраций органических и неорганических ионов по обе стороны клеточной мембраны (внутри и вне клетки) и др. Превращение различных веществ с момента их поступления в организм и до образования конечных продуктов распада называется промежуточным обменом веществ и энергии или метаболизмом.  


Участвующие в названных процессах химические элементы и соединения принято называть пищевыми или нутриентами. Основными из них являются: белки, жиры, углеводы, минеральные вещества и витамины. В настоящее время известно, что для жизненного равновесия организму необходимо более 60 видов пищевых веществ. По характеру их использования в организме они подразделяются на пластические (идут на построение собственных тканей организма; основные: белки, жиры и  минеральные вещества);  энергетические (в основном углеводы, при их недостатке и тяжелом физическом труде источником энергии становятся также жиры и белки); и регуляторные (участвуют в регулировании обмена веществ, в основном – витамины). 


 Количественная и качественная оценка питания обусловлена его влиянием на здоровье и работоспособность. Под количественной оценкой суточного рациона понимают не его объем, а энергию, высвобождающуюся при окислении  в организме основных пищевых веществ. Качественная характеристика рациона исходит из содержания в нем отдельных пищевых веществ и их соотношений. Только при количественной достаточности и благоприятных соотношениях пищевых веществ обеспечиваются наиболее полное проявление их биологических свойств и максимальное использование, а также оптимальное течение обменных процессов. Полноценное во всех отношениях питание принято называть рациональным, то есть удовлетворяющим энергетические, пластические и другие потребности организма. Следует отметить, что в большинстве случаев вкусное и сытное питание этому требованию не соответствует. 


До недавнего времени переедание ассоциировалось только с ожирением, но сейчас все более широкое признание получает концепция о связи избыточного потребления отдельных пищевых веществ с возникновением определенных заболеваний: атеросклероза, ишемической болезни сердца, диабета, рака молочной железы, заболеваний сосудов мозга и инсультов, цирроза печени.


Оптимальное удовлетворение энергетической потребности организма за счет питания происходит при равенстве энергетического потенциала рациона, выражаемого в килокалориях, суммарному количеству тепловой энергии, расходуемой организмом в течение суток для поддержания жизни и осуществления трудовой деятельности. Обычно это составляет 2000–4500 ккал в зависимости от пола, возраста и физической активности. Энергоемкость рациона может быть установлена лабораторными методами, и, что значительно проще и доступнее, расчетным путем. Расчет производится исходя из содержания в продуктах питания белков, жиров и углеводов и из того, что 1 г белков и углеводов при их утилизации в организме высвобождают по 4 ккал, а 1 г жира – 9 ккал. Следует отметить, что углеводы включают в себя целую группу химически родственных соединений близкой, но неодинаковой энергетической ценности. Поэтому названный для них традиционный энергетический коэффициент (4 ккал) является усредненной величиной. 


Все требования к питанию должны быть направлены на укрепление здоровья и предотвращение заболеваний, связанных с пищевой недостаточностью. В основе неспособности удовлетворить эти требования почти всегда лежат невежество или экономическая бедность. С другой стороны, некоторые распространенные заболевания связаны с избыточным потреблением каких-то пищевых продуктов. Ожирение обычно отражает избыточное потребление пищи, богатой энергией, и часто сочетается с развитием сахарного диабета. Атеросклероз и ишемическая болезнь сердца, как правило, обусловлены приемом пищи, богатой общим и насыщенным жиром. Развитие рака молочной железы, толстого кишечника и простаты также коррелирует с высоким потреблением жира и недостаточным потреблением пищевых волокон. Одним из ведущих факторов возникновения и развития артериальной гипертонии является высокое потребление соли. Таким образом продукты питания должны не только удовлетворять потребность человека в питательных веществах и энергии, но и выполнять профилактические и, а в случае необходимости и лечебные функции.

Последние десятилетия характеризуются стойким  ухудшением показателей здоровья населения (низкая продолжительность жизни, увеличивается общая заболеваемость, смертность). Среди причин заболеваемости и смертности ведущее место занимают  сердечно-сосудистые и онкологические заболевания, развитие которых в определенной степени связано с питанием.  Одной из важнейших причин этого является несбалансированное, нерациональное, неадекватное питание.


Важнейшие нарушения статуса населения:

· избыточное потребление жиров;

· дефицит полиненасыщенных жирных кислот;

· дефицит витаминов (аскорбиновой кислоты, В2, В1, фолиевой кислоты, витамина А и (-каротина и др.);

· дефицит полноценных (животных) белков, т.е. дефицит эссенциальных аминокислот;

· дефицит минеральных веществ (кальция, железа);

· дефицит микроэлементов (селена, йода, цинка, фтора, хрома, марганца и др.);

· дефицит пищевых волокон.


Негативное влияние оказывает потребление некачественных, фальсифицированных и опасных для здоровья человека продуктов.


Создание новых и совершенствование технологии получения традиционных продуктов, производство растительного белка, биологически активных добавок, организация индустрии  продуктов детского питания – предмет исследований пищевой химии, пищевой биотехнологии. Решение перечисленных вопросов требует знания методов исследования пищевого сырья и готовых продуктов.


Контроль качества продуктов питания  осуществляется на трех стадиях:

    1.Контроль на производстве (сельское хозяйство). В лабораториях сельскохозяйственных предприятий осуществляется первичный контроль качества продукции, например, определение жирности молока, качества зерна.

    2.Контроль в перерабатывающей промышленности. Большинство предприятий, производящих продукты питания, имеют химические, а часто и бактериологические лаборатории. При отсутствии на предприятии лаборатории, предприятие обязано заключить  договор  с Центром гигиены и эпидемиологии, выполняющими в таком случае анализы продукции.

Различные нормативные документы (государственные, отраслевые стандарты и стандарты предприятий) устанавливают всесторонние технические требования к конкретной продукции при ее изготовлении, поставке, а также правила приемки, методы контроля качества.

    3.Контроль по линии Минздрава, осуществляемый центрами гигиены и эпидемиологии (ЦГЭ).


Для ЦГЭ установлены общие стандарты и требования по применению стандартов на методы отбора проб и методики исследований и измерений, так как получение сравнимых и достоверных результатов лабораторных анализов пищевых продуктов диктует необходимость унификации и единообразия использования методов исследования. Поскольку на основании результатов анализа применяются необходимые санкции к виновным лицам, то юридическая значимость применения утвержденных методов лабораторного анализа имеет первостепенное значение. При проведении исследований, прежде всего, используют методы, предусмотренные нормативно-технической документацией, а при определении вредных веществ, – методы, утвержденные Минздравом. Существуют ГОСТы по отбору проб, калибровке посуды, непосредственно по методам анализа и применяемой для анализа аппаратуре. Оформление результатов лабораторных исследований также регламентировано: для их выражения должны использоваться единицы СИ. В работе ЦГЭ используются методики, утвержденные Минздравом, и методики ГОСТ (до утверждения методик Госстандартом, они должны быть согласованы с Минздравом). Методики, не утвержденные Минздравом, могут использоваться в ЦГЭ только для научной работы и выдача официальных заключений в этих случаях запрещается. Таким образам, для проведения анализа продуктов питания и правильной интерпретации результатов анализа необходимо не только владение методами аналитической химии, но и осведомленность о существующих законодательных требованиях.


Ввиду загрязнения окружающей среды, как уже говорилось, продукты питания могут содержать самые разнообразные вещества, многие из которых токсичны и канцерогенны. В связи с этим необходимо проводить экспертизу качества и безопасности продуктов питания определять содержание в них вредных веществ, пищевых добавок и пр.


Текущий государственный надзор и гигиеническая экспертиза безопасности продуктов питания – это осуществление в обязательном порядке следующих лабораторных исследований:

1) Определение остаточных количеств пестицидов, в том числе фумигантов, используя групповые методы идентификации с помощью ТСХ и ВЭЖХ.

2) Определение микотоксинов методами ТСХ и инструментальными методами (ГЖХ, ВЭЖХ).

3) Определение тяжелых металлов колориметрическим методом, методом атомной адсорбции и другими высокочувствительными методами.

4) Определение микробиологических показателей.

5) Определение гормональных препаратов.

6) Определение пищевых добавок.

§ 2.1. Виды и отбор проб. Пробоподготовка


Как уже говорилось, контроль продуктов питания осуществляется на трех этапах. Анализ на любом из указанных этапов включает, как правило, следующие стадии:

- отбор пробы;
- приготовление гомогенной смеси для анализа;
- выделение целевого компонента;
- непосредственно анализ.

Одной из самых важных стадий является отбор проб.


Основное требование к отбору пробы для анализа: проба должна отражать свойства всей партии пищевых продуктов или части такой партии. Партией называется продукция одного наименования, одного изготовителя, одного  способа обработки и сорта, оформленного одним документом.


Применение результатов анализа основано на внутреннем убеждении, что результаты, полученные для данной пробы, применимы ко всей массе продукта, из которого она взята. Это предположение справедливо только при условии, что химический состав пробы правильно отражает состав массы продукта. Выражение «отбор пробы» относят к операциям, состоящим в отборе достаточного количества продукта, представляющего целое.  Масса пробы на конечной стадии отбора составляет несколько граммов или, самое большое, несколько сотен граммов. И хотя она может представлять всего одну миллионную часть общей массы партии, состав пробы должен максимально приближаться к среднему составу общей массы. Если исследуемый материал представляет собой неоднородное вещество, задача получения представительной пробы трудна. Ясно, что надежность анализа не может превышать надежности отбора пробы; даже самая тщательная работа над плохо отобранной пробой – просто трата сил.  


Различают несколько видов проб: 

а) первичную, или генеральную пробу отбирают на первом этапе от большой массы материала;

б) лабораторную, или паспортную (0,2–0,3 кг) пробу получают после уменьшения генеральной пробы до массы необходимой для проведения полностью всего анализа;

в) аналитическую пробу – отбирают от лабораторной для единичного определения.

Перед отбором генеральной пробы необходимо определить ее представительность, а при получении лабораторной, кроме того, рассчитать массу пробы, позволяющую провести весь анализ. Под представительностью понимают соответствие состава пробы среднему составу анализируемого материала. Если материал неоднороден, получению представительной пробы необходимо уделить самое серьезное внимание, чтобы результаты отвечали действительному составу материала. 


Методы отбора представительной пробы зависят от характера материала. Если анализу подвергается жидкий продукт, находящийся в большой емкости, то перед взятием пробы ее достаточно перемешать. При отборе пробы из нескольких емкостей жидкость в каждой из них перемешивают, отбирают из каждой емкости одинаковые объемы жидкости и смешивают их друг с другом. Если жидкие материалы расфасованы (например, напитки в бутылках и банках), из определенного числа упаковок каждой серии отбирают по несколько бутылок или банок, содержимое которых достаточно для проведения всех необходимых анализов (3 раза). Емкости вскрывают и жидкость смешивают. Для отбора проб жидкостей применяют специальные пробоотборники, которые погружают на определенную глубину и захватывают ими порции жидкости.


Пробы вязких материалов отбирают после тщательного перемешивания из верхней, средней и нижней частей массы.


Пробы твердых и сыпучих материалов отбирают из разных мест упаковки, стремясь, чтобы были захвачены наружные и внутренние слои продукта, которые могут отличаться составом вследствие увлажнения, выветривания. Отобрав представительную первичную пробу сухих продуктов, ее измельчают, перемешивают и сокращают до размеров лабораторной пробы. Сокращение обычно проводят квартованием. При квартовании измельченную пробу высыпают на ровную поверхность, перемешивают, разравнивают в форме квадрата и делят квадрат по диагонали на четыре части. Две противоположные части отбрасывают, затем с остатком повторяют квартование до получения необходимой лабораторной пробы. Масса лабораторной пробы зависит от содержания определяемого вещества и чувствительности применяемой методики анализа. Чем чувствительнее методика, тем меньше масса лабораторной пробы. 


Подготовив лабораторную пробу, для проведения анализов из нее отбирают аналитические пробы, которые взвешивают на аналитических или технических весах и подвергают дальнейшей аналитической обработке.  Анализ проводят несколько раз и полученные данные усредняют. Обязательным условием получения средних величин определяемых показателей является повторность исследования продукта. Обязательным минимумом считают трехкратность исследований.

Методы извлечения целевых компонентов. Анализируя продукты питания определяют содержание в них различных химических элементов, неорганических и органических соединений.  Анализу продукта на конкретный его компонент предшествует, как правило, выделение этого компонента. Если определяют неорганические соединения и элементы, предварительно необходимо минерализовать пробу, т.е. разложить органическую матрицу, и выделить определяемое соединение. Минерализацию проб проводят, как правило, методами сухого или мокрого озоления. При определении органических соединений для выделения целевого компонента часто используют экстракцию. Подготовку пробы образца к исследованию производят непосредственно перед анализом.

Сухое озоление. Простейший и наиболее доступный метод минерализации заключается в нагревании пробы в муфельной печи в открытой чашке или тигле до тех пор, пока весь углеродсодержащий материал не окислится до углекислого газа. Обычно озоление проводят при температуре 400–500°С. Твердый остаток затем растворяется в разбавленных минеральных кислотах и анализируется. Иногда после разложения золу обрабатывают азотной или соляной кислотой и выпаривают досуха. Наряду с достоинствами  метод сухого озоления обладает рядом недостатков. Во-первых, метод этот достаточно длительный (14–16 часов). Во-вторых,  метод неприменим для определения летучих компонентов, например, ртути, сурьмы, мышьяка, висмута, селена. Возможны также потери кадмия и свинца. Потери происходят за счет улетучивания элементов в виде хлоридов, металлорганических соединений,  за счет сорбции на стенках тигля, а также при растворении (часть моет оставаться в твердом не растворяющемся осадке). Если исследуемый продукт содержит поваренную соль,  то во избежание потерь летучих хлоридов, озоление ведут при невысокой температуре – не выше 500°С.


Иногда для создания окислительной среды и ускорения минерализации пробу смачивают раствором смеси нитрата магния и соли молибдена или ванадия. При этом исключается потеря элементов за счет образования летучих хлоридов, т.к. хлорид-ионы окисляются до свободного хлора. Для снижения потерь при озолении используют низкотемпературное озоление в атмосфере кислорода под действием высокочастотного поля (10–15 часов). Использовать ускоренные методы сухого озоления (добавление нитратов, спирта, повышение температуры до 600°С) можно только для конкретных продуктов после тщательной проверки  и сравнения с обычным методом сухой или мокрой минерализации.


Мокрое озоление. Мокрое озоление представляет собой окисление с использованием жидких окислителей, таких, как серная, азотная и хлорная кислоты. Основная проблема, возникающая при использовании этих реагентов, заключается в предотвращении потерь элементов вследствие улетучивания.  Наиболее часто для проведения мокрого озоления используется концентрированная серная кислота. Для увеличения скорости окисления к раствору добавляют азотную кислоту. Еще более эффективным реагентом, чем смеси серной и азотной кислот, является смесь хлорной и азотной кислот. По мере нагревания продукта со смесью азотной и хлорной кислот азотная кислота реагирует с наиболее легко окисляющимися веществами. При продолжении нагревания вода и азотная кислота удаляются за счет разложения и упаривания, и раствор постепенно становится сильным окислителем. Потери ионов металлов при этом незначительны. 


В методе мокрого озоления применяются следующие смеси кислот: HNO3:HClO4:H2SO4 = 3:2:1 (окисление начинают с азотной кислоты, далее температуру повышают и добавляют остальные кислоты до полного разложения(200°С) и осветления раствора), HNO3:HClO4 = 2:1 а также смесь H2SO4 с H2O2.  Эффективным способом разложения пробы является нагревание пробы в закрытом тефлоновом автоклаве с использованием окисляющей смеси из соляной, серной и плавиковой кислот. При температуре 160°С и давлении 50 атм. за 10–60 мин разлагаются самые трудноокисляемые продукты. 


Экстракция. Для извлечения из проб пищевых продуктов органических веществ, как уже говорилось, используется экстракция. Экстракция – процесс распределения вещества между двумя или более несмешивающимися фазами. Экстрагент – вещество,  вводимое в одну из фаз экстракционной системы с целью усиления экстракции. При анализе продуктов питания в качестве экстрагентов применяют воду, диэтилацетат, спирты, дихлорметан, бензол, ацетон и др. Выбор экстрагента зависит от природы экстрагируемого соединения (его гидрофобности), от природы пищевых продуктов. Экстракционный способ однако имеет недостаток: необходимость отгонки значительных объемов растворителя, что может привести к потерям веществ, особенно летучих или образующих с растворителем азеотропы. Более подробно применяющиеся в пробоподготовке виды экстракции описаны в разделе 2.7. Пестициды.

§ 2.2. Вода в пищевых продуктах и ее определениеPRIVATE 

Вода сама по себе не имеет питательной ценности, но она непременная составная часть всего живого. В растениях содержится до 90% влаги, в теле взрослого человека около 65%. Определенное содержание воды – одно из необходимых условий существования живого организма. При изменении количества потребляемой воды и ее солевого состава нарушаются процессы пищеварения и кроветворения. Без воды невозможна регуляция теплообмена организма с окружающей средой и поддержание постоянной температуры тела. Очень важен минеральный состав вод. Человек употребляет для питья воду, содержащую 0,02–2 г минеральных веществ на  1 л.  Питьевая вода должна отвечать гигиеническим критериям, установленным ГОСТ. Так, питьевая вода должна иметь общую жесткость не более 7 мг·экв/л; допускается содержание свинца не более 0,1 мг/л; цинка – 5 мг/л; мышьяка – 0,05 мг/л. Систематический контроль за качеством питьевой воды осуществляется ЦГЭ. В рамках курса «Анализ продуктов питания» представляют интерес не методы анализа воды, а методы ее определения в продуктах питания. 


Вода является основным составным компонентом многих пищевых продуктов. Так, мясо содержит 60–80%  воды, овощи – 80–90%, мука – 12–14, кофе-зерна (обжаренный) – 5, масло, маргарин – 16–18, сыр – 37, молоко – 87–89%, напитки 90 и выше.

Вода в пищевых продуктах обуславливает консистенцию и структуру продукта, а ее взаимодействие с присутствующими компонентами определяет устойчивость продукта при хранении. Общая влажность продукта указывает на количество влаги в нем, но не характеризует ее причастность к химическим, биохимическим и микробиологическим изменениям в продукте. В обеспечении его устойчивости при хранении важную роль играет соотношение свободной и связанной влаги.


Связанная влага – это ассоциированная вода, прочно связанная с различными компонентами – белками, липидами и углеводами за счет химических и физических связей.


Свободная влага – это влага, не связанная полимером и доступная для протекания биохимических, химических и микробиологических реакций.


Например,  при влажности зерна 15–20% связанная вода составляет 10–15%. При большей влажности появляется свободная влага, способствующая усилению биохимических процессов (например, прорастанию зерна).


Плоды и овощи имеют влажность 75–95%. В основном, это свободная вода, однако примерно 5% влаги удерживается клеточными коллоидами в прочно связанном состоянии. Поэтому овощи и плоды легко высушить до 10–12%, но сушка до более низкой влажности требует применения специальных методов.


Большая часть воды в продукте может быть превращена в лед при –5°С, а вся – при –50ºС и ниже. Однако определенная доля прочно связанной влаги не замерзает даже при температуре –60ºС.


«Связывание воды» и «гидратация» – определения, характеризующие способность воды к ассоциации с различной степенью прочности гидрофильными веществами. Размер и сила связывания воды или гидратации зависит от таких факторов, как природа неводного компонента, состав соли, рН, температура.


Существует целый ряд определений «связанной воды» (не замерзает при низкой температуре; не может служить растворителем для добавленных веществ; дает полосу в спектрах протонного магнитного резонанса и др.). Количественная оценка по этим признакам не всегда сходится. Большинство исследователей склоняются к следующему определению. Связанная влага – это вода, которая существует вблизи растворенного вещества и других неводных компонентов, имеет уменьшенную молекулярную подвижность и другие свойства, отличающиеся от всей массы воды в той же системе, и не замерзает при  –40ºС. Такое определение объясняет физическую сущность связанной воды и обеспечивает возможность  сравнительно точной ее количественно оценки, т.к. вода, незамерзающая при –40ºС, может быть измерена с удовлетворительным результатом (например, методом ПМР или калориметрическим). При этом действительное содержание связанной влаги изменяется в зависимости от вида продукта.


Причины связывания влаги  в сложных системах различны.

· Органически связанная вода – очень малая часть воды в высоко влажных продуктах и находится, например, в щелевых областях белка или в составе сложных гидратов.

· Близлежащая влага – монослой при большинстве гидрофильных групп неводного компонента – наиболее прочно связанный тип близлежащей воды.

· Вода, находящаяся в капиллярах клеточных систем.

· Вода, удерживаемая макромолекулярной матрицей (гели пектина и крахмала удерживают большое количество воды).


Вода в продуктах питания и ее содержание являются важнейшими факторами, влияющими на устойчивость продуктов при хранении. В продуктах с низкой влажностью могут происходить окисление жиров, неферментативное  потемнение, потеря водорастворимых веществ (витаминов), порча, вызванная ферментами. Активность микроорганизмов здесь подавлена. В продуктах  с промежуточной влажностью могут протекать разные процессы, в том числе с участием микроорганизмов. В процессах, протекающих при высокой влажности, микроорганизмам принадлежит решающая роль (пищевые отравления).

Для достижения требуемой активности воды добавляют различные ингредиенты в продукт. Применяя увлажнители можно увеличить влажность продукта, но снизить активность воды. Потенциальными увлажнителями для пищевых продуктов являются крахмал, молочная кислота, сахара, глицерин и др.

2.2.1. Определение общего содержания влаги

Количественное содержание влаги и сухих веществ в пищевых продуктах определяют обыкновенно одним исследованием, направленным на установление веса одного из названных компонентов во взятой навеске; вес другого определяют как арифметическую разность  между весом навески и весом найденного компонента.


Для указанных исследований предложено большое количество методов. Выбор конкретного метода зависит от природы продукта, в котором нужно определить влагу.


Метод высушивания. Принцип метода заключается в том, что определенную навеску вещества высушивают до постоянного веса и по разности между начальным весом и весом сухого остатка находят количество влаги в данном продукте. Высушивание проводят в сушильном шкафу при температуре 100–105ºС.  Это стандартный метод определения влаги в химическом контроле пищевых продуктов. Метод простой и доступный, но требует много времени для проведения анализа и это главный недостаток метода.


Способы ускоряющие высушивание. Для ускорения высушивания вязких веществ (консервы, джем, повидло, мед и др.) применяют разрыхлители, придающие веществу большую поверхность и препятствующие образованию на поверхности корочки. В качестве разрыхлителя пользуются песком: 10–12 г на одну пробу.


Используемый песок предварительно обрабатывают следующим образом. Песок просеивают через сито диаметром отверстий 1,5 мм и остающийся на сите диаметром 0,3 мм, промывают водой до тех пор, пока вода перестанет мутнеть (отделение глинистых продуктов). Затем песок заливают двойным объемом разбавленной соляной кислоты (1:1) и выдерживают в течение суток, периодически перемешивая. Песок снова промывают водой до нейтральной реакции промывных вод на лакмус, высушивают при 150–160ºС до постоянной массы.


Проведение испытания. В бюкс помещают речной или кварцевый песок в количестве, примерно в 2–3 раза превышающем навеску продукта. Навеску высушивают в сушильном шкафу в открытом бюксе при температуре 103ºС в течение 30 мин. Затем бюкс закрывают крышкой, охлаждают в эксикаторе до комнатной температуры и взвешивают. Во взвешенный бюкс с песком вносят навеску продукта и повторно взвешивают. К содержимому приливают этиловый спирт и помещают бюкс на водяную баню (80–90ºС) и помешивая палочкой, нагревают до исчезновения запаха этилового спирта. Затем пробу высушивают в течение 2 ч в сушильном шкафу при температуре 103ºС, охлаждают в эксикаторе и взвешивают. Высушивание продолжают до постоянной массы. Результаты двух последних взвешиваний не должны отличаться более чем на 0,1% массы навески. Взвешивание проводят с погрешностью не более 0,001 г.
Титрование по модифицированному методу Карла Фишера.  Метод основан на использовании реакции окисления-восстановления с участием йода и диоксида серы, которая протекает в присутствии воды. Использование специально подобранных органических реагентов  позволяет достигнуть полного извлечения воды из пищевого продукта, а использование в качестве органического основания имидазола способствует практически полному протеканию реакции. Содержание влаги в продукте рассчитывается по количеству йода, затраченному на титрование. Метод отличается высокой точностью и стабильностью результатов (в том числе при очень низком содержании влаги) и быстротой проведения анализа.


Реактив Фишера представляет собой раствор I2 и SO2 в пиридине и метаноле. Получают его растворением сублимированного йода в смеси безводного пиридина и абсолютного метанола. Раствор охлаждают льдом и добавляют жидкий или газообразный диоксид серы (соотношение SO2:I2 = 1:1.3). Реактив взаимодействует с водой по схеме:

Py(SO2 + CH3OH ( PyH+ ( CH3SO3–
PyH+ ( CH3SO3– + Py(I2 + H2O + Py ( 2(PyH+(I–) + PyH+(CH3SO4–
Пиридин необходим для связывания кислых продуктов реакции и создания оптимального рН в интервале 5–8. Реактив Фишера применяют для прямого и обратного титриметрического определения воды. Точку эквивалентности устанавливают по появлению или исчезновению окраски йода методом амперометрии или потенциометрии. В широко распространенном кулонометрическом варианте титрование осуществляют электрогенерированным йодом в растворе, содержащем I–, SO2, пиридин и метанол.


Используют различные модификации реактива. Так, вместо пиридина применяют диэтаноламин или имидазол, вместо йода и пиридина – смесь ацетата натрия с йодидом калия или натрия (так называемый ацетатный реактив Фишера), вместо метанола – метил- или этилцеллозольв. 


С помощью реактива Фишера определяют содержание воды (не менее 5(10–6%) не только в продуктах питания, но и в нефти, лаках, красках, лекарственных средствах и др. Реактив непригоден для определения влажности окислителей и восстановителей, реагирующих с его компонентами с поглощением или выделением воды или йода.


Двухэтапное высушивание. Так как пищевые продукты представляют, в большинстве случаев, биоколлоиды и с трудом поддаются высушиванию, то для тех из них, которые особенно богаты влагой (фрукты, овощи, хлеб, мясо и др.), рекомендуется вести высушивание в два этапа: сначала взятую навеску (10–20 г) разрезают на тонкие куски и высушивают при комнатной температуре (иногда в сушильном шкафу) до воздушно-сухого состояния, предохранив навеску от возможных загрязнений. Пробу затем взвешивают, после чего небольшую навеску (3–5 г) измельчают и досушивают в шкафу до постоянного веса при 105ºС.


Лиофильная сушка. В основу метода положено испарение (возгонка) льда без промежуточного образования воды. Метод применим для продуктов, прочно удерживающих воду (вещества, богатые белками, полисахаридами и пр.) Высушивание ведется в вакууме, но при условии предварительного замораживания взятой для анализа пробы. Исследуемый продукт слоем толщиной не более 10 мм подвергается замораживанию в сосуде при помощи угольного ангидрида. Затем сосуд быстро переносят в эксикатор, поместив сосуд на пробку для уменьшения теплопроводности. При помощи  наноса создают в эксикаторе вакуум. Испарение воды можно ускорить, если замороженный материал облучать сильным светом.


Если эксикатор не дает просачивания снаружи воздуха и сушитель действует эффективно, то, независимо от интенсивности падающей лучистой энергии, таяние льда не происходит до тех пор, пока давление в эксикаторе  будет ниже давления водяных паров надо льдом при температуре, при которой он остается в твердом состоянии. Все подводимое снаружи тепло будет превращаться при этом в скрытую теплоту парообразования.


Сушка закачивается примерно за 4 часа, если замороженный слой имеет толщину 1–2 мм; слой толщиной 10 мм следует сушить в течение 24 часов.


Иногда для удаления остаточной влаги образец сушат в вакуум-эксикаторе над Р2О5. 


Содержание влаги вычисляют по изменению массы.


В настоящее время различными фирмами производится обширный спектр приборов для лиофильной сушки, которые могут применяться как для ежедневных процессов в лабораториях, так и комплектоваться с учетом индивидуальных задач. В приборах варьируется диапазон температур (от –30 до –85ºС),  сосуды  для высушивания (колбы, бутыли, ампулы), производительность. Существуют также приборы, позволяющие готовить образцы с точно заданной толщиной слоя.  В современном приборном  исполнении  системы лиофилизации метод лиофильной сушки является экспрессным и эффективным методом определения влаги.


Высушивание инфракрасными лучами. Инфракрасные лучи (λ = 0,76 –343 нм) отличаются хорошо выраженными тепловыми свойствами («тепловые лучи»). Вода сильно поглощает тепловые лучи и  легко испаряется. Благодаря способности инфракрасных лучей проникать на некоторую глубину в вещество высушивание его идет быстро. Метод особенно ценен для контроля производственных процессов. 


В качестве источника для получения инфракрасных лучей пользуются нагретым телом, лампами накаливания, специальными инфракрасными лампами. Во время сушки контролируют температуру. Методика определения сходна с предыдущими методами.


Многие современные лаборатории используют для определения влажности продуктов специальные анализаторы влажности, в которых высушивание осуществляется инфракрасными лучами. Такие анализаторы представляют собой электронные весы, над чашкой которых установлена инфракрасная лампа. Образец помещается на чашку весов и задается температура процесса. Анализатор определяет массу образца и сам высушивает образец до постоянной массы. На табло прибора отражается содержание влаги в граммах и процентах. Метод высоко экспрессный. При массе образца 30–40 г продолжительность процесса определения влажности составляет 10–15 мин, что чрезвычайно важно в технологическом контроле на производстве.

Дистилляционный метод. Принцип метода основан на отгонке гигроскопической воды из взятой навески продукта и измерении ее количества.


Навеску заливают в колбе какой-нибудь органической жидкостью, не смешивающейся с водой и не реагирующей химически с исследуемым веществом. Чаще всего используют бензин, из которого отогнаны легкие фракции, кипящие до 95ºС. Реже применяют бензол (Ткип = 80,2ºС), толуол (Ткип = 110,8ºС) и др. При смешении воды с указанными органическими веществами получаются азеотропные смеси.
Воду отгоняют вместе с частью органического растворителя и в приемном сосуде по разделению несмешивающихся жидкостей на два слоя определяют количество отогнанной воды.


Метод применяют для определения влаги в пряностях и приправах.


Рефрактометрический метод. Принцип метода основан на изменении показателя преломления растворов в зависимости от количества растворенных в них сухих веществ. Этим методом определяют количество воды в сиропах, соках, настоях и др.).

2.2.2. Определение свободной и связанной влаги


Дифференциальная сканирующая калориметрия. Если образец охладить до температуры меньше 0ºС, то свободная влага замерзнет, связанная – нет. При нагревании замороженного образца в калориметре можно измерить тепло, потребляемое при таянии льда. Незамерзающая вода определяется как разница между общей и замерзающей водой.


Термогравиметрический метод. Метод основан на определении скорости высушивания. В контролируемых условиях граница между областью постоянной скорости высушивания и областью, где эта скорость снижается, характеризует связанную влагу.


Диэлектрические измерения. Метод основан на том, что при 0ºС значения диэлектрической проницаемости воды и льда примерно равны. Но если часть влаги связана, то ее диэлектрические свойства должны сильно отличаться от диэлектрических свойств объемной воды и льда.


Измерения теплоемкости. Теплоемкость воды больше, чем теплоемкость льда, т.к. с повышением температуры в воде происходит разрыв водородных связей. Это свойство используют для изучения подвижности  молекул воды. Значение теплоемкости воды в зависимости от ее содержания в полимерах дает сведения о количестве связанной воды. Если при низких концентрациях вода специфически связана, то ее вклад в теплоемкость мал. В области высоких значений влажности ее в основном определяет  свободная влага, вклад которой в теплоемкость примерно в 2 раза больше, чем льда.


ЯМР. Метод заключается в изучении подвижности воды в неподвижной матрице. При наличии свободной и связанной влаги получают две линии в спектре ЯМР вместо одной для объемной воды.

Контрольные вопросы:

8. Какие функции выполняет вода в пищевых продуктах?

9. Что такое свободная и связанная влага?

10. Как влажность продукта влияет на устойчивость его при хранении?

11. Как на устойчивость продукта при хранении влияет соотношение свободной и связанной влаги?

12. Какие существуют методы определения общей влажности продукта, свободной и связанной влаги в пищевых продуктах?

§ 2.3. Белки

2.3.1. Классификация белков и их значение для жизнедеятельности организма
Пептиды – вещества, молекулы которых построены из остатков (-аминокислот, соединенных между собой пептидными связями. По  числу аминокислотных остатков различают: дипептиды, три-, тетра- ... пептиды. Пептиды, содержащие до 10 остатков называются олигопептидами, более 10 – полипептидами. Природные полипептиды с молекулярной массой более 6000 называются белками.

Белки в питании человека занимают особое место. Они выполняют ряд специфических функций, свойственных только живой материи. Белковые вещества наделяют организм пластическими свойствами, заключающимися в построении структур клеточных структур (рибосом, митохондрий и т.д.), и обеспечивают обмен между организмом и окружающей внешней средой. В обмене веществ участвуют как структурные белки клеток и тканей, так и ферментные гормональные системы. Белки координируют и регулируют все то многообразие химических превращений в организме, которое обеспечивает функционирование его как единого целого.

Пептиды имеют очень большое биомедицинское значение; особенно велика их роль в эндокринологии. Пептидами являются важнейшие гормоны человека. Их часто назначают больным для коррекции соответствующей недостаточности. Самый известный пример – введение инсулина больным сахарным диабетом. Пептидами являются также различные антибиотики и некоторые противоопухолевые препараты.

  На долю белков приходится не менее 50% сухой массы органических соединений животной клетки.

  Функционирование белков лежит в основе важнейших процессов жизнедеятельности организма. 

По функциям белки делят на:

1. Ферменты;
2. Структурные; 

3. Регуляторные; 

4. Рецепторные; 

5. Транспортные; 

6. Защитные.

 Обмен веществ (пищеварение, дыхание и др.), мышечное сокращение, нервная проводимость и жизнь клетки неразрывно связаны с активностью ферментов – высокоспецифических катализаторов биохимических реакций, являющихся белками. Основу костной и соединительной  тканей составляют структурные белки, например, коллаген. Важнейшую группу составляют регуляторные белки, контролирующие биосинтез белков и нуклеиновых кислот. К регуляторным белкам относятся также пептидно-белковые гормоны, которые сикретируются эндокринными железами. Информация о состоянии внешней среды, различные регуляторные сигналы воспринимаются с помощью рецепторнных белков. В активном транспорте ионов, липидов, сахаров и аминокислот через биологические мембраны участвуют транспортные белки, или белки-переносчики. К последним относятся также гемоглобин и миоглобин, осуществляющие перенос кислорода. Защитные системы высших организмов формируются защитными белками, к которым относятся иммуноглобулины (ответственные за иммунитет), белки системы свертывания крови (тромбин, фибрин) и противовирусный белок интерферон. 

Каждый белок характеризуется специфической аминокислотной последовательностью и индивидуальной пространственной структурой.


По составу белки делят на простые, состоящие только из аминокислотных остатков и сложные. Сложные могут включать ионы металла (металлопротеиды), образовывать прочные комплексы с липидами (липопротеиды), нуклеиновыми кислотами (нуклеопротеиды), а также ковалентно связывать остаток фосфорной кислоты (фосфорпротеиды), углеводы (гликопротеины).


В соответствии с формой молекул белки подразделяют на глобулярные и фибриллярные. Молекулы первых свернуты в компактные глобулы сферической и элипсоидной формы, молекулы вторых образуют длинные волокна (фибриллы) и высокоассиметричны. Большинство глобулярных белков, в отличие от фибриллярных, растворимы в воде. 

Как уже говорилось, белки являются одним из компонентов, определяющим пищевую ценность продуктов питания. Это – наиболее ценный компонент пищи. Белки участвуют в важнейших функциях организма. Основное же значение белков заключается в их незаменимости другими пищевыми веществами. 

Белки пищи в организме расщепляются до аминокислот (табл. 2.1). В 
Таблица 2.1. – Аминокислоты
	Наименование
	Молекулярная 

масса
	Формула
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	Лейцин 

(Лей; Leu)
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	 Треонин

(Тре; Tre)
	119,0
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	146,0
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	165,0
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природе обнаружено около 300 аминокислот, однако в белках обнаружено только 20 из них. В результате полного гидролиза белков высвобождается до 20 (-аминокислот. Одни и те же 20 аминокислот присутствуют в белковых молекулах всех форм жизни – растений, животных, микроорганизмов.

Определенная часть аминокислот, образовавшихся в процессе расщепления белка в организме,  в свою очередь, расщепляется до органических кетокислот, из которых в организме вновь синтезируются новые аминокислоты, а затем белки. Это так называемые заменимые аминокислоты. Однако восемь аминокислот, а именно: изолейцин, лейцин, лизин, метионин, фенилаланин, триптофан, треонин и валин – не могут образовываться в организме взрослого человека из других аминокислот и поступают в организм только с пищей. Эти аминокислоты называются незаменимыми. Клетки организма человека не могут синтезировать необходимые белки, если в составе пищи отсутствует хотя бы одна незаменимая аминокислота. При недостатке незаменимых кислот задерживаются рост и развитие организма. Еще две аминокислоты, цистеин и тирозин, могут образовываться из незаменимых аминоксилот, метионина и фенилаланина, соответственно. При недостатке фенилаланина и метионина в пище цистеин и тирозин становятся незаменимыми аминокислотами. Оптимальное содержание незаменимых аминокислот в пищевом белке зависит в определенной степени от возраста, пола, профессии человека. 


При сравнении фактического аминокислотного состава различных пищевых белков с оптимальным выяснилось, что не все они полноценны.


Животные и растительные белки заметно отличаются по биологической ценности. Аминокислотный состав животных белков близок к аминокислотному составу человека. Животные белки наиболее близки к «идеальному», особенно те, что содержатся в продуктах, не подвергавшейся тепловой обработке. Большинство растительных белков содержат недостаточное количество одной или даже двух-трех незаменимых аминокислот (кукуруза, зерно бедны триптофаном и лизином; бобовые содержат недостаточное количество метионина). Кроме того, растительные белки усваиваются хуже, чем животные: яиц и молока - на 96%, рыбы и мяса – на 95%, картофеля, бобовых – на 70%. Плохая усвояемость растительных белков объясняется в значительной степени содержанием в растительных продуктах клетчатки, которая снижает усвояемость и других компонентов пищи (жиров, углеводов, витаминов и минеральных веществ). Высокой ценностью обладают белки яйца и молока, они эффективно используются организмом и применяются в качестве стандарта при оценке других белков. 

Недостаток  в питании белка весьма чувствительно сказывается на состоянии организма. У детей при белковой недостаточности замедляется рост и умственное развитие, нарушается костеобразование. У большинства людей нарушается кровотворение, обмен жиров и витаминов (возникают гиповитаминозы), снижается сопротивляемость к инфекциям, простудам, а сами заболевания протекают с осложнениями. Надо добавить, что белки обладают заметной способностью к детоксикации некоторых ядовитых веществ в результате связывания их в трудно усваиваемые комплексы. 


Вместе с тем не следует забывать об отрицательном влиянии избытка белка в питании. Из-за большой реакционной способности организм переносит избыток белков гораздо хуже, чем многих других пищевых веществ, например, жиров и углеводов. В первую очередь страдают печень и почки, так как печень перегружается от чрезмерно большого количества проступающих в нее аминокислот, а почки от выделения с мочой повышенного количества продуктов обмена белков; увеличивается вероятность заболеваний суставов, ожирения (излишнее количество белка после соответствующих превращений отчасти используется для синтеза жиров). 


Норма потребления белка около 85 г «среднего» белка. В пересчете на идеальный белок – 60 г в день. Эта величина носит ориентировочный характер, так как она зависит от возраста человека, пола, характера профессиональной деятельности, физиологического состояния, климата, индивидуальных и национальных особенностей и степени загрязнения окружающей среды. Потребность в белке увеличена у младенцев и детей; возрастает она также в период беременности, лактации, заживления ран, выздоровлении и в условиях повышенной физической активности. В ежедневном рационе взрослого человека белки должны составлять в среднем 12% калорийности, 55% их – животного происхождения. Основной источник животного белка – мясо, молоко и молочные продукты, а растительного – хлеб и крупы. При этом белки в определенном соотношении должны сочетаться с другими пищевыми веществами – жирами и углеводами. Энергия, извлекаемая из углеводов и жиров, влияет на потребность в белке, поскольку она способствует сбережению белка как источника энергии. Для эффективного использования пищевого белка и для сведения потребности в нем до минимума необходимо обеспечить адекватное поступление энергии из небелковых источников, в частности из углеводов, которые оберегают белок от использования его в процессе глюкогенеза.          

2.3.2. Определение общего белка

Состав белков непостоянен. Обычно белки состоят из углерода (50–55%), кислорода (25–30%), азота (9–15%), серы (0,5–2,5%).  При анализе продуктов питания часто под словом «белок» понимается количество общего азота, определенного по Кьельдалю, умноженное на соответствующий коэффициент пересчета, указанный в таблицах (в среднем – 6,25). Метод Кьельдаля – один из наиболее широко применяемых методов анализа. Он не требует специального оборудования и удобен для серийного анализа большого количества образцов. Это стандартный метод определения белкового азота в зерне, мясе и других биологических материалах. 


Суть метода состоит в том, что анализируемый образец окисляют горячей концентрированной серной кислотой; в процессе окисления связанный азот превращается в ион аммония. Затем раствор обрабатывают избытком сильного основания, в результате чего выделяется аммиак, который определяют различными методами. По  способу определения количества выделившегося аммиака метод Кьельдаля может иметь титриметрическое или фотометрическое окончание.

Важнейшей стадией в методе Кьельдаля является окисление серной кислотой. Углерод и водород, содержащиеся в образце, превращаются соответственно в углекислый газ и воду. Степень превращения азота, однако, зависит от его состояния в исходном соединении. Если он присутствует в виде амида или амина, как, например, в белковых веществах, превращение его в ион аммония происходит всегда почти количественно. Если же азот присутствует в высоких степенях окисления, например, в виде нитро-, азо- и азоксигрупп, на стадии окисления образца он превращается в молекулярный азот или оксиды азота и не удерживается серной кислотой. Это приводит к занижению результатов, и чтобы предотвратить потери, образец подвергают предварительной обработке восстановителем (салициловой кислотой или тиосульфатом натрия). При такой обработке азот переходит в соединения с более низкими степенями окисления, из которых он легче превращается в ион аммония при обработке серной кислотой. Стадия окисления является наиболее длительной в методе Кьельдаля – час и более. Для ускорения стараются повысить температуру кипения серной кислоты и, следовательно, температуру процесса окисления, путем добавления нейтральной соли, например, сульфата калия. Попытки ускорить стадию окисления введением таких сильных окислителей, как хлорная кислота, перманганат калия и перекись водорода, оказались неудачными, поскольку ион аммония частично окисляется до летучих оксидов азота.


Стадию окисления катализируют многие вещества: ртуть, медь и селен – как в связанном состоянии, так и в элементном. В качестве катализаторов используют также комбинацию упомянутых веществ. Главный эффект селена состоит в том, что он сокращает время разложения до образования прозрачного раствора, хотя образование совершенно прозрачного раствора не всегда равнозначно количественному разложению вещества. Следует применять незначительное количество селенового катализатора, так как при его увеличении возрастает потеря азота.  Продолжительность нагревания тоже не должна быть слишком большой. Таким образом, количество катализатора и продолжительность нагрева имеют оптимум, который необходимо учитывать.


При определении  общего азота в колбу Кьельдаля (длиногорлая колба, предназначенная для окисления и отгонки аммиака) помещают точно взвешенную навеску анализируемой пробы в пергаментной бумаге, приливают серную кислоту. Для удаления образующейся пены добавляют кусочек парафина. Колбу помещают на плитку и нагревают. После завершения окисления (жидкость осветлится) содержимое колбы разбавляют водой и добавляют щелочь (30% NaOH) для выделения аммиака. Аммиак отгоняют (часто с водяным паром) в колбу с раствором кислоты. 

Титритримеческое определения азота по Кьельдалю. Существуют два титриметрических способа определения собранного аммиака. В одном из них в приемник помещают известное количество стандартного раствора кислоты. По окончании отгонки избыток кислоты оттитровывают стандартным раствором щелочи. Другой удобный способ, требующий применения только одного стандартного раствора, состоит в том, что в приемник  вводят некоторый избыток борной кислоты. 
HBO2 + NH3 = NH4+ + BO2–
   Образующийся борат, количество которого эквивалентно количеству аммиака, является достаточно сильным основанием и его можно титровать стандартным раствором HCl:

BO2– + H3O+ = HBO2 + H2O.

Титрование проводится потенциометрически или с использованием индикаторов.
Как уже говорилось, метод Кьельдаля позволяет выделять азот в виде аммиака только из аминов и их производных. Некоторые азотсодержащие соединения (нитро-, нитрозо-, азо-соединения и др.) в этих условиях образуют на ряду с аммиаком молекулярный азот, что приводит к получению заниженных данных. Однако, несмотря на это, метод Кьельдаля нашел широкое применения в биохимии и анализе пищевых продуктов. Метод относительно прост, легко поддается автоматизации и хорошо воспроизводим. В настоящее время процедура определения белка по Кьельдалю стандартизирована в международном масштабе и выпускается оборудование, позволяющее быстро и точно определять содержание общего азота. Такое оборудование включает блок разложения и систему дистилляции. Блоки разложения проб позволяют одновременно разлагать до 12 проб различного объема. Разложение идет под действием серной кислоты с использованием ИК-лучей и максимальная температура процесса  может достигать 750ºС. Система дистилляции дает возможность отгонять аммиак с паром и титриметрически (с использованием стеклянного электрода) определять его количество. Следует отметить, что существуют такие системы, в которых и дистилляция, и титрование проводятся в автоматическом режиме и работа, как системы дистилляции, так и блока разложения контролируется микропроцессором, а результаты анализа могут регистрироваться с помощью персонального компьютера.

Фотометрическое определение азота по Кьельдалю. Для ускорения определения аммиака используется его фотометрическое определение. Фотометрически аммиак может быть определен либо по реакции с реактивом Несслера, либо по реакции образования индофенола.

При определении первым способом, к раствору, содержащему ионы аммония, добавляют реактив Несслера, представляющий собой щелочной раствор K2[HgI4]. Продукт реакции окрашен в красно-коричневый цвет (( = 106). Оптическую плотность полученного раствора измеряют при 436 нм. Концентрацию аммиака находят по калибровочному графику, построенному по стандартным растворам сульфата аммония.
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Определение, основанное на образовании индофенола, заключается в совместном окислении фенола и аммиака.

NH3 + NaOCl = NH2Cl + NaOH
C6H5OH + NH2Cl + NaOH = H2NC6H4OH + NaCl
H2NC6H4OH + C6H5OH + NH2Cl = HOC6H4NHC6H4OH + NH4Cl
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Полученный индофенол окрашивает раствор в интенсивно синий цвет (( = 620 нм, ( = 4,5·104) по оптической плотности которого и определяют содержание аммиака. В качестве окислителей используют NaClO, хлорную или бромную вода, перекись водорода.


Завершая рассмотрения метода Кьельдаля, следует отметить, что этим методом  определяют не чистый белок, а так называемый «сырой протеин», так как вместе с азотом белка одновременно определяется азот и других соединений: аминоксилоты, амиды, алкалоиды (кофеин и др.), неорганические азотсодержащие соединения. Содержание небелковых веществ может достигать 10%. 


Для перевода количества азота в содержание белка используют коэф​фициент 6,25. Принят он потому, что большинство белков содержит 16% азота (100/6,25 = 16). Однако более правильным является использование коэффициентов, соответствующих фактическому содержанию сырого белка в каждом его виде. Так, для пшеницы получен коэффициент 5,7, так как ее белки содержат 17,5% азота. Для других белковых ресурсов коэффици​енты перевода приняты следующими: 5,7 – рожь, ячмень, овес, семена подсолнечника; 5,8 – соя; 6,25 – кукуруза, мясо; 6,38 – молоко.

Существует и некоторая условность в мето​де Кьельдаля при расчете количества белка, заключающаяся в использо​вании переводного коэффициента. Однако, несмотря на недостатки, метод Кьельдаля, как уже говорилось, является унифицированным, он включен в ГОСТы на многие пищевые продукты.

Имеются и другие методы определения азота, такие как метод Дюма, нейтронно-активационный и с фенолятгипохлоритом на приборе «Тех​никон». Принцип метода Дюма заключается в разложении органическо​го соединения в атмосфере оксида углерода до газообразного состояния с последующим измерением объема азота. В нейтронно-активационном методе атомы азота образца бомбардируются нейтронами в ядер​ном реакторе с получением изотопа I3N. Содержание белка рассчитыва​ют по количеству гамма-лучей. Определение азота на приборе «Техни​кон» осуществляется колориметрическим способом, в котором измеря​ется интенсивность сине-голубой окраски, образующейся по реакции вза​имодействия сульфата аммония, выделяющегося в процессе минерали​зации образца, со щелочным раствором фенола и гипохлорита. Все опи​санные здесь методы по точности анализа не уступают методу Кьельдаля, однако они являются достаточно дорогими.
Широкое распространение получил метод инфракрасной спектроско​пии, в основе которого лежит поглощение белками света с определенной длиной волны и измерение интенсивности его отражения в приборах-анализаторах. Приборы калибруют по образцам зерна (эталонам) с изве​стным содержанием белка, определяемым по методу Кьельдаля.
Известны методы количественного определения белка, основанные на различной степени помутнения (нефелометрический метод), способ​ности белков адсорбировать красители (кумасси синий R-250, амидочерный и др.) и преломлять лучи света (по показателю преломления). Они характеризуются высокой точностью и простотой определения, хотя име​ют ряд ограничений. Наиболее удобными являются методы с кумасси синим, биуретовый и Лоури. В основе биуретового метода лежит биуретовая реакция, в основе метода Лоури – восстановление фосфомолибденовой кислоты тирозином и триптофаном с одновременным протека​нием биуретовой реакции. По оптической плотности с использованием калибровочных графиков находят концентрацию белка в растворах.
2.3.3. Определение аминокислот

В данном  разделе будут рассмотрены методы определения аминокислот, применяющиеся не только при анализе продуктов, но в биохимии и фармацевтическом анализе.

 Общее количество аминокислот может быть проведено фотометрическим методом, основанным на определении аммиака, полученного из аминокислот по методу Кьельдаля.

 Реакция с 1-нафтолом. Для определения аргинина, гистидина, тирозина предложена реакция с 1-нафтолом. В присутствии гипохлорита натрия  (NaOCl) раствор окрашивается в красный цвет. Пробу раствора в 50% этаноле, содержащую аминокислоту, охлаждают льдом и добавляют 10% раствор NaOCl и раствор нафтола. Продукт реакции окрашен в красный цвет ((max = 550 нм). По интенсивности окраски полученного раствора определяют содержание аминокислот.
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                  Аргинин                                                         Красное соединение 550 нм

Биуретовая реакция. Одной из важнейших реакций, используемых для определения аминокислот, является биуретовая реакция. Реакция  осуществляется прибавлением к щелочному раствору биурета разбавленного водного раствора соли меди (II). При этом раствор окрашивается в интенсивный фиолетовый цвет благодаря образованию комплексного соединения.
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Амид аминокислоты

  
   В биуретовую реакцию вступают соединения, содержащие не менее 2-х амидных группировок или  аминогидроксиэтиленовую группу, а также амиды и имиды аминокислот. Эту реакцию дают  белки и концентрированные растворы аминокислот и амидов. Разбавленные растворы аминокислот не дают биуретовой реакции и поэтому реакцию можно использовать для установления конца гидролиза белка. Реакцию применяют также для качественного и количественного определения белка. На биуретовой реакции основаны используемые в клинико-диагностических лабораториях методики определения белка в крови и других биологических жидкостях.

Нингидриновая реакция. Второй важнейшей реакцией, используемой для определения аминокислот,  является нингидриновая реакция – цветная реакция на (-аминокислоты, которую осуществляют нагреванием последних в щелочном растворе избытка нингидрина.
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Нингидрин осуществляет окислительное декарбоксилирование (-аминокислот с образованием аммиака, углекислого газа и альдегида, содержащего на один атом углерода меньше, чем исходная аминокислота. Восстановленный нингидрин далее реагирует с высвободившимся аммиаком и второй молекулой нингидрина, образуя с аммиаком окрашенный продукт конденсации.
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                                                                                       Фиолетовый Руэмана

Образующееся соединение (пигмент) имеет фиолетово-голубую окраску ((мах = 570 нм). Образование этого окрашенного соединения используется в количественном тесте на (-аминокислоты, с помощью которого можно обнаружить аминокислоты, даже их количество не превышает 1 мкг. 

Пролин и гидроксипролин, у которых нет (-аминогруппы, в реакции с нингидрином образуют производные желтого цвета ((мах = 440 нм). Реакция не специфична, т.к. окрашенный продукт с нингидрином дают также аммиак и соединения, содержащие аминогруппу (амины, белки, пептиды). Однако с этими соединениями не выделяется CO2. Выделение углекислого газа характерно только для (-аминокислот. Реакция используется для колориметрического количественного определения (-аминокислот, в том числе в автоматических аминокислотных анализаторах  (измерение объема СО2). 


Нингидриновая реакция используется для определения глицина, изолейцина, лейцина; менее интенсивную окраску дают серин, фенилаланин, цистеин, тирозин, триптофан и др.


Образующиеся продукты характеризуются достаточно интенсивной окраской (( = 1,8–3,3·104), но окрашенные продукты нестабильны. Интенсивность окраски быстро уменьшается. Для стабилизации добавляют CdCl2. Он образует устойчивые комплексы с образующимися соединениями. Хлорид кадмия также ускоряет реакцию.

Аминокислоты и некоторые другие соединения, содержащие аминогруппу, конденсируются в щелочной среде с 1,2-нафтохинон – 4-сульфоксилотой с образованием окрашенных в красный, желтый, оранжевый цвет производных 1,2-нафтохинонмоноимина.

    Окраска зависит от рН раствора.
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                                                                                                Имин

Реакция используется для определения (-аминоксилот (валин, изолейцин, лейцин, и др.). 

Для определения триптофана  может быть использована реакция с 4-диметиламинобензальдегидом. Продукт реакции окрашен в фиолетовый цвет и по интенсивности окраски определяют содержание триптофана в анализируемом растворе. 

Следует отметить, однако, что данная реакция в анализе пищевых продуктов используется редко.
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4-Диметилбензальдегид                                                                        Фиолетовый 590 нм

Для количественного определения аминокислот, содержащих серу, используется броматометрический метод, основанный на следующей реакции:
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           Цистеин                                                                    Цистеиновая кислота


Раствор цистеина в 1% растворе NaOH вливают  в колбу с притертой пробкой, добавляют 0,1 н. раствор бромата калия, сухой бромид калия и подкисляют 10%-ной HCl. 

BrO3– + 5Br– + 6H+ ( 3Br2 + 3H2O

Образующийся в результате реакции бром, количество которого эквивалентно количеству бромата калия, реагирует с аминокислотой. Через 10 мин прибавляют йодид калия, который вступает в реакцию с непрореагировавшим бромом, и титруют выделившийся йод 0,1 н. раствором тиосульфата натрия с крахмалом в качестве индикатора. 

2I– + Br2 ( Br- + I2
Количество тиосульфата, пошедшего на титрование, эквивалентно количеству брома, не вступившего в реакцию с аминокислотой.  По разнице между количеством добавленного бромата калия и тиосульфата находят количество брома, пошедшего на реакцию с аминокислотой, а значит и количество аминокислоты.

Метионин определяют аналогично. Метионин при этом окисляется до сульфона:

[image: image61.emf]H


3


C


S


C


H


2


C


H


2


C


H


N


H


2


C


O


O


H


+


+


B


r


2


2


+


2


H


2


O


H


3


C


S


C


H


2


C


H


2


C


H


N


H


2


C


O


O


H


O


O


H


B


r


4




H

3

C S CH

2

CH

2

CH

NH

2

COOH

+

+

Br

2

2

+

2

H

2

O

H

3

C S CH

2

CH

2

CH

NH

2

COOH

O

O

HBr

4


Эта реакция при определенных условиях позволяет очень точно определить содержание метионина.

2.3.4. Определение аминокислотного состава

Определение аминокислотного состава белков может быть осуществлено различными методами: химическим, хроматографическим, микробиологическим и изотопным. Чаще используются хроматографические методы.

 Бумажная хроматография. Бумажная хроматография используется для идентификации компонентов смеси аминокислот с ди- и три-пептидами, получаемой при частичном гидролизе белков и полипептидов. 

Гидролиз может быть осуществлен кислотным, щелочным или ферментативным методом. Кислотный метод используется чаще (6 н. HCl,  8 н. H2SO4). Гидролиз проводят при нагревании, иногда при повышенном давлении. Показателями окончания гидролиза могут служить: прекращение нарастания карбоксильных или аминных групп в гидролизате, либо отрицательная биуретовая реакция. Избыток гидролизующего реагента удаляют:  серную кислоту осаждают Ca(OH)2, соляную кислоту отгоняют в вакууме, а остаток кислоты осаждают нитратом серебра. 

Компоненты гидролизата распределяются между водой, адсорбированной на целлюлозе и являющейся неподвижной фазой, и органическим растворителем, подвижной фазой, которая движется вдоль листа вверх или вниз.  В качестве подвижной фазы  используется смесь бутанол-уксусная кислота-вода (4:1:5). Более липофильные аминокислоты сильнее увлекаются органическим растворителем, более гидрофильные – проявляют большую тенденцию связываться с неподвижной фазой. Гомологические соединения, отличающиеся даже на одно метиленовое звено, движутся с различной скоростью и легко могут быть разделены. По окончании хроматографии бумагу высушивают и обрабатывают проявителем (0,5% раствор нингидрина в смеси ацетон-ледяная уксусная кислота-вода) и нагревают в течение нескольких минут. Аминокислоты проявляются в виде окрашенных пятен. Подвижность – постоянная величина, характерная для каждого соединения возрастает с увеличением молекулярной массы. Для аминокислот с неразветвленной цепью величина подвижности несколько больше, чем для соответствующих изомеров. Введение в молекулу полярных групп снижает подвижность соединения. Аминокислоты с объемными неполярными боковыми цепями (лейцин, изолейцин, фенилаланин, триптофан и др.) перемещаются быстрее, чем аминокислоты с более короткими неполярными боковыми цепями (пролин, аланин, глицин) или с полярными боковыми цепями (треонин, аргини, цистеин, гистидин, лизин). Это обусловлено большей растворимостью полярных молекул в гидрофильной стационарной фазе и неполярных – в органических растворителях.

 
Бумажная хроматография может быть использована для количественной оценки содержания аминокислот. Каждое пятно вырезают и элюируют подходящим растворителем; затем проводят количественный колориметрический (нингидриновый) анализ. В другом варианте бумагу опрыскивают нингидрином и измеряют с помощью фотометра интенсивность окрашивания пятна в отраженном или проходящем свете. При полуколичественной оценке содержание аминокислот  оценивают по площади пятен на хроматограмме, которые  пропорциональны концентрациям аминокислот в разделяемой смеси.


Тонкослойная хроматография. Для разделения и определения аминокислот может быть также использована тонкослойная хроматография. ТСХ, как известно, существует в двух вариантах. Распределительная ТСХ сходна с распределительной на бумаге и адсорбционная ТСХ, основана совершенно на других принципах.


При проведении РТСХ на порошке целлюлозы или других относительно инертных носителях можно использовать такие же системы растворителей и такие же проявляющие реагенты, как и при хроматографии на бумаге.


Разделение с помощью АТСХ определяется способностью растворителя (этот растворитель не обязательно является бинарной или более сложной смесью) элюировать компоненты образца с места его адсорбции на активированном сорбенте. Например,  на нагретом силикагеле. АТСХ применима для разделения таких неполярных соединений, как липиды, но не для разделения аминокислот и большинства пептидов. Для разделения аминокислот используют РТСХ, которая позволяет достаточно быстро разделять и определять 22 аминокислоты белковых гидролизатов.


Аминокислоты в белковом гидролизате  могут быть определены также методом газовой хроматографии, но перед хроматографическим анализом аминокислоты как правило переводят в летучие соединения.

-Взаимодействие с нингидрином. Образуются соответствующие альдегиды.
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Таким образом, получают смесь альдегидов и анализируют ее. Это простейший случай, пригоден лишь для некоторых аминокислот.

-Переводят аминоксилоты в летучие эфиры (алкильные эфиры, метильные эфиры оксикислот, метиловые эфиры хлорзамещенных кислот и др.).

Выбор производных зависит от исследуемой смеси аминокислот.


Ионообменная хроматография. В настоящее время аминокислотный состав пищевых продуктов определяется исключительно с помощью автоматической ионообменной хроматографии.

	Ионообменная хроматография основана на обратимом стехиометрическом обмене ионов, находящихся в растворе, на ионы, входящие в состав ионообменника (катионита, анионита) и  на различной способности разделяемых ионов к ионному обмену с фиксированными ионами сорбента, образующимися в результате диссоциации ионогенных групп. 

Для органических ионов на электростатическое взаимодействие с фиксированными зарядами ионита накладывается гидрофобное взаимодействие органической части иона с матрицей ионита. Чтобы уменьшить его вклад в удерживание органических ионов и добиться оптимальной селективности их разделения, к водному элюенту добавляют органический компонент (1–25% метанола, изопропанола, ацетонитрила).



В методе Мура и Штейна используют короткую и длинную колонки, заполненные смолой из сульфонированного полистирола в Na+ – форме. Когда кислотный гидролизат при рН = 2 наносят на колонку, аминокислоты связываются в результате катионного обмена с ионами натрия. Далее колонку элюируют раствором цитрата натрия при заранее запрограммированных значениях рН и температуры. Короткую колонку элюируют одним буфером, длинную – двумя. Элюат обрабатывают нингидрином, измеряя интенсивность окраски с помощью проточного колориметра. Данные автоматически регистрируются на ленте самописца и могут передаваться в компьютер  для вычисления площади под пиком.


Высоковольтный электрофорез на инертных носителях. В биохимии широкое применение нашло разделение аминокислот, полипептидов и других амфолитов (молекул, суммарный заряд которых зависит от рН среды) под действием наложенного постоянного электрического поля. Это метод высоковольтного электрофореза на инертных носителях. При разделении аминокислот в качестве инертных носителей чаще всего используют полоски бумаги или тонкие слои целлюлозного порошка. Разделение проводят в течение 0,5–2 ч при напряжении 2000–5000 В в зависимости от суммарных зарядов амфолитов и их молекулярных масс. Среди молекул, несущих одинаковый заряд, более легкие мигрируют быстрее. Но более важным параметром при разделении является суммарный заряд. Метод применяется для разделения аминокислот, низкомолекулярных пептидов, некоторых белков, нуклеотидов. Образец помещают на носитель, смачивают буфером при соответствующем рН и соединяют с буферным резервуаром полоской фильтровальной бумаги. Бумагу прикрывают стеклянной пластинкой  или погружают в углеводородный растворитель для охлаждения. В электрическом поле молекулы, несущие при данном рН отрицательный заряд, мигрируют к аноду, а те, которые несут положительный заряд, – к катоду. Далее высушенную электрофореграмму «проявляют» нингидрином (при работе с аминокислотами, пептидами) или измеряют поглощение в УФ-свете (при работе с нуклеотидами).


Выбор рН определяется значениями рК диссоциирующих групп, входящих в состав молекул смеси. При рН 6,4 глутамат и аспарат несут заряд –1 и движутся к аноду; разделение их осуществляется благодаря различию в молекулярной массе. Лизин, аргинин и гистидин движутся в противоположном направлении, а все другие аминокислоты, входящие в состав белка, остаются вблизи места нанесения. При разделении пептидов, образовавшихся в результате ферментативного расщепления, уменьшение рН до 3,5 приводит к увеличению заряда катионных групп и обеспечивает лучшее разделение.

	Аминокислоты несут по крайней мере две слабо ионизированные группы: -СООН и -NH3+. В растворе эти группы находятся в двух формах, заряженной и незаряженной, между которыми поддерживается протонное равновесие:

R-COOH ( R-COO– + H+
R-NH3+ ( R-NH2 + H+ (сопряженные кислоты и основания)

R-COOH и R-NH3+ – слабые кислоты, но первая на несколько порядков сильнее. Поэтому чаще всего (плазма крови, межклеточная жидкость  рН 7,1–7,4)  карбоксильные группы находятся в виде карбоксилатных ионов, аминогруппы протонированы. Аминокилоты в молекулярном (недиссоциированном) виде  не существуют ни при каких рН. Примерные значения рК (-аминокислоты и (-аминогруппы в (-аминокислоте равны 2 и 10 соответственно.

Полный (суммарный) заряд (алгебраическая сумма всех положительных и отрицательных зарядов) аминокислоты зависит от рН, т.е. от концентрации протонов в растворе. Заряд аминокислоты  можно изменить, варьируя рН. Это облегчает физическое разделение аминокислот, пептидов и белков.

Значение рН при котором суммарный заряд аминокислоты равен нулю и поэтому она не перемещается в постоянном электрическом поле, называется изоэлектрической точкой (pI). Изоэлектрическая точка находится посредине между ближайшими значениями рК диссоциирующих групп.


Методы бумажной, тонкослойной хроматографии, микробиологические, газохроматографические и ряд других, в настоящее время практически не используются вследствие худшей воспроизводимости и большой длительности. Современные хроматографы позволяют определять аминокислотный состав смеси, содержащей лишь 10–7–10–9 моль каждого компонента с воспроизводимостью до 5% за 2–4 часа.


Анализ аминокислотного состава включает полный гидролиз исследуемого белка или пептида и количественное определение всех аминокислот в гидролизате. Поскольку при нейтральных рН пептидные связи стабильны, применяют кислотный или щелочной катализ. Ферментативный катализ для полного гидролиза менее пригоден. Полный гидролиз белка на составляющие аминокислоты неизбежно сопровождается частичной потерей некоторых аминокислотных остатков. Для гидролиза обычно используется 6 н. водный раствор соляной кислоты (110ºС), в вакуумированной ампуле. Количественное определение аминокислот в гидролизате проводят с помощью аминокислотного анализатора. В большинстве таких анализаторов смесь аминокислот разделяют на сульфокатионитах, а детектирование осуществляют спектрофотометрически по реакции с нингидрином или флуориметрически с о-фталевым диальдегидом.


Однако данные по аминокислотному составу однотипных продуктов, полученные в разных лабораториях по отдельным аминокислотам, иногда различаются до 50%.


Эти различия обусловлены не только сортовыми, видовыми или технологическими различиями, а главным образом условием проведения гидролиза пищевого продукта. При стандартном кислотном гидролизе (6 н. HСl, 110–120ºС, 22–24 часа) происходит частичное разрушение некоторых аминокислот, в том числе треонина, серина (на 10–15% и тем больше, чем дольше проводится гидролиз) и особенно метионина (30–60%) и цистина 56–60%, а также практически полное разрушение триптофана и цистеина. Этот процесс усиливается в присутствии больших количеств углеводов в продукте. Для количественного определения метионина и цистина рекомендуется проводить предварительное их окисление надмуравьиной кислотой. При этом цистин превращается в цистеиновую кислоту, а метионин в метионин-сульфон, которые весьма устойчивы при последующем кислотном гидролизе. 
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                    Цистин                                                              Цистеиновая кислота


Трудной задачей в аминокислотном анализе является определение триптофана. Как уже говорилось, при кислотном гидролизе происходит почти полное его разрушение (до 90%). Поэтому для определения триптофана проводят один из вариантов щелочного гидролиза 2 н. NaOH, 100ºС, 16–18 часов в присутствии 5% хлорида олова или 2 н. гидроокиси бария, при которых он разрушается незначительно (до 10%).  Минимальное разрушение происходит в присутствии тиогликолевой кислоты и предварительно гидролизованного крахмала. (При щелочном гидролизе происходит разрушение серина, треонина, аргинина и цистеина). Гидролизат после нейтрализации смесью лимонной и соляной кислот немедленно (во избежание студнеобразования) анализируют на аминокислотном анализаторе.  Что касается многочисленных химических методов определения триптофана, то они, как правило, в пищевых продуктах плохо воспроизводимы и поэтому их использовать не рекомендуется.


Для мясных продуктов дополнительной необходимой аминокислотой является оксипролин, который характеризует количество соединительных тканных белков в мясе. Его можно определять ионообменной хроматографией с помощью автоматических анализаторов  или химическим колориметрическим методом. Метод основан на нейтрализации кислотного гидролизата до рН 6,0, последующем окислении оксипролина с помощью 1,4% раствора хлорамина Т (или хлорамина Б) в смеси пропилового спирта и буфера, колориметрическом определении при 533 нм продуктов окисления оксипролина после реакции с 10%-ным раствором пара-диметиламинобензальдегида в смеси хлорной кислоты и пропилового спирта (1:2).


В связи с тем, что тирозин, фенилаланин и пролин в присутствии кислорода могут частично окисляться, стандартный кислотный гидролиз рекомендуется проводить  в атмосфере азота.  Ряд аминокислот, в том числе лейцин, изолейцин и валин, требуют для своего полного выделения из белков более длительного кислотного гидролиза – до 72 ч. В биохимии при анализе белков гидролизуют параллельные пробы в течение 24, 48, 72 и 96 ч.


Для точного количественного определения всех аминокислот требуется проводить 5 различных гидролизов, что весьма удлиняет определение. Обычно же проводят 1–2 гидролиза (стандартный с соляной кислотой и с предварительным оксилением надмуравьиной кислотой).


Во избежание потерь аминокислот удаление избытка кислоты при кислотном гидролизе следует проводить немедленно многократным выпариванием в вакуум-эксикаторе с добавлением дистиллированной воды.


При правильной работе анализатора ионообменные колонки работают без замены смолы довольно долго. Однако, если образцы содержат заметные количества красящих веществ и липидов, то колонка быстро забивается и для восстановления ее разделительных способностей требуется многократная регенерация, иногда с перенабивкой колонки. Поэтому, для продуктов, содержащих более 5% жира, рекомендуется предварительно удалять липиды экстракцией. В таблице 2.3 приведены условия пробоподготовки основных пищевых продуктов при анализе аминокислотного состава.

Таблица   2.3. –  Условия подготовки проб пищевых продуктов к анализу

	Продукт
	Способ удаления липидов
	Весовое соотношение белок: HCl (6М)

	Белковые концетнраты (изоляты)
	Не требуется
	1:200

	Мясо, рыба, мясные и рыбные консервы, субпродукты)
	Экстракция 10-кратным количеством диэтилового эфира 3–4 раза или смесью этанол-хлороформ (1:2) 10-кратным количеством 2 раза
	1:250

	Молоко и молочные продукты
	Экстракция 10-кратным к навеске количеством смесью этанол-хлороформ (1:2) 2 раза
	1:1000

	Зерно и зернопродукты
	Не требуется
	1:1000

	Растительные продукты
	Не требуется
	1:500

	Мясо-растительные и рыбо-растительные продукты
	Экстракция 10-кратным количеством диэтилового эфира 3-4 раза; смесью этанол-хлороформ (1:2) 10-кратным количеством к навеске 2 раза
	1:1000

	Яйцо, яичные продукты
	Экстракция смесью этанол- хлороформ (1:2), 10-кратным количеством к навеске 2 раза
	1:200


Контрольные вопросы:

1. Дайте определение понятию «белки».

2. На какие группы делят белки по их функциям в организме?

3. Какова роль белков в питании человека?

4. Каковы рекомендуемые нормы белка в питании?

5. Каково рекомендуемое соотношение белков растительного и животного происхождения и как белки различного происхождения отличаются по своему аминокислотному составу?

6. Какие незаменимые аминокислоты вы знаете и какие аминокислоты могут стать незаменимыми?

7. Как определяют содержание общего азота в продуктах питания?

8. Как определяют аминокислотный состав белков?

9. Какие методы определения аминокислот вы знаете?

§ 2.4. Углеводы

Углеводы широко представлены в растениях и животных, где они выполняют как структурные, так и метаболические функции. В растениях в процессе фотосинтеза из углекислого газа и воды синтезируется глюкоза, которая далее запасается в виде крахмала или превращается в целлюлозу – структурную основу растений. Животные способны синтезировать ряд углеводов из жиров и белков, но большая часть углеводов поступает с пищей растительного происхождения.

2.4.1 Классификация углеводов и их функции в организме


Углеводы являются важными энергетическими компонентами пищи и представляют собой органические соединения, содержащие одновременно альдегидную или кето-группу и несколько спиртовых групп. 

 
По химическому составу углеводы делятся на простые и сложные. К простым сахарам относят моносахариды (монозы CnH2nOn,, содержат обычно 3–9 атомов углерода). К простым сахарам относятся глюкоза, фруктоза, ксилоза, арабиноза. Простые сахара не гидролизуются с образованием более простых углеводов. В зависимости от количества атомов углерода простые сахара делят еще на тетрозы, пентозы (C5H10O5) и гексозы (C6H12O6). Кроме того, все простые сахара разделяются на альдозы (глюкоза) и кетозы (фруктоза). Сложные углеводы гидролизуются с образованием более простых углеводов. Они в свою очередь делятся на олигосахариды (дисахариды (сахароза, мальтоза и лактоза), трисахарид (рафиноза), тетрасахарид (стахиоза)), сахароподобные низкомолекулярные вещества, растворимые в воде и высокомолекулярные несахароподобные полисахариды. 

Среди олигосахаридов различают восстанавливающие и невосстанавливающие углеводы, а полисахариды разделяют на монополисахариды (состоят из остатков одного моносахарида) и гетерополисахариды.  К полисахаридам относят гемицеллюлозы, крахмал, инулин (полисахарид, построенный из остатков D-фруктофуранозы), гликоген, целлюлозу, пектиновые вещества, декстраны и декстрины, которые состоят из различной длины цепочек тех или иных моносахаридов. С точки зрения функционального назначения полисахариды могут быть разделены на структурные и резервные полисахариды. Важным структурным полисахаридом является целлюлоза, а главные резервные полисахариды – и гликоген и крахмал (у животных и растений соответственно).

В состав олигосахаридов, полисахаридов входят моносахариды в циклической форме. Если связь между кольцами моносахаридов образована двумя гликозидными гидроксилами, то углевод может существовать только в одной форме (циклической), и, следовательно, не проявляет восстановительных свойств – невосстанавливающие сахара (крахмал, сахароза). Если в образовании связи участвует один гликозидный и один спиртовой гидроксилы, то сохраняется один гликозидный гидроксил и сахара являются восстанавливающими (мальтоза, лактоза).
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Образование гликозидной связи


Моносахариды в растворе существуют в двух таутомерных формах: цепной и циклической (5-и членные кольца – фуранозы, 6-и членные – пиранозы). Циклические группы не содержат кето- и альдегидных групп. Для углеводов в цепной форме характерны реакции альдегидов (кетонов), в циклической форме – реакции спиртов, причем наиболее реакционноспособным является гликозидный гидроксил.
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                Пираноза                               Альдегидная форма                   Фураноза
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(-Гюкопираноза             Альдегидная форма               (-Гюкопираноза

	
Циклическая форма, у которой  гликозидный гидроксил расположен по одну сторону (относительно плоскости кольца) с гидроксильными группами у атомов углерода С2 и С4 (у глюкозы) или С4 и С5 (у фруктозы), называется (-формой. Если же эти гидроксильные группы расположены по разные стороны, то такая циклическая форма называется (-формой.

Принадлежность любой монозы к D- или L-ряду определяется по конфигурации ее последнего (считая от альдегидной группы в альдозах, а в кетозах – от того конца, к которому ближе кетонная группа) ассиметрического атома углерода. Справа – D, слева -L (как у глицеринового альдегида).

Циклические (- и (- формы моноз имеют различные углы вращения плоскости поляризации. Водный раствор (-D(+)-глюкоза вращает вправо на 112º, а (-D(+)-глюкоза вращает в ту же сторону, но на 19º. Равновесная же концентрация этих аномеров имеет удельное вращение, равное +52,7º. Это значит, что в растворе происходит одновременное уменьшение величины вращения (-D(+)-глюкозы и увеличение величины вращения (-D(+)-глюкозы. Такое изменение оптической активности раствора моносахаридов во времени называется мутаротацией. Таким образом, в растворе аномеры переходят друг в друга с установлением подвижного равновесия. После установления такого равновесия в растворах D-глюкозы содержится 36% (-D(+)-глюкозы и около 64% (-D(+)-глюкозы (в основном глюкопиранозы).



С точки зрения усвояемости в организме человека углеводы разделяют условно на две группы – усваиваемые организмом человека и неусваиваемые (их называют иногда «пищевые волокна»). К усваиваемым относятся глюкоза, фруктоза, сахароза, мальтоза, галактоза, латкоза и рафиноза, инулин, крахмал и декстрины, как продукты промежуточного гидролиза крахмала. К не усваиваемым углеводам обычно относятся целлюлоза, гемицеллюлозы, лигнин (эти  три группы иногда объединяют под названием «грубые пищевые волокна»), пектиновые вещества, декстраны (их называют иногда «мягкие пищевые волокна»). К неусваиваемым углеводам относятся обычно также фитиновая кислота и лигнин – ароматический полимер неуглеводной природы. 

	Лигнин – природный разветвленный полимер. Молекулы лигнина построены главным образом из остатков замещенных фенолоспиртов. Лигнин скрепляет целлюлозные волокна растений, составляет основу клеточных стенок растений и вместе с целлюлозой определяет механическую прочность стволов и стеблей. Лигнин снижает проницаемость клеточных стенок для воды и питательных веществ; входит в состав почти всех растений (в древесине 20–30%). Лигнин не является полисахаридом, его разветвленные молекулы построены главным образом из остатков замещенных фенолоспиртов.
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Усвояемость углеводов зависит от наличия определенных ферментов в желудочно-кишечном тракте человека. Легче всего усваиваются фруктоза, глюкоза, сахароза, а также мальтоза и лактоза; несколько медленнее – крахмал (фермент – амилаза) и декстрины, так как они должны предварительно расщепиться до простых сахаров. Человек в отличие от жвачных животных не может использовать такие полисахариды, как гемицеллюлозы и целлюлозу, пектин. Однако может происходить частичное расщепление этих веществ под действием микроорганизмов в толстой кишке. Но в общем балансе получаемой человеком энергии доля этих веществ ничтожна (менее 1%) и ею обычно пренебрегают. Единственным нерасщепляемым и неусвояемым компонентом клеточных стенок является лигнин.


Углеводы содержатся главным образом в растительных продуктах. Животный полисахарид гликоген содержится в печени (до 10%) и в мышцах (до 1%).


Углеводы в питании человека играют очень важную роль и выполняют ряд функций в организме:

· Углеводы являются главным источником энергии для человеческого организма, необходимой для жизнедеятельности всех клеток, тканей и органов, особенно мозга, сердца, мышц. В результате биологического окисления углеводов (а также жиров и, в меньшей степени, белков) в организме освобождается энергия, которая аккумулируется в виде богатого энергией соединения – аденозинтрифосфорной кислоты. При окислении 1 г углеводов, как уже отмечалось, образуется 4 ккал энергии.

· Углеводы выполняют пластическую функцию. Углеводы и их производные входят в состав разнообразных тканей и биологических жидкостей.

· Для углеводов характерна также регуляторная функция. Так, например, они противодействуют накоплению кетоновых тел при окислении жиров, а ощущение сладкого, воспринимаемого рецепторами языка, тонизирует центральную нервную систему.

· Некоторые углеводы и их производные обладают биологической активностью, выполняя в организме специализированные функции. Например, гепарин предотвращает свертывание крови в сосудах, гиалуроновая кислота препятствует проникновению бактерий через клеточную оболочку.

Запасы углеводов в организме человека очень ограничены: их содержание не превышает 1% массы тела. При интенсивной работе они быстро истощаются, поэтому углеводы должны поступать с пищей ежедневно.

2.4.2. Усваиваемые и неусваиваемые углеводы. Органические кислоты


Усваиваемые углеводы. Усваиваемые углеводы являются основным поставщиком энергии. И хотя их энергетический коэффициент меньше, чем у жиров, человек потребляет большое количество углеводов и получает с ними 50–60% требуемых калорий. Хотя усваиваемые углеводы, как поставщики энергии могут быть в значительной мере заменены жирами и белками, полностью исключить их из питания нельзя. В противном случае в крови появятся продукты неполного окисления жиров, так называемые «кетоновые тела», произойдет нарушение функции центральной нервной системы и мышц, ослабление умственной и физической деятельности, сократится продолжительность жизни. 


Считается, что взрослый человек при умеренных физических нагрузках должен потреблять 365–400 г (в среднем 382 г) усвояемых углеводов в день, в том числе не более 50–100 г простых сахаров. Такая доза предотвращает кетоз и потерю мышечного белка у человека. Удовлетворение потребности организма в углеводах осуществляется за счет растительных источников. В растительных продуктах углеводы составляют не менее 75% сухого вещества. Значение животных продуктов, как источников углеводов невелико.


Усваиваемость углеводов достаточно высока: в зависимости от пищевого продукта и характера углевода она колеблется от 85 до 99%. Систематический избыток углеводов в питании может способствовать возникновению ряда болезней (ожирение, диабет, атеросклероз).


Моносахариды. Глюкоза. Глюкоза является основной формой, в виде которой углеводы циркулируют в крови, обеспечивая энергетические нужды организма.
Именно в форме глюкозы поступает в кровь основная масса углеводов из пищи; в глюкозу же превращаются углеводы в печени и из глюкозы могут образовываться все остальные углеводы в организме. Глюкоза используется как основной вид топлива в тканях млекопитающих, исключение составляют жвачные животные, и служит универсальным топливом в период эмбрионального развития. Глюкоза превращается в другие углеводы, выполняющие высокоспецифичные  функции – в гликоген, являющийся формой хранения энергии, в рибозу, содержащуюся в нуклеиновых кислотах, в галактозу, которая входит в состав лактозы молока.

	Особое место в ряду монополисахаридов занимает D-рибоза. Она служит универсальным компонентом главных биологически активных молекул, ответственных за передачу наследственной информации, – рибонуклеиновой кислоты (РНК) и дезоксирибонуклеиновой (ДНК) кислот; входит в состав АТФ и АДФ, с помощью которых в любом живом организме запасается и переносится химическая энергия.


Определенное содержание глюкозы в крови (натощак 80–100 мг/100 мл) совершенно необходимо для нормальной жизнедеятельности человека. Глюкоза в крови – важный энергетический материал, доступный любой клетке организма. Избыток сахара превращается в первую очередь в животный полисахарид – гликоген. При недостатке усвояемых углеводов в пище глюкоза образуется из этих запасных полисахаридов. 


Важная роль в регулировании обмена глюкозы принадлежит гормону поджелудочной железы – инсулину. Если организм вырабатывает его в недостаточном количестве, то процессы использования глюкозы замедляются. Уровень глюкозы в крови повышается до 200–400 мг/100 мл. Почки перестают задерживать такие высокие концентрации сахара в крови и появляется сахар в моче, возникает сахарный диабет.


Быстрый рост уровня глюкозы в крови вызывают моносахариды и дисахариды, особенно сахароза. При потреблении фруктозы уровень глюкозы в крови увеличивается менее резко. У фруктозы, в отличие от глюкозы, несколько иной путь превращений в организме. Она в большей степени задерживается печенью и поэтому меньше поступает в кровь, а поступив в кровь, скорее вступает в различные обменные реакции. Фруктоза переходит в глюкозу в процессах обмена веществ, но увеличение концентрации глюкозы в крови происходит при этом более плавно и постепенно, не вызывая обострения диабета. Важно и то, что утилизация фруктозы в организме не требует инсулина.  Наименьший рост содержания глюкозы в крови вызывают некоторые крахмалсодержащие продукты, например, картофель и бобовые, которые по этой причине часто  используют при лечении диабета.

Глюкоза (виноградный сахар) в свободном виде содержится в ягодах и фруктах (в винограде до 8%; в сливе, черешне 5–6%; в меде 36%). Из молекул глюкозы построены крахмал, гликоген, мальтоза; глюкоза является составной частью сахарозы, лактозы.


Фруктоза. Фруктозой  (фруктовым сахаром) богаты мед (37%), виноград (7,2%), груши, яблоки, арбуз. Фруктоза, кроме того, является составной частью сахарозы. Установлено, что фруктоза в значительно меньшей степени, чем сахароза и глюкоза, вызывает кариес. Этот факт, а также большая сладость фруктозы по сравнению с сахарозой, обуславливают и большую целесообразность потребления фруктозы по сравнению с другими сахарами.


Простые сахара, с кулинарной точки зрения, ценятся за их сладость. Однако степень сладости отдельных сахаров весьма различна. Если сладость сахарозы условно принять за 100 единиц, то относительная сладость фруктозы будет равна 173 единицам, глюкозы – 74, сорбита – 48.


Дисахариды. Сахароза. Одним из наиболее распространенных дисахаридов является сахароза – обычный пищевой сахар. Сахарозе принадлежит основное значение в питании. Это основной углеводный компонент конфет, пирожных, тортов.  Молекула сахарозы состоит из одного остатка (-D-глюкозы и одного остатка (-D-фруктозы. В отличие от большинства дисахаридов, сахароза не имеет свободного гликозидного гидроксила и не обладает востанавливающими свойствами.


Лактоза. Лактозы (дисахарид, восстанавливающий сахар) много содержится в грудном молоке (7,7%), коровьем молоке (4,8%); содержится в молоке всех млекопитающих. Однако у многих людей в желудочно-кишечном тракте нет фермента лактазы, которая расщепляет лактозу (молочный сахар). Они не переносят коровье молоко, где содержится лактоза, но благополучно потребляют кефир, где этот сахар частично потреблен кефирными дрожжами.


У некоторых людей наблюдается непереносимость бобовых и черного хлеба, содержащих относительно большое количество рафинозы и стахиозы, которые не разлагаются ферментами желудочно-кишечного тракта.


Полисахариды. Крахмал. Из усваиваемых полисахаридов основное значение в питании имеет крахмал, на долю которого приходится до 80% потребляемых углеводов. Крахмал – весьма важный и распространенный в растительном мире полисахарид. Составляет от 50 до 75% сухого вещества зерен злаков и, по меньшей мере,  75% сухого вещества спелого картофеля. Крахмала больше всего содержится в крупах и макаронах (55–70%), бобовых (40–45%), хлебе (30–40%), картофеле (15%). Крахмал гидролизуется через ряд промежуточных продуктов (декстрины) до мальтозы, непосредственно используемой организмом. Схематично кислотный или ферментативный гидролиз крахмала может быть представлен следующим образом:

Крахмал  (   растворимый крахмал  (  декстрины (С6Н10О5)n ( мальтоза  (  глюкоза.

	Мальтоза – продукт неполного гидролиза крахмала; восстанавливающий сахар.

Декстрины – (С6​Н10О5)n- продукты частичного расщепления крахмала или гликогена при термическом, кислотном и ферментативном гидролизе. Растворимы в воде, но нерастворимы в спирте, что используется для отделения декстринов от сахаров, растворяющихся  и в воде и в спирте. 

О степени гидролиза крахмала можно судить по окраске при добавлении йода:

Йод  + крахмал  –  синий; 


 декстрины –
n>47 – голубой;                                  




39–46 – сине-фиолетовый; 
              




30–38 – красно-фиолетовый;

                                    25–29 – красный;  

                                    21–24 – коричневый;

                                    n<20  – не образуют окрашенных комплексов.


Крахмал – резервный полисахарид растений: накапливается в виде зерен в клетках семян, луковиц, клубней, в листьях и стеблях. Крахмал состоит из остатков глюкозы, соединенных гликозид-гликозидной связью и поэтому он – невосстанавливающий сахар, а декстрины – восстанавливающие.

Гликоген. Гликоген – разветвленный полисахарид, в виде которого углеводы запасаются в организме животного. Его часто называют животным крахмалом. Промежуточным продуктом кислотного гидролиза гликогена являются декстрины, а конечным – глюкоза. Гликоген содержится во всех тканях животных и человека и представляет собой резервное вещество (в растениях такие функции выполняет крахмал), легко расщепляющееся под действием ряда ферментов до глюкозы.


Неусваиваемые углеводы. Неусваиваемые углеводы – это компоненты стенки растительных клеток, которые не расщепляются ферментами животного организма (целлюлоза, гемицеллюлоза, лигнин, смолы, пектины). В медицинской литературе наиболее часто используют термин «клетчатка», считая его синонимом «грубые пищевые волокна». В действительности же клетчатка составляет только часть, хотя и основную, грубых пищевых волокн. 

Полисахариды. Целлюлоза. Целлюлоза – один из наиболее распространенных гомополисахаридов. Она выполняет роль опорного материала растений, из него строится жесткий скелет стеблей, листьев. Древесина наполовину состоит из клетчатки и, кроме того, содержит связанный с нею лигнин. Целлюлоза представляет собой полимер, содержащий 600–900 остатков глюкозы (средняя молекулярная масса 1–1,5 млн.). Целлюлоза  не расщепляется обычными ферментами желудочно-кишечного тракта, а при действии фермента целлюлазы, выделяемого из кишечной флоры травоядных, распадается на целлодекстрины (олигоцеллосахариды) и целлобиозу.

 Несмотря на то, что клетчатка в тонком кишечнике почти не усваивается, нормальное пищеварение без нее практически невозможно. Недостаток клетчатки способствует развитию ожирения, желчно-каменной, сердечно-сосудистых и других заболеваний.


Клетчатка, так же, как и гемицеллюлозы, и в меньшей степени пектин, создают благоприятные условия для нормального продвижения пищи по желудочно-кишечному тракту. Кроме того, клетчатка нормализует деятельность полезной кишечной микрофлоры, способствует (особенно вместе с пектином, который содержится в овощах и фруктах) выведению из организма холестерина, адсорбирует желчные кислоты.  Клетчатка в некоторой степени снижает аппетит, создает чувство насыщения. Однако при чрезмерном потреблении клетчатки,  усваиваемость почти всех основных пищевых веществ (белков, жиров, витаминов, особенно минеральных веществ) снижается на 5–15%. Клетчатка и пектин, обладают способностью связывать некоторые витамины, кальций, магний, фосфор, железо, цинк, медь и другие микроэлементы. Так, железо из растительных продуктов усваивается в 2–3 раза меньше, чем из животных продуктов.

Гемицеллюлозы. Гемицеллюлозы – разнообразные по химической структуре гетерополисахариды растений с разветвленными молекулами и встречаются в виде ассоциатов с целлюлозой. Молекулярная масса гемицеллюлоз меньше, чем у целлюлозы. Гемицеллюлозы содержатся наряду с целлюлозой и лигнином в клеточной стенке растений; лучше растворяются в растворах щелочей, чем целлюлоза и легче гидролизуются кипящими минеральными кислотами. В шелухе семян содержится до 13–43% гемицеллюлозы.


Пектиновые вещества. Пектиновые вещества – растительные гетерополисахариды, построенные из остатков галактуроновой кислоты, соединенных гликозидными связями. Пектины являются компонентами первичных клеточных стенок растений, где находятся в комплексе с гемицеллюлозами и целлюлозой. В значительных количествах пектины накапливаются в сочных плодах. В растительных тканях пектины могут находиться в виде нерастворимого протопектина. Ценное свойство пектинов – склонность к образованию гелей (межмолекулярная ассоциация цепей), которое используется для производства желе, джемов, фруктовых консервов. Пектин выделяют из лимонной корки и жома яблок.  

Пектины  и другие компоненты «мягких пищевых волокн», как уже говорилось, тоже не усваиваются человеком. Вместе с тем имеются данные, свидетельствующие о благоприятной роли пектина, например, при отравлениях токсичными металлами, в подавлении деятельности гнилостных микроорганизмов. Пектин, более эффективно, чем клетчатка, способствует снижению холестерина в крови и удалению желчных кислот.

Декстраны. Декстраны (С6​Н10О5)n – группа  бактериальных полисахаридов, состоящих из остатков (-D-глюкозы. Декстраны продуцируются различными видами бактерий. Биосинтез осуществляется путем расщепления сахарозы. 


Оптимальное содержание пищевых волокн в рационе 20–25 г. Обеспечивается хлебом грубого помола (клетчатка и гемицеллюлозы), овощами и фруктами (пектины, частично клетчатка). Избыток пищевых волокн не желателен.


Органические кислоты. Обычно вместе с углеводами рассматривают органические кислоты. В основном они содержатся в овощах, фруктах и ягодах, где представлены, как правило, яблочной и лимонной кислотами (в сумме 0,3–1%). В винограде много винной кислоты (0,4%). В молочных продуктах основными являются лимонная, а также молочная (до 1% в кефире) кислоты.


Органические кислоты улучшают деятельность пищеварительного тракта, снижая рН среды и способствуя тем самым изменению микрофлоры в благоприятную сторону (уменьшают гниение). Почти все органические кислоты являются источником энергии, при этом яблочная кислота дает 2,4 ккал/г, лимонная – 2,5 ккал/г, молочная – 3,6 ккал/г. Винная кислота организмом не усваивается.


Щавелевая кислота (НООС-СООН), накапливающаяся в некоторых овощах, интенсивно связывает кальций, в больших количествах кислота и ее соли токсичны. ПДК в воде водоемов хозяйственно-бытового пользования 0,2 мг/л.
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    Винная кислота   Молочная кислота   Яблочная кислота           Лимонная кислота

2.4.3. Определение углеводов в продуктах питания


Различают следующие основные группы углеводов – простейшие сахара и олигосахариды (моно-, ди-  и трисахариды), усваиваемые полисахариды (крахмал, декстрины, гликоген), неусваиваемые полисахариды. Методы определения этих групп углеводов сильно различаются.


Простейшие сахара и олигосахариды. Анализу продуктов питания на углеводы предшествует стадия предварительной подготовки образца. Во время приготовления вытяжек из испытуемых продуктов вместе с сахарами могут переходить и другие вещества (белки, дубильные вещества, пигменты и др.) присутствие которых ведет к искажению результатов. Способы подготовки образца варьируют в зависимости от характера исследуемых продуктов. Наиболее часто применяющимся способом подготовки образца является следующий. Сахара рекомендуется извлекать из пищевых продуктов 3х-кратной экстракцией 80% об. этиловым спиртом при 80ºС. Спиртовые экстракты объединяют и упаривают спирт под вакуумом при температуре не выше 40ºС, разбавляют водой и фильтруют. При анализе продуктов, относительно богатых белками и фенольными веществами (виноград, лук, листовые овощи, свекла) фильтрат дополнительно обрабатывают нейтральным ацетатом свинца или гидратом окиси меди (CuSO4 + NaOH). Выпавший осадок отфильтровывают. В фильтрате определяют восстанавливающие сахара одним из химических методов – с использованием растворов Фелинга, йодометрическим методом и др. 

Для определения общего количества сахара проводят инверсию (нагревание раствора сахара с 0,1 н. раствором соляной кислоты, охлаждение и нейтрализация). Определение отдельных сахаров может быть проведено следующими методами.

1.Взаимодействие с раствором Фелинга. Раствор Фелинга представляет собой щелочной раствор, содержащий CuSO4  и соль винной кислоты. Смешивают щелочной раствор сегнетовой соли с раствором сульфата меди. Сначала образуется гидрат окиси меди Cu(OH)2, который взаимодействует с сегнетовой солью и голубой осадок при этом исчезает, а жидкость приобретает густой темно-синий цвет, характерный для готовой Фелинговой жидкости. В ней медь присутствует в виде комплексного иона окиси меди.
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При взаимодействии редуцирующего сахара с Фелинговой жидкостью медь (II) восстанавливается до меди (I), а сахар окисляется. Если редуцирующим сахаром является глюкоза, то окисление ее может быть представлено схематически следующим образом:
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                                Глюкоза                  Глюкуроновая                 Сахарная

                                                                      кислота                         кислота

При действии на раствор восстановителей, в качестве которых выступают углеводы, образуется красный осадок Cu2O, который отфильтровывают через стеклянный фильтр. При использовании этого метода концентрация углеводов может быть определена тремя путями. 


1.В результате взаимодействия раствора Фелинга с углеводами уменьшается интенсивность синей окраски исходного раствора. Строят калибровочный график и определяют количество вступившей в реакцию меди, по которому судят о содержании углеводов в исследуемом растворе. Недостатком метода является быстрое окисление Cu(I) кислородом воздуха.


2.Можно быстро отфильтровать осадок закиси меди и растворить его в смеси растворов аммиака и хлорида аммония. Закись меди быстро растворяется и окисляется кислородом воздуха. Полученный синий раствор аммиаката меди фотометрируют.


3.Метод Сокслета. Определенный объем Фелинговой жидкости титруют до полного восстановления исследуемым раствором  сахара и по количеству раствора сахара, пошедшего на титрование, судят о его концентрации, пользуясь эмпирически установленными коэффициентами. Конечная точка титрования – исчезновение синеватого окрашивания. Метод – простой, но конец титрования – не четкий. Метод применяется при концентрации растворов сахара 1–2% и не применим при концентрации менее 1%. 


Взаимодействия редуцирующих сахаров с окисью меди не поддаются строгому стехиометрическому описанию, так как в процессе окисления сахара часть его подвергается разрушению щелочью Фелинговой жидкости, а сама Фелингова жидкость при нагревании частично разлагается с выделением закиси меди. Известное значение имеет и окисление кислородом воздуха. Поэтому для количественного определения сахара часто пользуются специальными таблицами, составленными опытным путем или эмпирически установленными коэффициентами.

2.Стандартный метод определения редуцирующих сахаров. Принцип метода тот же, что и в предыдущем методе, с той лишь разницей, что дотитровывание Фелинговой жидкости производится в присутствии метиленовой сини, которая в щелочной среде переводится редуцирующими сахарами в лейко-краску. В связи с этим синий цвет раствора, обусловленный метиленовой синью и сохраняющийся  во время титрования, мгновенно исчезает, как только появляется избыточная капля редуцирующего сахара, что указывает на конец реакции.


Восстановление метиленовой сини идет по схеме:
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                 Метиленовая синь                                               Лейкометиленовая синь


Содержание сахара определяют по эмпирически составленной таблице.
3.Йодометрическое определение.  Существует два варианта этого метода:

1.Действием щелочного раствора йода (содержание йода точно известно) окисляют альдогексозы с образованием гексоновых кислот. Через 3–10 мин подкисляют разбавленной серной кислотой и титруют избыток йода тиосульфатом натрия в присутствии крахмала.


2.Йодометрическое определение с раствором Фелинга. Углеводы окисляют раствором Фелинга, в котором точно известно содержание меди (2+). Количество меди, не вступившей в реакцию, определяют йодометрически. В результате взаимодействия йодида калия с медью (не восстановленной сахаром) образуется свободный йод, который тотчас же титруют раствором тиосульфата натрия до слабо-желтого окрашивания, добавляют крахмал и титруют далее до исчезновения синей окраски (метод замещения).

CH2OH-(CHOH)4-CHO + 2Cu(OH)2 ( CH2OH-(CHOH)4-COOH + Cu2О + 2H2O

2Cu2+ + 4I– ( 2CuI( + I2
I2 +2S2O32– (2I– + S4O62–
 Находят содержание восстановленной меди и, следовательно, содержание сахара. Этим методом определяют: глюкозу, фруктозу, инвертный сахар, сахарозу, лактозу, мальтозу, маннозу, крахмал после гидролиза и др.

4.Метод с использованием хромотроповой кислоты. Метод заключается в окислении углеводов действием сильного окислителя (KJO4 + H2SO4) с образованием формальдегида. Образующийся формальдегид конденсируется в сернокислой среде с хромотроповой кислотой. Далее продукт конденсации окисляется серной кислотой с образованием окрашенного в фиолетовый цвет продукта ((max = 590 нм).
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Полученный раствор фотометрируют. Следует отметить, что пентозы не дают этой реакции, т.е. используя данный метод можно различить гексозы и пентозы.

5.Взаимодействие с солями тетразолия. Бесцветные, растворимые в воде соли тетразолия восстанавливаются до интенсивно окрашенных малорастворимых в воде формазанов, имеющих красную окраску. Метод используется для определения глюкозы, лактозы, фруктозы, инвертного сахара. 
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           Бесцветный                                                                             Красный

R: C6H5 – хлорид трифенилтетразолия

Реакцию проводят в присутствии пиридина и соляной кислоты, добавляемых для растворения продукта. Оптическую плотность полученного раствора измеряют при  490 нм.

6.Окисление пикриновой кислотой. При взаимодействии восстанавливающих сахаров с насыщенным раствором пикриновой кислоты в присутствии карбоната натрия образуется продукт восстановления пикриновой кислоты, окрашенный в буро-красный цвет ((max = 455 нм). 
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    Насыщенный раствор                                      Бурокрасный раствор

               желтый                                                               455 нм

Используется для определения: арабинозы, галактозы, глюкозы, крахмала, лактозы, мальтозы, фруктозы.   

7.Феррицианидный метод. Определенное количество красной кровяной соли, K3[Fe(CN)6], восстанавливается испытуемым раствором редуцирующего сахара в желтую кровяную соль. Реакцию проводят при нагревании.

    
Красную кровяную соль титруют исследуемым раствором сахара. Индикатор – метиленовая синь.







CH2OH-(CHOH)4-CHO + 6K3[Fe(CN)6] + 6KOH  ((
((  HOOC-(CHOH)4-COOH + 6K4[Fe(CN)6] + 4H2O
Окисление глюкозы до сахарной кислоты происходит не сразу, промежуточным продуктом окисления является глюконовая кислота.

Окисление фруктозы протекает по схеме: фруктоза ( арабановая кислота ( триоксиглютаровая кислота + формальдегид + муравьиная кислота.

Мальтоза и лактоза окисляются еще сложнее. Сахароза, крахмал, декстрины красной кровяной солью не окисляются.

По израсходованному количеству сахара делают заключение о содержании сахара в растворе. Титрование красной кровяной соли сахаром ведется в щелочной среде при нагревании, в присутствии метиленовой сини в качестве индикатора. 


Данная реакция также не поддается стехиометрическому выражению, в связи с чем, для расчетов пользуются эмпирически составленными формулами или таблицами.


Феррицианидный метод имеет преимущества перед  меднощелочным методом: не образуется осадок закиси меди, конец реакции отмечается высокой степенью четкости, нет необходимости в достаточно дефицитной сегнетовой соли.          
8.Перманганатный метод. Метод  основан на способности редуцирующих сахаров восстанавливать в щелочном растворе медь (II) в медь (I). Определение сахара проводят путем восстановления железа (III) медью (I) и последующего титрования железа (II) перманганатом калия.

9.Методы определения, основанные на реакциях с участием фурфурола и формальдегида, образующихся при дегидратации углеводов. Дегидратация органических гексоз (глюкоза, манноза, фруктоза) серной кислотой приводит к образованию 5-оксиметилфурфурола, который при нагревании разлагается на формальдегид и фурфурол. 
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                                                                                                              Фурфурол
Продукты дегидратации углеводов могут быть определены различными методами.

1.Альдегиды могут быть определены по реакции с фенолами. Фенолы легко конденсируются с жирными и ароматическими альдегидами:
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Продукты конденсации бесцветны, но при их окислении появляется окраска.

Следует отметить, что пентозы образуют только фурфурол (но не формальдегид) и определению гексоз не мешают. Оптическую плотность измеряют при 570 нм, калибровочные графики строят  по стандартным растворам глюкозы.

Ряд определений углеводов основан на дегидратации и последующем определении фурфурола, 5-метилфурфурола, которые дают окрашенные продукты с фенолами или нафтолами (реакция Молиша). Окраска продуктов может быть красной, синей, фиолетовой, в зависимости от углевода и фенола. Как правило, при определении гексоз растворы фотометрируют при 490 нм, а пентоз  при 480 нм.
2.В сернокислой среде антрон конденсируется с альдегидами с образованием окрашенных соединений по схеме:
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Использование этой реакции для определения углеводов основано на том, что при действии концентрированной серной кислоты на углеводы образуется фурфурол, 5-метилфурфурол или 5-оксиметилфурфурол, которые дают с антроном интенсивно окрашенные продукты конденсации зеленого или сине-зеленого цвета с  (max = 620–625 нм. Окраска продуктов реакции определяется углеводом, подвергшимся дегидратации.
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                                                                                        Зеленый, сине-зеленый 

                                                                                    в зависимости от природы УВ

Метод позволяет определять 0,001–0,025% углеводов в продукте и рекомендуется для определения гликогена, декстринов, крахмала, маннозы, а также может быть использован для глюкозы, фруктозы, арабинозы.


Сахарозу определяют после легкого гидролиза разбавленной соляной кислотой. Гидролиз сахарозы приводит к образованию смеси глюкозы и фруктозы, которую называют  «инвертным сахаром»: в ней преобладает сильно левовращающая фруктоза (–92º), которая инвертирует (меняет на обратный) знак вращения правовращающего раствора исходной (+66,5º) сахарозы. Угол вращения плоскости поляризации инвертного сахара  –39,5º. По углу вращения плоскости поляризации (с помощью поляриметров)  определяют содержание сахарозы в растворе. Метод называется поляриметрическим.

В хлебобулочных изделиях сахароза может быть определена биологическим методом, основанным на сбраживании прессованными дрожжами сахара, содержащегося в изделиях.

С6Н12О6 ( 2С2Н5ОН + 2СО2

Количество выделившегося углекислого газа определяют газометрическим прибором по объему вытесненного насыщенного раствора поваренной соли или минерального масла. Выделившееся количество углекислого газа пересчитывают на сахарозу.

Качественный и количественный анализ отдельных сахаров проводят методами газо-жидкостной, ионообменной или жидкостной хроматографии высокого разрешения. Количественное определение сахаров проводят также методом ионометрии с использованием ферментных электродов, обладающих исключительно высокой селективностью к определенным сахарам.


Усваиваемые полисахариды. Крахмал. Стандартного метода определения нет. Многочисленные методы плохо воспроизводимы, что зависит от условий их проведения и содержания крахмала в продукте. Однако все методы предусматривают следующие стадии:


1.Освобождение образцов от простых сахаров экстракцией 80% об. спиртом.


2.Извлечение крахмала из продукта одним из способов: растворение сначала в холодной, затем в горячей воде; растворение в солевом растворе; растворение в щелочном растворе; растворение в растворе хлорной кислоты; гидролиз слабой кислотой.


3.Очистка раствора крахмала от белков (фософорно-вольфрамовой кислотой, ацетатом цинка, желтой кровяной солью, уранилацетатом и другими белковыми осадителями).


4.Непосредственное определение крахмала. Его можно провести весовым методом осаждением 90% об. этанолом, химическим методом после кислотного или ферментативного гидролиза по содержанию восстанавливающих веществ или поляриметрическим методом (по вращению плоскости поляризации полученного раствора), но, как правило, определение крахмала проводят путем определения глюкозы  после ферментативного или кислотного гидролиза. Для перерасчета глюкозы на исходный крахмал используют соответствующие коэффициенты (0,93). В зависимости от содержания крахмала рекомендуются различные методы, но ферментативные методы могут использоваться независимо от содержания крахмала.

Декстрины. В некоторых случаях в пищевых продуктах (например, в хлебе) определяют декстрины, являющиеся промежуточным продуктом частичного гидролиза крахмала. Их обычно извлекают теплой водой и осаждают 96% об. спиртом. После гидролиза осадка с соляной кислотой определяют восстанавливающие вещества и делают пересчет на декстрины (коэффициент 0,9).

Как и при определении крахмала, навеску продукта сначала обрабатывают этанолом для удаления простых сахаров, после чего из остатка извлекают декстрины теплой водой (не более 40ºС, чтобы не вызвать растворения крахмала). Полученный раствор декстринов доводят до метки водой, аликвотную часть подвергают
гидролизу. В гидролизате определяют глюкозу,  которую пересчитывают на декстрины.


Неусваемые углеводы. Общее содержание пищевых волокон обычно определяют гравиметрическим методом. Анализ заключается в использовании фракционирования – сначала растворяют крахмал и белки при помощи ферментов, имитирующих расщепление их в желудочно-кишечном тракте человека ((-амилаза, пепсин, панкреатин), растворимые пищевые волокна осаждают спиртом, фильтруют, осадок взвешивают.

Пектин. Чаще всего в продуктах встречается так называемый растворимый пектин. Но в некоторых овощах и фруктах, особенно сырых, обнаруживаются заметные количества трудно растворимого, так называемого «протопектина», представляющего в действительности высокомолекулярный пектин.


Стандартного метода определения пектина нет. Результаты различных методов могут значительно различаться. Наиболее воспроизводимые методы определения пектинов включают следующие стадии:


1.Освобождение образцов от простых сахаров.


2.Извлечение пектинов из продуктов. Растворимые пектины извлекают экстракцией холодной водой с последующим кипячением. При необходимости извлечь «протопектин» остаток после извлечения растворимого пектина дополнительно кипятят по 30 мин сначала с 0,3 н. раствором HСl, а затем с 1%-ным раствором цитрата аммония. При анализе продуктов, богатых крахмалом, но содержащих небольшое количество пектинов, сначала извлекают сумму крахмала и пектина гидролизом 0,4–0,6%-ной серной кислотой, затем разрушают крахмал ферментативным путем. Пектины осаждают 96%-ным спиртом. Полученный осадок снова растворяют в горячей воде.


3.Осаждение пектинов. Осаждение, как правило, проводят раствором CaCl2  и NaOH. В результате образуется нерастворимый комплекс с гидроокисью кальция. Осадок отмывают  от хлоридов, высушивают и взвешивают. Вместо взвешивания можно комплексонометрически определить кальций с трилоном Б и по его содержанию вычислить содержание пектинов.

Гемицеллюлозы. По химическим свойствам они весьма близки к пектинам. В их состав входят также пентозы и галактуроновая кислота, однако гидролизуются они труднее. Поэтому их определяют после удаления пектинов теплой водой. Гемицеллюлозы извлекают путем кислотного или щелочного гидролиза. Гидролизаты нейтрализуют и определяют в них редуцирующие вещества. Вычисляют содержание, используя коэффициент 0,9.

Клетчатка. Под пищевой клетчаткой понимают целлюлозу с небольшой примесью лигнина и гемицеллюлоз. Наиболее широкое распространение получили два метода определения клетчатки, различающиеся кислотами, используемыми для гидролиза. Суть методов состоит в гидролизе легкорастворимых углеводов, фильтровании остатка через предварительно взвешенный асбестовый фильтр, высушивании и взвешивании.

Исследуемый продукт обрабатывают последовательно слабой  серной кислотой, слабым раствором щелочи, водой, этанолом и эфиром. При этом в раствор переходят все вещества за исключением чистой клетчатки и части гемицеллюлоз и лигнина (нечистая клетчатка).  Нерастворившиеся вещества отделяют, высушивают и взвешивают.

Контрольные вопросы:

1. Что такое углеводы и какие классификации углеводов вы знаете?

2. Что такое усваиваемые и неусваиваемые углеводы?

3. Какие функции  в организме человека выполняют усваиваемые и неусваиваемые углеводы?

4. Каково рекомендумое количество углеводов и соотношение простых сахаров и полисахаридов в суточном рационе?

5. Какие углеводы называют редуцирующими?

6. Какие методы определения редуцирущих сахаров вы знаете?

7. Что такое инвертный сахар и как проводят инверсию?

8. Как определяют неусваиваемые углеводы в продуктах питания?

§ 2.5. Жиры (липиды)

2.5.1. Состав липидов. Функции липидов и жирных кислот в организме

Обычно считают, что жиры в организме человека выполняют роль поставщиков энергии (калорий). Но это не совсем правильно. Конечно, значительная часть жиров расходуется в качестве энергетического материала. Причем, жир служит в организме источником энергии либо при непосредственном использовании, либо потенциально – в форме запасов в жировой ткани. Однако в определенной степени жиры являются пластическим материалом, так как входят в состав клеточных компонентов (в виде комплексов с белками – липопротеинов), в частности, мембран, т.е. являются незаменимым фактором питания. Кроме того, жир в организме обеспечивает теплоизоляцию, скапливаясь в подкожном слое и вокруг определенных органов. Кроме того, жиры действуют как пищевые растворители жирорастворимых витаминов и служат источником незаменимых полиненасыщенных жирных кислот (линоленовая, арахидоновая).

При длительном ограничении жиров в питании наблюдаются нарушения в физиологическом состоянии организма: нарушается деятельность центральной нервной системы, ослабляется иммунитет и сокращается продолжительность жизни. Однако избыточное потребление насыщенных жиров приводит к  нарушению обмена холестерина, усилению свертывающих свойств крови, заболеваниям почек и печени,  способствует развитию атеросклероза и ожирения со всеми вытекающими отсюда последствиями. 


Определение липидов, приводимое в литературе – неоднозначно. Жиры (более правильный термин «липиды») – это органические соединения, растворимые в ряде органических растворителей и нерастворимые в воде. Основным компонентом жиров являются тригицериды и липоидные вещества, к которым относятся фосфолипиды, стерины, воски и др. В пищевой технологии используют термин «жир», под которым подразумевают сумму веществ, извлекаемых органическими растворителями. При практически полном извлечении жира из пищевых продуктов термин «жир» равнозначен термину «липиды».


Более предпочтительным представляется определение липидов, как природных производных жирных кислот и родственных им соединений, входящих в состав всех живых клеток и извлекаемых из организмов и тканей неполярными растворителями.


Согласно классификации Блора липиды делят на три группы:

- простые,  

- сложные,

- предшественники и производные липидов.

Простые липиды. Простыми липидами называют сложные эфиры жирных кислот с различными спиртами. К ним относятся, например, жиры и воски.

Жиры (триглицериды). Жиры (триглицериды) – сложные эфиры жирных кислот с глицерином. Если они находятся в жидком состоянии, их называют  маслами. В состав триглицеридов входят глицерин (около 9%) и жирные кислоты с разной длиной углеводородной цепочки и степени насыщенности, от строения которой зависят свойства триглецеридов.

Животные и растительные жиры обладают различными физическими свойствами и составом. Животные жиры – это твердые вещества, в состав которых входит большое количество насыщенных жирных кислот, имеющих высокую температуру плавления. Растительные жиры, как правило, жидкие вещества, содержащие в основном ненасыщенные жирные кислоты, имеющие низкую температуру плавления. Источником растительных жиров являются в основном растительные масла (99,9% жира), орехи (53–65%), овсяные (6,1%) и гречневые (3,3%) крупы. Источником животных жиров – шпик свиной (90–92% жира), сливочное масло (72–82%), жирная свинина (49%), колбасы (20–40%), сметана (30%), сыры (15–30%).

Основным компонентом липидов являются жирные кислоты. Тригицериды природного происхождения содержат по крайней мере две различные жирные кислоты.
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Химические, биологические и физические свойства жиров определяются входящими в его состав триглицеридом и, в первую очередь, длиной цепи, степенью насыщенности жирных кислот. В состав жиров входят в основном неразветвленные жирные кислоты, содержащие четное число атомов углерода (4–26) как насыщенные, так и моно- и полиненасыщенные кислоты. 

Насыщенные жирные кислоты (пальмитиновая, стеариновая и др.) используются организмом в целом как энергетический материал. Пальмитиновая и стеариновая кислоты встречаются во всех животных и растительных жирах. Наибольшее количество насыщенных жирных кислот содержится в животных жирах: например, в говяжьем и свином жире – 25% пальмитиновой, соответственно 20% и 13% стеариновой кислот, в масле сливочном – 7% стеариновой, 25% пальмитиновой и 8%  миристиновой кислот. Они могут частично синтезироваться в организме из углеводов (и даже из белков). 


Ненасыщенные жирные кислоты различаются по степени «ненасыщенности». Мононенасыщенные жирные кислоты содержат одну ненасыщенную водородом связь между углеродными атомами, полиненасыщенные – несколько связей (2–6). К числу наиболее распространенных мононенасыщенных жирных кислот относится олеиновая кислота, которой много в оливковом масле (65%), маргаринах (43–47%), свином и говяжьем  жире, сливочном масле и мясе гусей (11–16%). 

Большинство жирных кислот, входящих в состав триглицеридов содержат 20 атомов углерода в молекуле. В молекулах олеиновой, линолевой, линоленовой 18 атомов углерода и они являются  дегидропроизводными стеариновой кислоты, цис-изомерами.
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Арахидоновая С20
Наиболее часто встречающиеся в триглицеридах  насыщенные жирные кислоты: стеариновая  (С17Н35СООН), пальмитиновая (С15Н31СООН), миристиновая (С13Н27СООН), арахиновая (С19Н39СООН), лауриновая (С11Н23СООН).

Особое значение имеют полиненасыщенные жирные кислоты, такие, как линолевая, линоленовая и арахидоновая, которые входят в состав клеточных мембран и других структурных элементов тканей и выполняют в организме ряд важный функций, в том числе обеспечивают нормальный рост и обмен веществ, эластичность сосудов и др. Большинство полиненасыщенных кислот не может синтезироваться в организме человека и поэтому эти кислоты являются незаменимыми, как являются незаменимыми некоторые аминокислоты и витамины.   С другой стороны, эти кислоты, главным образом линолевая и арахидоновая, служат предшественниками гормоноподобных веществ – простогландинов, предотвращают отложение холестерина в стенках кровеносных сосудов (способствуют удалению его из организма), повышают эластичность стенок кровеносных сосудов. Следует отметить, что указанные функции выполняют только цис-изомеры ненасыщенных кислот.

Насыщенные жирные кислоты выполняют в основном энергетическую функцию в организме и их избыток в питании часто приводит к нарушению обмена жиров, повышению уровня холестерина в крови

Состав жиров, синтезируемых в различных частях одного и того же организма – разный. Так, у свиней внешние слои подкожного жира обладают большей ненасыщенностью, чем внутренние. Кислотный состав жиров человека близок к составу топленного говяжьего сала.


Воски. Воски – сложные эфиры жирных кислот с одноатомными спиртами. Воски – историческое название разных по составу и происхождению продуктов, преимущественно природных, которые по свойствам близки к пчелиному воску. Большинство природных восков содержит сложные эфиры одноосновных насыщенных карбоновых кислот нормального строения и стеринов с 12–46 атомами углерода в молекуле. Такие воски по химическим свойствам близки к жирам (триглицеридам), но омыляюются только в щелочной среде. Воски отличаются от жиров тем, что вместо глицерина в их состав входят стерины или высшие алифатические спирты с четным числом атомов углерода (16–36). Растительные воски также содержат парафиновые углеводороды. 


Воски широко распространены в природе. В растениях они покрывают тонким слоем листья, стебли, плоды, предохраняя их от смачивания водой, высыхания, действия микроорганизмов. Содержание восков в зерне и плодах невелико. В оболочках семян подсолнечника содержится до 0,2% восков от массы оболочки, в семенах сои – 0,01%, риса – 0,05%.

Сложные липиды. Сложными липидами называют сложные эфиры жирных кислот со спиртами, дополнительно содержащие и другие группы.

Фосфолипиды. Важнейшими представителями сложных липидов являются фосфолипиды. Это – липиды, содержащие помимо жирных кислот и спирта остаток фосфорной кислоты.  В их состав  входят азотистые основания  (чаще всего холин [HO-CH2-CH2-(CH3)3N]+OH– или этаноламин HO-CH2-CH2-NH2), остатки аминоксилот и другие компоненты. В зависимости от спирта, входящего в состав молекулы,  фосфолипид относится либо к  глицерофосфолипидам (в роли спирта выступает глицерин), либо к сфингофосфолипидам, в состав которого входит сфингозин. Молекулы фосфолипидов содержат неполярные гидрофобные уголеводородные радикалы –  «хвосты» и полярную гидрофильную «головку» (остатки фосфорной кислоты и азотистого основания), что определяет способность фосфолипидов формировать биологические мембраны. Входя в состав клеточных оболочек, фосфолипиды играют существенную роль для их проницаемости и обмена веществ между клетками и внутриклеточным пространством.

Наиболее распространенная группа фосфолипидов – фосфоглицериды. В их состав входят глицерин, жирные кислоты, фосфорная кислота и аминоспирты (например, холин в лецетине, этаноламин в кефалине). Аминоспирт, входящий в состав фосфолипида, определяет биологическое действие фосфолипида. Так, например, лецитин представляет собой глицерид, этерифицированный двумя, обычно разными жирными кислотами (например, стеариновой и олеиновой) и соодержащий фосфохолиновую группировку, которая при омылении дает неорганический фосфат и  четвертичное основание – холин.
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            Лецитин

Лецитин проявляет липотропное действие, т.е. способствует выведению холестерина из организма.  Лецитин и холин препятствуют ожирению печени и  эти препараты используют для профилактики заболеваний печени. Холин, кроме того, входит в состав нервной ткани, в частности в ткани головного мозга. Ацетилхолин играет важную роль в передаче нервных импульсов. В организме человека холин может образовываться из серина, но биосинтез холина ограничен и холин должен дополнительно поступать с пищей. Таким образом, холин, как и полиненасыщенные жирные кислоты и ряд аминокислот, является незаменимым пищевым веществом. 

Фосфолипиды пищевых продуктов различаются по химическому составу и биологическому действию. Последнее, как уже говорилось, во многом зависит от  природы входящего в их состав аминоспирта. В пищевых продуктах встречаются в основном лецитин, в состав которого входит холин – аминоспирт, а также кефалин, в состав которого входит этаноламин. 

Фосфолипиды, содержащиеся в пищевых продуктах, способствуют лучшему усвоению жиров. Так, жир в молоке находится в тонкодисперсном состоянии в значительной степени благодаря фосфолипидам молока. Именно молочный жир считается одним из наиболее легко усваиваемых жиров. Наибольшее количество фосфолипидов содержится в яйце (3,4%), относительно много (0,3–0,9%) в зерне и бобовых и нерафинированных маслах. При хранении нерафинированного растительного масла фосфолипиды выпадают в осадок. При рафинировании растительных масел содержание фосфолипидов в них снижается до 0,2–0,3%.  Считают, что оптимальное содержание фосфолипидов в пище должно быть 5–10 г в день.


Помимо фосфолипидов к сложным липидам относят гликолипиды (гликосфинголипиды), содержащие жирную кислоту, сфингозин и углеводный компонент. Гликолипиды в заметных количествах присутствуют в растительных продуктах (липиды пшеницы, овса, кукурузы, подсолнечника) Содержатся они также в животных и микроорганизмах. Гликолипиды выполняют структурные функции, участвуют в построении мембран, им принадлежит важная роль в формировании клейковинных белков пшеницы, определяющих хлебопекарное достоинство муки. Сложными липидами являются также сульфолипиды, аминолипиды. К этой категории относят и липопротеины.

Предшественники и производные липидов. К этой группе относятся жирные кислоты, глицерин, стероиды и прочие спирты, альдегиды жирных кислот и кетоновые тела, углеводороды, жирорастворимые витамины и гормоны.

Стерины (стеролы). Стерины (стеролы) – алициклические природные спирты (одноатомные вторичные спирты ряда циклопентанопергидрофенантрена, содержащие гидрооксильную группу при атоме углерода в положении 3 и метильные группы при атомах С10 и С13), относящиеся к стероидам. Стерины – составная часть неомыляемой фракции животных и растительных липидов.  Различают животные (зоостерины), растительные стерины  (фитостерины) и стерины грибов (микостерины). Основной стерин высших животных – холестерин, а растительный – (-ситостерин.  Холестерин обнаружен в тканях всех животных и отсутствует, или присутствует в незначительном количестве, в растениях. Фитостерины, в отличие от холестерина, не усваиваются организмом. 

Стерины, наряду с липидами и фосфолипидами, являются основным структурным компонентом клеточных мембран. Предполагают, что они влияют на клеточный метаболизм. Свои функции в организме стерины реализуют в виде комплексов с белками (липопротеидов) и сложных эфиров высших жирных кислот, являясь переносчиками их во все органы и ткани через систему кровотока. Холестерин участвует также в обмене желчных кислот и гормонов. До 80% холестерина в организме человека синтезируется в печени и других тканях. Содержание холестерина в яйцах достигает 0,57%, а в сырах – 0,28–1,61%. В сливочном масле содержится порядка 0,20%, а в мясе – 0,06–0,10%. Считается, что суточное потребление холестерина с пищей не должно превышать 0,5 г. В противном случае повышается уровень его содержания в крови, а значит, возрастает и опасность возникновения и развития атеросклероза.
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Значение липидов. При рассмотрении 
групп липидов упоминались их разнообразные функции в организме. Обобщая выше изложенное, можно выделить следующие функции липидов в живом организме.

Липиды, входя в состав стенок клеток, выполняют в организме пластическую функцию и называются структурными. Они входят в состав мембраны клеток и участвуют в разнообразных процессах, происходящих в клетке. 

Причем, как уже говорилось, липиды могут служить в организме источником энергии либо при непосредственном использовании, либо потенциально – в форме запасов в жировой ткани. В то время, как жировые отложения состоят главным образом из глицеридов, ткани головного мозга и спинного содержат сложные структурные единицы, построенные из белка, холестерина, а также из фосфолипидов, например, лецитинового типа. 

Липиды, находящиеся в специальных «жировых» клетках, называют  запасными и они состоят в основном из триглицеридов. Эти липиды являются аккумулятором химической энергии и используются при недостатке пищи. Липиды обладают высокой калорийностью: 1 г составляет 9 ккал – это в 2 раза выше калорийности белков и углеводов. Большинство всех видов растений также содержат запасные липиды, главным образом, в семенах. Липиды помогают растению переносить неблагоприятное воздействие внешней среды, например, низкие температуры, т.е. выполняют защитную функцию.


В растениях липиды накапливаются, главным образом, в семенах и плодах и их содержание зависит от сорта, места и условий произрастания. У животных и рыб липиды концентрируются в подкожных, мозговой и нервной тканях и тканях, окружающих важные органы (сердце, почки). Содержание липидов у животных определяется видом, составом корма, условиями содержания и др.

В состав пищевых продуктов входят так называемые «невидимые» жиры (в мясе, рыбе и молоке) и «видимые» – специально добавляемые в пищу растительные масла и животные жиры. В продуктах питания липиды содержатся в виде отдельных жировых клеток, откуда они легко извлекаются большинством органических растворителей (часто их называют «свободные липиды») или входят в состав практически всех жизненно важных клеток. В последнем случае они связаны в клетках более прочно (так называемые прочно связанные липиды). Методы количественного определения липидов учитывают эти особенности.


Помимо того, что липиды необходимы в питании как энергетический и структурный материал, они участвуют в обмене других пищевых веществ, например, способствуют усвоению витаминов А и D, а животные жиры являются источником этих витаминов. Единственный источник витамина Е и (-каротина –  растительные жиры.  

Ни один из жиров, взятый в отдельности, не может полностью обеспечить потребности организма в жировых веществах. Рекомендуемое содержание липидов в рационе по калорийности составляет 30–35%, что в весовых единицах (в среднем 102 г) несколько превосходит количество белков. Из указанных 102 г непосредственно в виде жиров рекомендуется потреблять 45–50 г. При работе на холоде количество жиров в рационе должно быть увеличено, так как жир участвует в процессах терморегуляции организма. Это увеличение должно идти за счет квоты углеводов, а не белков, так как белки необходимы для правильной переработки жиров. 

Рекомендуется употреблять животные и растительные жиры в комплексе. Оптимальное соотношение 70% животных и 30% растительных жиров. При таком соотношении обеспечивается поступление в организм необходимых количеств полиненасыщенных и насыщенных кислот. С возрастом рекомендуется снижать потребление животных жиров.

2.5.2. Методы извлечения и количественного определения липидов

Для установления количества липидов,  содержащихся в пищевых продуктах, разработан ряд  методов. 


В целях технологического контроля за содержанием липидов в пищевых продуктах в ряде случаев применяют методы непосредственного определения содержания липидов в объектах: метод ядерного магнитного резонанса для определения содержания жира в семенах масличных культур; инфракрасную спектроскопию и турбодиметрию для определения жира в молоке и т.д. 


Липиды, однако, являются не только источниками энергии для организма, но, и как уже говорилось, содержат ряд физиологически активных веществ (полиненасыщенные жирные кислоты, стерины, фосфолипиды, жирорастворимые витамины). Определения лишь общего количественного содержания липидов в продуктах питания недостаточно для полной характеристики их пищевой ценности. Таким образом, при анализе липидного состава продуктов должен быть использован комплекс методов, обеспечивающий полное извлечение липидов из продуктов, определение их количества и возможность качественной и количественной характеристики отдельных компонентов. 


Практически большинство методов определения липидов в пищевых продуктах можно разделить на три группы.

Методы первой группы основаны на извлечении липидов из определяемого продукта путем многократного экстрагирования растворителем до тех пор, пока остаточное содержание их в продукте не будет представлять ничтожно малую величину. Затем из полученной вытяжки отгоняют растворитель, а остаток, содержащий липиды, высушивают и взвешивают (весовой метод определения жира). Эту операцию обычно проводят в специальных аппаратах для экстракции – аппаратах Сокслета, дающих возможность одной и той же порцией эфира многократно производить извлечение жира. Для экстракции используют неполярные растворители: диэтиловый эфир, гексан, петролейный эфир. 

Разнообразная природа пищевых продуктов, обусловливающая различную прочность связи липидов с другими частями продукта, оказывает влияние на эффективность экстракции. Методы этой группы позволяют извлечь из пищевых продуктов свободные и слабосорбированные липиды. Прочно связанные липиды при этом не экстрагируются. Кроме того, жировые растворители экстрагируют не только глицериды жирных кислот, но и целый ряд других веществ: свободные жирные кислоты, органические кислоты, такие как янтарная, винная, лимонная, яблочная; фосфатиды, стерины, эфирные масла, воскообразные вещества, смолы, альдегиды, кетоны, красящие вещества. Ввиду этого продукт, извлекаемый растворителями, не представляет собой чистый жир, почему и называется «сырым». Часто разницей между весом «сырого» и собственно жира пренебрегают.  В связи с этим, а также ввиду значительного окисления липидов в процессе выделения, были предприняты поиски других, более эффективных способов экстракции.

Методы второй группы основаны на использовании для экстракции смеси полярного и неполярного растворителей. При этом полярный растворитель (обычно метанол или этанол) разрывает связь липидов с белками и другими компонентами пищевых продуктов, а неполярный (хлороформ, бензол, петролейный эфир) непосредственно растворяет липиды. Наибольшее применение получили смеси: хлороформ-метанол (2:1) и хлороформ-этанол (2:1). Однако в отличие от методов первой группы, такие бинарные смеси извлекают дополнительно значительное количество нелипидов (до 25% суммы экстрагируемых веществ). Поэтому во многих случаях появилась необходимость удаления этих веществ путем перерастворения в хлороформе или промывки 1%-ным раствором NaCl или KСl. 

Методы третьей группы предусматривают извлечение липидов из пищевых продуктов после кислотного или щелочного гидролиза. Для этого пищевой продукт гидролизуют водным или спиртовым раствором щелочи при нагревании. После щелочного гидролиза полученные мыла разлагают раствором кислоты, а  выделившиеся жирные кислоты извлекаются эфиром (петролейным, диэтиловым) и освобождаются от примесей фильтрованием. После отгона эфира, определяют вес жирных кислот, который пересчитывают на жир. Указанным методом выделить липиды в нативном состоянии теоретически невозможно. Поэтому об их содержании в пищевых продуктах судят по количеству жирных кислот и неомыляемых веществ, выделяемых из гидролизата. К этой группе методов относится кислотный метод определения жира с помощью жиромера в молоке, молочных продуктах и консервах. Жир выделяют действием концентрированной серной кислоты при нагревании. Смесь   центрифугируют. При этом жир переходит в фазу добавляемого изоамилового спирта. Объем выделившегося жира измеряют в градуировочной части жиромера.


Методы первой группы не рекомендуются для исследования продуктов, богатых фосфолипидами, прочносвязанными в клетках (некоторые виды рыб), но пригодны для продуктов, с преобладающим содержанием триглицеридов – масличных семян.


Методы второй группы практически во все случаях позволяют получить надежные количественные результаты, но они относительно трудоемки и не всегда пригодны для массовых анализов.



Применение методов третьей группы, хотя и не приводит к извлечению натуральных липидов, в большинстве случаев позволяют получать результаты, близко совпадающие с результатами, получаемыми методами второй группы. Их большое преимущество – в возможности проведения массовых анализов.

2.5.3. Химические характеристики липидов

В практике пищевой промышленности состав и качество жиров и масел харакеризуют с помощью разнообразных «аналитических чисел». Подразумевая под ними расход определенных реагентов на реакции с жиром (кислотное число, перекисное число, йодное число, число омыления и содержание неомыляемых продуктов, радановое, гидрооксильное, эфирное числа и др.).  Величины указанных чисел характеризуют вид жира и его качество. Рассмотрим имеющие наибольшее значение числа.

Кислотное число. Кислотное число – масса KOH (мг) необходимая для нейтрализации 1 г жира. Этот показатель характеризует содержание в жире свободных кислот (0,1–30 мг, растительные масла – 1–10 мг).  Хранение продуктов питания, содержащих жиры и масла, всегда сопровождается гидролизом последних. По величине же кислотного числа можно  сделать предположение о качестве жиров. В пищевой промышленности кислотное число используется при расчете количества  щелочи, необходимой для рафинации жиров и масел. Сущность методов, используемых для определения кислотного числа, заключается в растворении определенной массы масла или жира в смеси растворителей и последующем титровании имеющихся жирных кислот водным или спиртовым раствором щелочи. В качестве растворителя используют, как правило, смесь этилового спирта с диэтиловым эфиром или смесь диэтилового эфира с хлороформом.  При необходимости (если жир не растворяется) смесь нагревают на водяной бане, затем охлаждают и быстро титруют раствором щелочи при постоянном перемешивании. Титрование проводят либо потенциометрически, либо с использованием кислотно-основных индикаторов. При использовании спирто-эфирной смеси титрование проводят водным или спиртовым раствором щелочи; при использовании спирто-хлороформной смеси – спиртовым раствором.

Перекисное число. Перекисное число показывает, сколько миллиграмм-эквивалентов активного кислорода содержится в 1000 г жира.  Определение перекисного числа проводят следующим образом. Испытуемый жир растворяют в смеси уксусной кислоты и хлороформа. Затем прибавляют  свежеприготовленный раствор KI и перемешивают. Через 1–2 мин прибавляют раствор крахмала и оттитровывают выделившийся йод раствором тиосульфата натрия.  


Важнейшим свойством жиров является окисляемость. При этом оксиляемость сильно зависит от состава жирных кислот. Наиболее легко окисляются жиры некоторых морских рыб, труднее всего – жиры с высоким содержанием насыщенных жирных кислот (сало, шпик). При хранении жирной рыбы появляется неприятный прогорклый запах.  Изменяется и цвет окислившихся продуктов. Окисление жиров сопровождается образованием  различных продуктов окисления – сначала перекисей, а затем различных полимерных соединений. Полимерные продукты окисления жиров обладают токсичным действием. Предельное содержание их в жирах не должно превышать 1%.


Определение перекисного числа называют иногда определением прогорклости жира. Прогоркание (изменение вкуса и цвета) жира вызвано образованием низкомолекулярных карбонильных соединений и обусловлено рядом химических превращений. Различают два вида прогоркания: биохимическое и химическое.

 Биохимическое характерно для жиров, содержащих значительное количество воды и примесей белков и углеводов (например, коровье масло). Под воздействием ферментов (липаз), содержащихся в белках, происходит гидролиз жиров и образование свободных жирных кислот. Но увеличение кислотности не сопровождается появлением прогорклости. Микроорганизмы, развивающиеся в жирах, выделяют другие ферменты липооксидазы, под действием которых жирные кислоты окисляются до (-оксикислот. Метилалкилкетоны, образующиеся при распаде последних, являются причиной изменения запаха и вкуса. Для предотвращения прогоркания принимают такие меры, как очистка от белков, добавка консервантов (NaCl, бензойная кислота), хранение при низких температурах. 

Химическое прогоркание (перекисное окисление липидов) – результат окисления жиров под действием кислорода воздуха (в живых организмах перекисное окисление вызывает повреждению тканей, способствуя развитию опухолевых заболеваний). Первой стадией является образование пероксильных радикалов под действием кислорода на углеводородные остатки насыщенных и ненасыщенных жирных кислот. Свет, повышение температуры промотируют реакцию. Пероксильные радикалы инициируют в свою очередь неразветвленные и разветвленные цепные реакции, а также распадаются с образованием ряда вторичных продуктов – гидроксикислот, эпоксидов, кетонов и альдегидов, что и приводит к изменению запаха и вкуса жиров. Для  жиров, в которых преобладают насыщенные жирные кислоты, характерно кетонное прогоркание, а в жирах с преобладающим содержанием ненасыщенных жирных кислот – альдегидное. В процессе прогоркания жиров перекисное число уменьшается. Важно определение этого числа на ранней стадии прогоркания, когда прогоркание еще не обнаруживается органолептически. Следует отметить, что наименее  устойчивыми при хранении являются сливочное масло, маргарин и куриный жир.


Для регулирования процесса перекисного окисления жиров и человек, и природа используют антиоксиданты. В пищевые продукты с этой целью добавляют промилгаллат, аскорбиновую кислоту и др. К природным антиоксидантам относятся жирорастворимый витамин Е (токоферол) и витамин С. 

Йодное число. Йодное число выражается как масса йода (г), присоединяющаяся к 100 г жира и характеризует содержание ненасыщенных соединений  (растительные масла – 100–200, твердые жиры – 35–85, жидкие жиры – 150–200). Йодное число применяют для определения  вида жира, способности его к высыханию,  расчета количества водорода, требующегося для гидрогенизации жира. Для определения йодного числа к раствору анализируемого жира в хлороформе, четыреххлористом углероде или ледяной уксусной кислоте приливают раствор Br2, IBr или IСl известной концентрации (бром, бромистый и хлористый йод более реакционноспособны, чем сам йод). После завершения реакции прибавляют избыток йодистого калия и титруют раствором тиосульфата натрия йод, выделившийся при взаимодействии йодида калия с не прореагировавшим бромом или другим реагентом. Зная исходное количества брома вычисляют йодное число.


При определении йодного числа проводят холостой опыт, по существу являющийся определением перекисного числа. К пробе исследуемого жира добавляют раствор йодида калия и оттитровывают выделившийся йод. 

Число омыления. Число омыления – масса КОН (в мг), необходимая для взаимодействия со свободными кислотами и сложными эфирами, содержащимися в 1 г жира (животные жиры – 170–260, растительные масла – 170–200).

	Омыление – гидролиз сложного эфира с образованием спирта и кислоты (или ее соли). Происхождение термина связано с методом производства мыла из жиров.


Определение числа омыления: жир кипятят со спиртовым раствором КОН. Избыток КОН оттитровывают раствором соляной кислоты. Омыляемыми компонентами являются жирные кислоты, триглицериды, фосфолипиды, воски, пигменты. По числу омыления можно судить о средней молекулярной массе входящих в состав липидов жирных кислот.

Содержание неомыляемых продуктов. В каждом жире наряду с омыляемыми веществами присутствует небольшое количество веществ, не гидролизующихся при действии щелочей и образующих при этом нерастворимый в воде остаток. Такие вещества называют неомыляемыми и включают в себя стерины, витамины, белки, углеводороды. Определение неомыляемых веществ сводится к омылению жира и извлечению неомыляемой части диэтиловым или петролейным эфиром. Жир кипят со спиртовым раствором КОН до полного омыления, раствор разбавляют водой и проводят трехкратную экстракцию эфиром. Эфирный раствор фильтруют через обезжиренную вату, выпаривают, остаток высушивают при 100ºС  до полного исчезновения запаха эфира и по охлаждении взвешивают. Неомыляемые вещества могут быть разделены на отдельные компоненты методом колоночной хроматографии, например, на оксиде алюминия.

2.5.4. Определение фракционного состава липидов и состава жирных кислот пищевых продуктов

Важнейшей особенностью, определяющей характер биологического действия пищевого жира, является состав его жирных кислот.  Определение жирокислотного состава возможно при наличии данных о фракционном составе липидов, так как жирные кислоты входят в состав ряда соединений (глицериды, свободные жирные кислоты, эфиры стеринов, фосфолипиды и др.) В каждой фракции соотношение жирных кислот и других компонентов различны. Отражая состав жирных кислот в суммарных липидах, в целях последующего количественного выражения этих данных в пересчете на продукт, необходимо знать парциальные доли каждой фракции. Задача фракционирования липидов на основные классы соединений в настоящее время, как правило, решается с помощью адсорбционной хроматографии на силикагеле. 

Для количественного анализа липидов и жирных кислот используется ряд хроматографических методов: ГХ, ГЖХ, ВЭЖХ ЖХ, а также капиллярный электрофорез.


Так, для количественного определения отдельных фракций можно использовать  адсорбционную хроматографию в тонких слоях силикагеля вместе с другими чувствительными методами анализа, например колориметрическим и спектрофотометрическим. После хроматографического разделения, обнаружения и идентификации компоненты элюируют растворителями из участков силикагеля, соответствующим отдельным фракциям, и определяют наиболее подходящим способом. Необходимо иметь в виду, что проведение хроматографического разделения таким способом всегда сопряжено с возможностью существенных потерь веществ на отдельных этапах.


В биохимии разделение и идентификацию липидов проводят по следующей схеме. Тонкослойная хроматография осуществляется на стеклянных пластинках, покрытых тонким слоем суспензии адсорбента, чаще всего силикагелем. После высыхания суспензии пластинки прокаливают в печи заданное время при определенной температуре. Далее на охлажденную «активированную» пластинку наносят смесь липидов в подходящем растворителе. После испарения растворителя край пластинки, ближайший к нанесенному пятну, погружают в смесь соответствующих растворителей, далее пластинку «проявляют» в замкнутой камере, пока растворитель не достигнет противоположного края пластинки. Затем пластинку высушивают для удаления растворителя и определяют положение пятен либо путем их «обугливания» (обработка серной кислотой с последующим  нагреванием), либо по флуоресценции (после обработки дихлорфлуоресцином), либо путем обработки парами йода.


Существует следующая методика денситометрического определения индивидуальных классов липидов, в том числе стеринов, на основе хроматографии в тонком слое силикагеля. Принцип метода состоит в том, что при анализе к силикагелю добавляют краситель метиловый красный. Липиды проявляются в виде пурпурных пятен на розовом, а затем на желтом фоне. После обесцвечивания фона парами аммиака хроматограмму фотографируют, а фотокопии денситометрируют, сравнивая оптическую плотность изучаемых фракций с оптической плотностью стандарта. 

	Денситометрия – измерение оптической плотности светопоглощающих сред, главным образом, проявленных фотографических слоев.


В процессе получения липидов важно не допустить  их окисления, так как последние имеют иную хроматографическую подвижность, чем нативные липиды, и на хроматограммах будут присутствовать дополнительные пятна и «хвосты». Во избежание окисления липиды защищают от действия прямого солнечного света, экстракт хранят в холодильнике в плотно закрытых колбах с притертыми пробками. Растворители отгоняют в токе азота или под вакуумом, допуская лишь слабое (до температуры 40–50ºС) нагревание. Выделенные для весового определения и подсушенные на воздухе  липиды для фракционирования обычно не используют. 


Для количественного определения жирных кислот может быть использован колориметрический метод. Готовят метанольный раствор выделенных жирных кислот и подкисляют серной кислотой. В течение 15 минут проходит метанолиз (образование метиловых эфиров жирных кислот). Затем к полученному раствору добавляют растворы щелочи и гидроксиламина. Происходит образование гидроксамовых кислот. Эти кислоты дают с ионами Fe3+  интенсивно окрашенные соли. С этой целью к полученному раствору прибавляют раствор соляной кислоты и хлорного железа и раствор приобретает розовато-желтую окраску. Полученный раствор фотометрирут и по калибровочному графику оценивают содержание жирных кислот.

При действии гидроксиламина на сложные эфиры, ангидриды, хлорангидриды, амиды карбоновых кислот образуются гидроксамовые кислоты:
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Эти кислоты дают с Fe (3+) интенсивно окрашенные соли. В зависимости от соотношения количества железа и кислоты и от рН раствора могут получаться разные продукты реакции с различной окраской: 
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       Красно-бурая                              Вишневая                               Красно-фиолетовая

         435–440 нм                               470–495 нм                                   520–540 нм


Для качественного и количественного анализа жирных кислот также может быть использован метод тонкослойной хроматографии. Метод применяется и для препаративного разделения. Для хроматографирования высших жирных кислот и их производных применяют незакрепленный слой силикагеля и окиси алюминия, а также слой силикагель-гипс. Колоночный способ хроматографирования используется с целью препаративного разделения. 

При использовании ТСХ детектирование осуществляют как и в бумажной хроматографии, используя спецефические реагенты: концентрированная серная кислота, смесь азотной и фосфорной кислот. После разделения пластинки опрыскивают кислотой и нагревают в течение 10–15 мин при 80–120ºС. Существует также способ проявки в стеклянном сосуде с кристаллами йода. (Чувствительность 1 мкг липидов.)

Для проведения количественного анализа после разделения пробы в тонком слое снимают слой силикагеля соответственно локализации жирной кислоты или любого вещества липидной природы, проводят элюирование соответствующими растворителями, удаляют силикагель центрифугированием и элюат анализируют любыми, подходящими для этой цели химическими или физическими методами. Определение расположения компонентов на хроматограмме проводят на основании сравнения с параллельно разделенной такой же пробой, обработанной соответствующими реагентами.

Количественный анализ можно вести фотометрическим методом путем измерения интенсивности окраски пятен фотометром в отраженном свете. Полученные данные наносят на график и сравнивают с данными комбинированной кривой, построенной по стандартным препаратам. Определяют концентрации веществ также по площади пятна (полуколичественный метод).

Однако для получения данных по жирнокислотному составу пищевых продуктов чаще всего использовался метод газожидкостной хроматографии (ГЖХ). Для анализа используют не сами жирные кислоты, а их производные – метиловые эфиры. Этим достигают высокую эффективность разделения при более низких температурах и более коротком времени анализа. При анализе должен быть использован метод, обеспечивающий количественный выход при превращении жирных кислот в метиловые эфиры. В литературе описан ряд методов метилирования. Чаще всего метанолиз глицеридов ведут в закрытой системе в метанольном растворе KOH. Используют также нагревание при 45–50ºС в 5%-ном растворе HСl в абсолютном метаноле или 5–10%-ном растворе толуолсульфокислоты в абсолютном метаноле. Выбор метода зависит от анализируемого материала.


ГЖХ приводит к физическому разделению пропускаемой газовой фазы путем адсорбции ее компонентов на стационарной фазе, состоящей из инертного твердого носителя, например силикагеля, или инертных гранул размолотого жаропрочного кирпича, покрытых нелетучей жидкостью (например, смазочным жиром или силиконовым маслом). На практике применяют металлические или стеклянные колонки, заполненные указанным сорбентом; смесь метиловых эфиров жирных кислот в газообразном состоянии пропускают через колонку, по всей длине которой поддерживается температура 170–225ºС. Постоянный поток инертного газа – аргона или гелия – увлекает за собой газообразные эфиры. В соответствии с общими принципами хроматографии разделение эфиров жирных кислот основано на различном сродстве компонентов газовой смеси к материалу стационарной фазы. Газы, имеющие большее сродство к стационарной фазе, движутся вдоль колонки медленнее и появляются на выходе из колонки позднее, чем те, которые имеют относительно меньшее сродство. По мере выхода из колонки индивидуальных эфиров жирных кислот они автоматически регистрируются физическими или химическими методами в виде серии пиков, распределенных во времени в соответствии с эффективностью их удерживания стационарной фазой. Площадь под пиком пропорциональна концентрации каждого из компонентов смеси. Идентификация каждого компонента производится путем сравнения с хроматограммой стандартной газовой смеси известного состава.


Преимущества газовой хроматографии состоят в высокой чувствительности, позволяющей разделять очень малые количества смеси, и возможности многократного использования колонки. С помощью этого метода в составе природных жиров обнаружено большое число ранее не идентифицированных жирных кислот.


Газожидкостная хроматография метиловых эфиров жирных кислот может быть проведена как на набивных, так и на капиллярных колонках при условии получения хроматограмм, позволяющих осуществить количественный расчет содержания отдельных компонентов в смеси. Температура колонок 150–300ºС. В качестве газа-носителя используют азот, гелий или аргон. Для детектирования метиловых эфиров используют катарометр, ионизационный или пламенно-ионизационный детектор.

Хроматографическое разделение жирных кислот может быть проведено на полярных и неполярных жидких фазах. 

В качестве неполярной фазы наиболее часто применяется высоковакуумная смазка апьезон (L или  M), нанесенная на носитель. Эти смазки выдерживают температуру до 300ºС без заметного разложения или потери. Эфиры насыщенных жирных кислот элюирутся с апьезона в соответствии с возрастанием числа атомов углерода. Причем, метильная группа в боковой цепи уменьшает Ван-дер-Ваальсовы силы взаимодействия между растворенным веществом и распределяющей жидкостью, и такое соединение движется быстрее соответствующей насыщенной кислоты с прямой цепью.

Введение двойной связи в молекулу растворенного вещества повышает его полярность и вместе  с тем уменьшает его сродство к неполярной неподвижной  фазе. В результате чего ненасыщенное соединение движется быстрее аналогичного насыщенного соединения. Например, удерживаемый объем олеиновой кислоты на апьезоне М при 197º составляет 0,815 по сравнению  с 1,00 для стеариновой кислоты. Коэффициент разделения составляет 1,23, что позволяет легко разделить их на этой жидкости. Введение второй изолированной двойной связи, как, например, в линолевой кислоте, еще больше увеличивает скорость движения  по колонке. При этом удерживаемый объем составляет 0,792 от удерживаемого объема стеариновой кислоты. Коэффициент разделения олеиновой и линолевой кислот равен всего лишь 1,03. Добавление третьей изолированной двойной связи, как в линоленовой кислоте, не приводит к дальнейшему  изменению удерживаемого объема, так что линоленовая и линолевая кислоты элюируются одним пиком. Тетраены, при разделении жирных кислот на неполярных фазах, выходят раньше соответствующих сложных эфиров с коэффициентом разделения 0,6, но не отделяются от пентаенов, а гексаены дают пик перед общим пиком тетраенов и пентаенов. Сопряжение двойных связей в полиеновых эфирах приводит к более быстрому их движению по сравнению с соответствующими изомерами с несопряженными связями. 

Пики, соответствующие ненасыщенным соединениям, можно определить, проводя бромирование части смеси сложных эфиров и повторный хроматографический анализ. Бромированные эфиры недостаточно летучи, чтобы элюироваться из колонки, и поэтому пики, соответствующие ненасыщенным эфирам, полностью исключаются. Другой метод удаления двойных связей состоит в каталитическом гидрировании пробы перед повторным хроматографическим анализом. При этом удается не только исключить пики, обусловленные ненасыщенными соединениями, но и разделить компоненты смеси по числу атомов углерода, поскольку пики ненасыщенных соединений суммируются с  соответствующими пиками насыщенных соединений. Таким образом, неполярные неподвижные фазы, такие,  как апьезоны, позволяют разделить гомологические ряды соединений по числу атомов углерода, а при сочетании с бромированием и гидрированием – получать сведения о распределении насыщенных соединений. Кроме того, ГЖХ на неполярных неподвижных фазах дает также сведения о положении двойных связей и ориентации относительно этих связей. (Транс-изомеры элюируются медленнее соответствующих цис-изомеров).

При оптимальных условиях можно достигуть хорошего отделения метилстеарата от метилолеата и частичного разделения метилолеата и метиллинолеата, используя в качестве неподвижной распределительной жидкости апьезон L. На этой жидкости, однако, ни разу не удалось разделить метиллинолеат и метиллиноленат. Для этого в качестве неподвижной фазы следует использовать полярную жидкость. До сих пор для этих целей лучше всего подходили полиэфиры, получаемые конденсацией двухосновных кислот с двухатомными спиртами. Например, продукт конденсации этиленгликоля с янтарной кислотой:

(-СН2СН2-О-СО-СН2СН2-СО-)n
Полиэфиры отличаются от апьезонов в следующих отношениях по способности разделять метиловые эфироы жирных кислот:

-Полиэфиры значительно более полярны, поэтому прохождение всех эфиров жирных кислот через колонку, заполненную ими, происходит значительно быстрее при соответствующих температурах благодаря уменьшению ван-дер-ваальсовых сил взаимодействия между растворителем и растворенным веществом. Это позволяет разделять пробы за более короткий промежуток времени. Лучше, однако, уменьшить температуру колонки и элюировать высшие эфиры за приемлемое время.

-При увеличении длины цепи на одну группу СН2 удерживаемый объем увеличивается в 1,46 раза по сравнению с коэффициентом 1,56 для апьезона L при 200ºС. Таким образом, полиэфиры позволяют разделять члены гомологических рядов по температурам кипения, но для этой цели они не столь эффективны, как неполярные жидкости.

-Ненасыщенные соединения на колонках, заполненных полиэфиром, удерживаются дольше, чем их насыщенные аналоги, благодаря более сильному взаимодействию растворенного вещества с растворителем – между более полярным растворенным веществом и полиэфиром. Следовательно, удерживаемые объемы при элюировании с полиэфира уменьшаются в следующем порядке: триены > диены > моноены > насыщенные соединения. Для сравнения можно указать, что удерживаемые объемы на апьезоне уменьшаются в следующем порядке: насыщенные соединения > моноены >> диены = триены. Следует отметить, что здесь наблюдается обратный порядок элюирования, а также, что диены и триены можно разделять на полиэфирах, но нельзя разделять на апьезонах. Кроме того, гексаены, пентаены и тетраены можно разделять на полиэфирах, тогда как на апьезоновой смазке некоторые пары этих соединений, например тетраены и пентаены, имеют одинаковые удерживаемые объемы.

-На колонке с полиэфиром не происходит изменения удерживаемого объема при смещении двойной связи в углеводородной цепи. Точно также не существует различия в величине удерживаемого объема цис- и транс- изомеров.

В качестве полярных жидких фаз используют полиэтиленгликольадипат, полипропиленгликольадипат (реоплекс 400), бутандиолсукцинат и др. Каждый материал имеет свое фирменное название. При использовании капиллярных колонок рекомендуются полярные силиконовые фазы. Выбор фаз определяется конкретными задачами каждого исследования.

Обобщая выше сказанное следует еще раз отметить, что колонки с апьезоном и полиэфиром дополняют, а не заменяют друг друга при анализе и идентификации эфиров жирных кислот. Апьезоны и аналогичнсые жидкости обеспечивают хорошее разделение по температурам кипения, а кроме того, позволяют различать цис- и транс- конфигурации у двойных связей и установить положения двойных связей в углеводородной цепи. Полиэфиры обеспечивают разделение по числу атомов углерода, но их основной задачей является разделение насыщенных эфиров, моноенов, диенов, триенов и т.д. Ненасыщенные соединения удерживаются набивкой сильнее насыщенных соединений с тем же числом атомов углерода в молекуле. Данные, полученные на двух колонках, объединяют для идентификации эфиров жирных кислот.

 
Для количественной характеристики содержания жирных кислот определяют процентное отношение площади соответствующего пика хроматограммы к сумме- площадей пиков. Данные о составе метиловых эфиров жирных кислот используют затем для расчета содержания каждой жирной кислоты (в г на 100 г продукта). Расчет возможен, если имеются данные о фракционном составе изучаемого жира. 


Газораспределительная хроматография нашла широкое применение при массовых анализах жиров в промышленности, особенно при изучении состава природных жиров и масел, а именно: масла орехов, масла семян и плодов различных растений, тюленьего жира, жира печени трески, рыбьего жира, жиров говяжьего, телячьего, бараньего, костного свинного, жира коровьего молока, сливочного масла, кислот, образующихся при окисилении сливочного масла и других продуктов питания. 


Стерины и фосфолипиды обладают выраженной физиологической активностью и должны учитываться при расчете рационов питания. Как правило определяют содержание холестерина в продукта животного происхождения и (-ситостерина в продуктах растительного происхождения. И в тех и в других продуктах присутствует ряд других стеринов, но в меньших количествах и физиологическая роль этих компонентов пока не выяснена.



Детальный анализ стериновых фракций может быть проведен с помощью ГЖХ или хромато-масс-спектроскопии. Для этого необходимо предварительно выделить фракции неомыляемых веществ путем щелочного гидролиза. Общее содержание стеринов определяют фотометрически на основе цветных реакций. Для определения стеринов в пищевых продуктах, например, подходит реакция с хлорным железом (аналогично определению жирных кислот).  Однако такое определение имеет только теоретический интерес. 


Определение содержания фосфолипидов осуществляется на основе анализа содержания липидного фосфора, т.е. фосфора, определяемого в экстракте липидов. Для этих целей можно использовать различные методы, так как во всех случаях липиды подвергаются минерализации. Так, определение лецитина можно провести следующим образом. Исследуемый материал экстрагируют этиловым спиртом и после отгона последнего остаток экстрагируют эфиром; после отгона эфира во вновь полученном остатке определяют содержание фосфора после минерализации (методы определения фосфора описаны в разделе, посвященном минеральным веществам). Полученный результат пересчитывают на лецитин. 

Контрольные вопросы:

1. Какие вещества называют липидами?

2. Какие функции выполняют липиды в организме человека?

3. На какие группы делятся липиды по классификации Блора? Приведите примеры основых групп липидов?

4. Какие существуют способы извлечения липидов из продуктов питания?

5. Какие химические характеристики жиров вы знаете и как их определяют?

6. Что такое химическое и биохимическое прогоркание?

7. Какие функции в организме выполняют насыщенные и полиненасыщенные жирные кислоты?

8. Как определяют количество и фракционный состав липидов продуктов питания?

9. Как определяют состав жирных кислот?

§ 2.6. Витамины


Витамины представляют собой низкомолекулярные органические пищевые вещества различной природы, которые требуются для нормального метаболизма в малых дозах и не могут синтезироваться организмом в адекватных количествах. Это важнейший класс незаменимых пищевых веществ, которые должны поступать с пищей в качестве ее обязательного компонента. 


Витамины в организме выполняют специфические биохимические функции и играют огромную роль в жизнедеятельности человека. Они нормализуют обмен веществ, катализируют многие обменные процессы, участвуют в образовании ферментов, способствуют лучшему усвоению пищевых веществ. В организме они, как правило, не синтезируются или синтезируются в недостаточном количестве. Отсутствие или недостаток в организме витаминов вызывает болезни недостаточности: гиповитаминозы (болезни в результате длительного недостатка) и авитаминозы (болезни в результате отсутствия или резко выраженного глубокого дефицита витаминов). Основная причина нехватки витаминов в организме человека – недостаточное поступление их с пищей. При приеме витаминов в количестве, значительно превышающем физиологические нормы, могут развиваться гипервитаминозы, что особенно характерно для жирорастворимых витаминов.


В настоящее время известно более тринадцати соединений, относящихся к витаминам. Различают собственно витамины и витаминоподобные соединения. К витаминоподобным  относят соединения, полная незаменимость которых не всегда доказана. К ним относятся биофлавоноиды (витамин Р), пангамовая кислота (витамин В15), парааминобензойная кислота (витамин Н1), оротовая кислота (В13), холин (витамин В4), инозит (витамин Н3), липоевая кислота и др. Витаминоподобные соединения могут быть отнесены к важным биологически активным соединениям пищи, выполняющим разнообразные функции. В отдельных продуктах содержатся провитамины – соединения, способные превращаться в организме человека в витамины, например (-каротин, являющийся провитамином  витамина А. 


По способности к растворению витамины разделяются на водо- (С, В, РР) и жиро- (А, Д, Е, К) растворимые (хорошо растворимые в жирах и растворителях жиров).


Существует группа соединений, близких  по строению к витаминам, которые могут занять их место в ферментных системах, но не могут выполнять их функции. Такие соединения получили название антивитаминов.

2.6.1. Жирорастворимые витамины


Жирорастворимые витамины, как уже говорилось, присутствуют в липидах пищевых продуктов как животного, так и растительного происхождения. Они перевариваются с жиром и всасываются в кишечнике. Затем витамины данной группы переносятся в печень, в которой сосредоточены основные запасы витаминов А, D и К. Главным местом резервирования витамина Е служит жировая ткань. Жирорастворимые витамины не выделяются с мочой, а их избыток в организме оказывает токсический эффект (особенно избыток витаминов А и D). 

Ретинол (витамин А). Ретинол выполняет в организме ряд функций. Он обеспечивает рост и влияет на развитие эпитальных клеток, входит в состав зрительного пигмента палочек сетчатки глаза – родопсина и зрительного пигмента колбочек – йодопсина. При недостатке витамина А появляется так называемая «куриная слепота» (ослабление сумеречного зрения), возникает конъюктивит, замедляется рост развивающегося организма.


Витамин А обнаружен только в продуктах животного происхождения. Однако, в организме человека (в кишечной стенке и печени) витамин А может образовываться из некоторых пигментов, называемых каротинами, которые довольно широко распространены в растительных продуктах. Считается, что (-каротин по эффективности соответствует 0,17 мг витамина А. Поэтому (-каротин пересчитывают на витамин А. Потребность – 1 мг/сутки. Обеспечивается продуктами животного и растительного происхождения (за счет каротинов). Из продуктов животного происхождения больше всего витамина А содержится в рыбьем жире (15 мкг%), говяжьей печени, печени трески (4 мкг%) и свиной печени. Из растительных продуктов (-каротина больше всего в красной моркови (9 мкг%), зеленом луке, красном перце (2 мкг%), абрикосах, тыкве, помидорах. Запасы витамина А в печени взрослого человека достаточно велики (на 1–2 года). Избыток витамина А может вызвать токсические явления, особенно ярко проявляющиеся у детей. 

Ретинол легко окисляется под действием света на воздухе. При кулинарной обработке теряется в среднем  30–40% витамина А.


Структура молекулы витамина А была установлена в 1931 г. и оказалось, что это – ненасыщенный одноатомный спирт, молекула которого отвечает составу С20Н30О – ретинол. Ретинол легко окисляется в альдегид и кислоту. Таким образом,  важнейшими представителями витамина являются ретинол (А1-спирт), ретиналь (А1-альдегид), ретиноевая кислота (А2).
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Кальциферол (витамином D).  Кальциферолами называют несколько соединений, близких по химической структуре (эргокальциферол – D2, холекальциферол – D3), относящихся к стеринам и обладающих способностью регулировать фосфорно-кальциевый обмен. 
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D3-Холекальциферол


Витамин D образуется в организме человека в коже под влиянием УФ-лучей, которые воздействуют на провитамин D – 7-дегидрохолестерин, образующийся в более глубоких слоях кожи их холестерина. Сам витамин D мало активен. Для того чтобы превратиться в свою активную форму, витамин D в печени гидроксилируется и превращается в наиболее активное производное 1,25-оксикальциферол. Витамин D участвует в активации кальция в тонком кишечнике и минерализации костей и зубов, обладает антирахитическим действием. Основная функция – поддержание в организме постоянной концентрации кальция и фосфора (кальциферол означает несущий кальций). Потребность в пересчете на D3 – 2,5 мг/сутки.  У детей суточная потребность в этом витамине выше, чем у взрослых – 12–25 мкг%. (В печени взрослого человека сосредоточен запас витамина примерно на 1 год.) В растительных продуктах витамина D нет. Из животных его больше всего в рыбьем жире (125 мкг%), печени трески (100 мкг%), яйцах  (2,2 мкг%), рыбе. В молоке содержание витамина D составляет 0,05, а в сливочном масле – 1,3–1,5 мкг%.


Основная функция витамина D, как уже говорилось выше,  поддержание в организме постоянной концентрации кальция и фосфора. При недостатке витамина D в организме у детей наблюдается повышенная раздражительность, длительное беспокойство, общая слабость, запоздание развития зубов, склонность к заболеваниям дыхательных путей. У взрослых – вялость и утомляемость, тянущие боли в мышцах, тазу и нижних конечностях, хромота, крошение зубов. Хронический дефицит витамина D приводит к развитию рахита у детей и остеопорозу  у взрослых. 


Однако при повышенных дозах витамин D может проявлять сильное токсическое действие. Известны случаи гибели детей от передозировки витамина D в результате повышения уровня кальция в крови (кальциноз почек и сердца).


Витамин D очень чувствителен к свету, действию кислорода, но почти не разрушается при кулинарной обработке.

Токоферол (витамин Е). (-Токоферол  в чистом виде впервые был выделен в 1936 г. из масла зародышей пшеницы, а в 1939 г. была окончательно расшифрована его структура. Витамин Е и его химические аналоги представляют собой производные токола. Представителями витамина Е являются несколько производных токола, содержащих различное количество метильных групп в ароматическом кольце (например, (-токоферол – 5,7,8-триметилтокол, (-токоферол – 5,8-диметилтокол и др), а также их аналоги – токотриенолы, содержащие три двойных связи в боковой цепи ((-токотриенол – 5,8-диметилтокотриенол).


Витамин Е участвует в процессах тканевого дыхания, способствует усвоению белков и жиров, влияет на функцию половых желез. Витамин Е – это, так называемый, «детородный» витамин, необходимый для размножения. Е-авитаминоз у женщин вызывает бесплодие. При Е-авитаминозе наблюдается также поражения сосудистой и нервной систем. Е-авитаминоз  характеризуется многообразием клинических признаков, в основе которых лежат дегенеративные процессы в зародышевом эпителии и в мышечной ткани, что связано, в первую очередь, с нарушением липопротеидных компонентов мембран и нарушением ряда метаболических реакций.

Общим свойством изомеров токоферолов является не только витаминная, но и заметная антиоксидантная активность ((-токоферол)- способность тормозить окисление липидов, в первую очередь ненасыщенных. Это свойство витамина Е обусловлено его способностью к окислительно-восстановительным превращениям. (Витамин Е может образовывать устойчивые свободные радикалы в результате отщепления атома водорода от гидрокисильной группы. Эти радикалы взаимодействуют со свободными пероксидными радикалами в липидной фазе и тем самым препятствуют  развитию цепной реакции.) Витамин Е – первый эшелон защиты клеточных и субклеточных мембранных фосфолипидов от перекисного окисления. Благодаря наличию антиоксидантной функции, токоферолы используются для профилактики онкологических заболеваний при радиационом и химическом воздействии на организм.

Для витаминной активности несущественна стереохимия ассиметрических С-атомов боковой цепи токола. Однако наличие такой боковой цепи для активности необходимо.
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(-Токортиенол (R = R2 = CH3; R1 = H)

Механизм действия токоферолов связывают с их влиянием на биосинтез белка. В отсутствии витамина Е нарушается синтез целого ряда ферментов. Есть предположение, что витамин Е является структурным компонентом клеточных мембран и недостаток токоферола приводит к нарушению названных структур и их проницаемости.

Потребность в токоферолах  в пересчете на (-токоферол – 10 мг/сутки. Токоферолы синтезируются только зелеными растениями и распространены в основном в растительных продуктах. Наиболее богаты ими растительные масла (соевое (115 мг%), хлопковое (99 мг%), подсолнечное (42 мг%).  В крупах содержится 2–15, в хлебе – 2–4 мг%. Токоферолы содержатся практически во всех основных продуктах питания. 


Витамин коагуляции (витамин К). Витамин К (от нем. koagulationsvitamin) – витамин стимулирующий свертывание крови. Витамины группы К представлены в живых организмах различными производными 2-метил-1,4-нафтохинона, различающихся характером боковых цепей.
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Существует два ряда витаминов группы К – филлохинона (К1) и менахинона (К2).

Витамин К1 впервые выделен из люцерны. Это 2-метил-1,4-нафтохинон, который в положении 3 содержит боковую цепь, представленную фитильным радикалом, имеющим 20 атомов углерода.
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Витамин К1
У витамина К2 боковая цепь имеет 35 атомов углерода с семью двойными связями и представлена остатком фарнезилдигеранила.
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Витамин К2
Витамины группы К присутствуют во всех животных организмах – от простейших до наиболее высокоорганизованных. В организме человека и высших животных он, в отличие от микроорганизмов и растений, не синтезируется. Наиболее богаты витамином К зеленые растения, в которых он содержится в хлоропластах в виде филлохинона. В живых тканях и макроорганизмах присутствуют различные формы витамина К2.  Максимальное содержание витамина К характерно для шпината, капусты, укропа и тыквы.

Потребность человека в витамине К  составляет около 80 мкг/сут и частично удовлетворяется за счет его биосинтеза микрофлорой кишечника.

К-витаминная недостаточность проявляется в снижении содержания в крови протромбина и проконвертина, вследствие чего увеличивается время свертывания крови. У новорожденных наблюдаются кровотечения из носа, рта, пупка, желудочно-кишечные кровотечения; у взрослых – внутрикожные и подкожные кровоизлияния, кровотечения из десен и носа, желудочно-кишечные кровотечения.


Витамин К устойчив в повышенным температурам, но разрушается по действием света  и в щелочных средах.

 
Кроме вышеперечисленных витаминов существуют другие незаменимые органические вещества, поступающие с пищей в незначительных количествах и обладающие специфическим биологическим действием. К числу таких веществ относятся холин (см. гл. Липиды), биофлавоноиды и др.

2.6.2.  Водорастворимые витамины
Водорастворимые витамины всасываются в кровь воротной вены печени, а их избыток выделяется с мочой. Таким образом, создается лишь небольшой резерв свободного витамина, который в большинстве случаев должен постоянно пополняться за счет пищи. Некоторый запас фолиевой кислоты содержится в печени. Истощение резервов может наступить через несколько месяцев для аскорбиновой кислоты и через несколько лет для витамина В12 (также запасаемого в печени). Избыток витаминов этой группы в общем переносится хорошо, не считая побочных эффектов при введении больших доз никотиновой кислоты, аскорбиновой кислоты или пиридоксина.


Аскорбиновая кислота (витамин С). Основной представитель – витамин С, именно в нем чаще всего ощущается недостаток. Витамин впервые выделен из лимона. Основные представители – L-аскорбиновая кислота и ее окисленная форма – дегидроаскорбиновая кислота. Продукты дальнейшего окисления аскорбиновой кислоты витаминной активностью не обладают, поэтому обычно вместо термина «витамин С» используют другое название – аскорбиновая кислота.  Аскорбиновая кислота синтезируется растениями из галактозы и глюкозы и большинством животных – из глюкозы. Исключение составляет человек, приматы, морские свинки, некоторые птицы из семейства воробьиных и отдельные виды летучих мышей, в тканях которых не происходит синтез этого витамина. Аскорбиновая кислота (АК) участвует во многих важных ферментативных реакциях, связанных с окислительно-восстановительными превращениями триптофана, оказывает благоприятное действие на функции нервной системы, стимулирует деятельность эндокринных желез, способствует лучшему усвоению железа и нормальному кроветворению, участвует в обеспечении нормальной проницаемости стенок капиллярных сосудов, повышает их эластичность и прочность, повышает сопротивляемость человека к экстремальным воздействиям, препятствует образованию нитрозоаминов – сильных канцерогенов. Витамин С необходим для построения  межклеточного вещества, регенерации и заживления тканей, поддержания целостности кровеносных сосудов.

Биологическая роль: 

-окислительно-восстановительная функция, т.е. способность обратимо окисляться и восстанавливаться.
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      Аскорбиновая                                     Дегидроаскорбиновая           2,3-дикетогулонова

          кислота                                                      кислота                                   кислота

Это обуславливает ведущую роль АК в тканевом метаболизме, связанную с процессами транспорта электронов.

-участие в гидроксилировании пролина (в гидроксипролин), лизина. В отсутствии АК синтезируется нефибриллярный коллаген, что приводит к ухудшению состояния (функции) соединительных тканей.

-АК активизирует ряд ферментов, ингибирует ферменты, содержащие  медь.

-АК, наряду с АТФ, необходима для осуществления транспорта железа плазмы и включения его в состав тканевого ферритина.  

Признаки авитаминоза: 

-при гиповитаминозе: быстрая утомляемость, сонливость, часто бессонница, потеря аппетита.

-при глубокой форме авитаминоза: различные боли в различных частях тела;

-при длительном недостатке АК: цинга, сопровождающаяся признаками Р-авитаминоза, а именно, повышенная проницаемость капилляров, с кровоизлияниями в мышцы, с кровотечением десен с последующим расшатыванием и выпадением зубов, повышением хрупкости костей.

-повреждение функций желез, печени, почек, нарушение функци ЦНС.

В основе указанных признаков С-авитаминоза лежат нарушения белкового обмена метаболизма аминокислот (тирозина, пролина, лизина), синтеза коллагена, эластина. Извращается обмен углеводов. Понижается активность ряда ферментов, катализирующих обмен глюкозы. Нарушается обмен липидов, что приводит к накоплению в тканях свободных жирных кислот. Оказывается нарушенным процесс превращения в печени холестерина в желчные кислоты.

Витамин С обладает антиоксидантной активностью, которая усиливается в присутствии витамина Е и (-каротина, являющихся антиоксидантами. Как антиоксидант АК используется в пищевой промышленности при производстве жиров и фруктовых соков, для предотвращения образования в мясных и колбасных изделиях нитрозоаминов из нитритов, добавляемых для сохранения природного цвета продуктов. Витамин С используется также для обогащения соков, водорастворимых напитков и молока.

Человек, как уже отмечалось, в отличие от большинства животных, не способен синтезировать витамин С и источником витамина для организма является пища.


Из продуктов витамином С богаты: шиповник (300–20000 мг%), красный сладкий перец, черная смородина (200–500 мг%), облепиха.


Витамин С  очень нестойкий и легко разрушается кислородом воздуха, особенно в присутствии следов железа и меди, неустойчив также к воздействию света. При хранении овощей его содержание быстро уменьшается. Исключение составляет свежая и квашеная капуста. Еще сильнее разрушается витамин С при кулинарной обработке. При жарке и варке потери составляют 30–90%. Очищенный картофель, погруженный в холодную воду теряет 30–50% витамина С,  а погруженный в горячую – 25–30%. 


Потребность в витамине С – 50–75 мг/сутки. Максимальная доза не должна превышать 500 мг (7,5 мг/кг веса).

Тиамин (витамин В1). Тиамин открыт в 1906 г., в 1926 г. выделен из рисовой шелухи, а в 1936 г. – осуществлен синтез. Входит в состав ферментов, регулирующих многие важные функции организма, в первую очередь, углеводный обмен, энергетический обмен, а также обмен аминокислот. В1 необходим для нормальной деятельности центральной и перифирических нервных систем. 


В большинстве природных продуктов тиамин встречается в виде дифосфорного эфира – кокарбоксилазы (действующая форма в организме).

[image: image102.emf]2


+


C


l


2


N


H


2


N


+


S


O


H


H


3


C


+


N


H


N


H


3


C




2+

Cl 2

NH

2

N

+

S

OH

H

3

C

+

NH

N

H

3

C


Тиамин

[image: image103.emf]+


C


l


N


H


2


N


+


S


H


3


C


+


N


H


N


H


3


C


O


P


O


O


H


O


P


O


H


O


O


H




+

Cl

NH

2

N

+

S

H

3

C

+

NH

N

H

3

C

O P O

OH

O

P OH

O

OH

Кокарбоксилаза

Из продуктов витамином В1 богаты яйца, бобовые (фасоль – 0,5 мг%, горох – 0,8 мг%), крупы (овсяная, пшено), свинина (0,5–0,6 мг%). Животные организмы этот витамин не производят. Основными источниками витамина являются хлеб и крупы (овсяная – 0,5 мг%). Витамин В1 содержится в периферийных частях зерна, и при помоле переходит в отруби. Для увеличения содержания тиамина на мелькомбинатах проводят обогащение муки высшего и I сорта синтетическим тиамином.


Недостаток В1 приводит к нарушению деятельности центральной нервной системы, а именно к развитию нервного заболевания бери-бери (полиневрит), основными симптомами которого является потеря веса, атрофия мышц, сердечно-сосудистые расстройства и отеки.


Витамин В1 – неустойчив к окислению, воздействию температуры, света, кислот. В щелочной среде легко разрушается. Так, например витамин разрушается в хлебобулочных изделиях при использовании разрыхлителей (соды, карбоната аммония).


Потребность в витамине В1 1,7 мг/сутки. Состав рациона оказывает влияние на потребность в витамине В1. Пища, богатая углеводами, алкоголь повышают потребность в витамине В1. С другой стороны, потребность в нем несколько уменьшается при увеличении в рационе жира и белков. Недостаток витамина В1 приводит к нарушению функций нервной системы (бессонница, раздражительность), пищеварительной системы. У взрослых людей недостаток витамина В1 проявляется чаще всего при злоупотреблении алкоголем и, если в питании преобладают углеводы, главным образом сахар и кондитерские изделия.

Никотиновая кислота или ниацин (витамин РР).
 РР витаминной активностью, причем практически одинаковой, обладают два вещества: никотиновая кислота и никотинамид. Именно их и имеют в виду под названием витамин РР.
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               Никотиновая кислота                                           Никотинамид


Витамин РР входит в состав ферментов, участвующих в клеточном дыхании, обмене углеводов и белков, регулирующих высшую нервную деятельность и функции органов пищеварения. Ниацин способствует усвоению растительного белка, поэтому он важен для лиц, не употребляющих животные белки.



При недостатке витамина РР возможно развитие пеллагры, тяжелого заболевания, приводящего к расстройству слизистой полости рта и желудка, к появлению пятен на коже и нарушению функций сердечно-сосудистой и нервной систем. Следует отметить, что солнечная радиация провоцирует проявление недостатка витамина РР.

Потребность в витамине (в эквиваленте ниацина) – 19 мг/сутки и удовлетворяется в основном мясными продуктами. В зерновых продуктах значительная часть витамина РР находится в трудно усваиваемых формах, кроме того, при размоле зерна теряется до 80% витамина. 

 Витамин РР может синтезироваться в организме человека из незаменимой аминокислоты триптофана. Следовательно, включение в рацион высокобелковых продуктов снижает потребность в витамине РР. 

Витамин РР относительно устойчив к тепловой кулинарной обработке (разрушение ок.20%), не разрушается под действием света, кислорода воздуха,  в кислых и щелочных средах.


Витамином РР богаты мясные продукты (2,6–4,7 мг%),  особенно печень и почки (3,0–12,0 мг%), рыба (0,7–4 мг%). Молочные продукты и яйца бедны витамином РР, но в виду содержания в них триптофана, также могут быть источником витамина.

Рибофлавин или латкофлафин (витамин В2). Рибофлавин – стимулятор роста, распространенный в растительном мире и органах животных. Витамин нормализует деятельность нервной и пищеварительной систем, входит в состав ферментов, играющих существенную роль в реакциях окисления во всех тканях человека, а также регулирующих обмен углеводов, белков и жиров. Рибофлавин окрашен в желтый цвет, обладает сильной желто-зеленой флуоресценцией, светочувствителен. Группу родственных В2 соединений называют флавинами или лиохромами, их более 20.


Впервые рибофлавин описан в 1879 г. как желтый пигмент коровьего масла (это было не индивидуальное вещество), и позже, солода, яиц, печени, свиного сердца. Строение установлено в 1935 г.
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                  Рибофлавин                      Люмифлавин                            Люмихром

Как уже говорилось, рибофлавин весьма светочувствителен. При освещении в щелочной среде его молекула теряет 4 углеродных атома из боковой цепи и превращается в люмифлавин. При освещении в нейтральной или кислой среде он превращается в люмихром. Рибофлавин синтезируется большинством высших растений, дрожжами, грибами и плеснями, а также многими бактериями. В тканях животных организмов этот витамин не синтезируется, но в желудочно-кишечном тракте имеются микроорганизмы, которые могут снабдить рибофлавином хозяина.

В животных организмах основной биологической формой витамина В2 является ФАД (флавиновый кофермент флавинадениндинуклеотид), молекула которого построена из ФМН (флавинмононуклеотид) и адениловой кислоты. ФАД синтезируется в печени, почках и некоторых других тканях при взаимодействии ФМН с АТФ в присутствии фермента.
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	R:
Н (рибофлавин);

PO(OH)2-флавинмононуклеотид




В качестве кофермента флавинмононуклеотида витамин участвует в ферментных системах, катализирующих транспорт электронов и протонов в окислительно-восстановительных реакциях, протекающих в живом организме.

Признаками авитаминоза В2 являются  заболевания кожи (псориаз, себорея), появление трещин в углах рта, воспаление слизистой оболочки рта, поражение сетчатки и роговой оболочки глаза; затем проявляется ряд заболеваний кроветворной системы и желудочно-кишечного тракта; мышечная слабость и остановка роста у молодых организмов.

Потребность в витамине В2 составляет 2 мг/сутки. Удовлетворяется в основном за счет молочных продуктов (молоко – 0,15, творог – 0,3, сыр – 0,4 мг%), хлеба (0,1 мг %) и мяса (0,1–0,2 мг%). Из растительных продуктов богаты витамином В2 бобовые (0,15 мг%), из животных – печень, почки, мясо, сыр, яйца. Дополнительно В2 поступает в организм также за счет деятельности кишечной микрофлоры.


Витамин В2 устойчив к нагреванию, окислению и не разрушается в кислой среде. В2 нестоек к действию восстановителей в щелочной среде, разрушается под действием света.

Фолиевая кислота или фолацин (витамин В9).  Фолиевая кислота (от лат. folium – лист) выделена в 1938 г. Штокштадтом из экстракта печени. Как противоанемический фактор выделена  из листьев шпината в 1941 г. Молекула витамина построена из 3-х структурных единиц: производного птеридина,  п-аминобензойной и L-глутаминовой кислот.
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Фолиевая кислота


Биологическая роль. Фолиевая кислота – предшественник коферментых форм. В свободном виде она может служить акцептором водорода и при этом быть участником окислительно-восстановительных реакций.

Основная биохимическая роль фолиевой кислоты  выполняется тетрагидрофолиевой кислотой, способной к переносу одноуглеродных радикалов, связывая их через атомы азота. При этом образуются активные коферментные формы фолатов, которые участвуют в реакциях метаболизма аминокислот и нуклеотидов. (Поэтому под названием фолацин выступают два витамина: фолиевая и тетрагидрофолиевая кислоты.)

Фолиевая кислота необходима для деления клеток, роста органов, нормального развития зародыша и плода, функционирования нервной системы.

Недостаток В9 приводит к поражениям кроветворной системы (уменьшение числа красных и белых кровяных клеток), анемии, повреждениям ротовой полости, нарушениям работы пищеварительной системы,  снижению сопротивляемости организма к заболеваниям. Описанные заболевания имеют место при недостаточности белкового питания, что отрицательно влияет на развитие полезной микрофлоры, синтезирующей фолиевую кислоту в кишечнике. 
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                                                  Фолиевая кислота
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                                      7,8-Дигидрофолиевая кислота
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5,6,7,8-Тетрагидрофолиевая кислота

Препаратами фолиевой кислоты лечат не только В9-авитаминоз, но и ряд заболеваний, не являющихся следствием недостатка витамина (атеросклероз, нарушение кроветворения, вызванное применением сульфамидных препаратов; лучевую болезнь, отравление тяжелыми металлами).

 Потребность в фолиевой кислоте  – 200 мкг/сутки. В наибольших количествах В9 содержится в свежих зеленых овощах шпинат – 80 мкг%, петрушка – 110 мкг%), цветной капусте, печени, почках (56 мкг%), печени (240 мкг%); в наименьших количествах в мясе и хлебе; в малых количествах – в корнеплодах, рисе, молоке (5 мкг%), причем, при пастеризации молока теряется до 75 % фолиевой кислоты. Основной источник – хлеб (20–30 мкг%). Хлебом удовлетворяется около 50% потребности в витамине.


В9 очень чувствителен к тепловой обработке в овощах (потери могут составлять 90%) и устойчив в мясных продуктах. 


В печени человека, как правило, имеются некоторые запасы фолацина, которые могут предохранять от фолиевой недостаточности в течение 3–6 месяцев.

Кобаламин (витамины В12). Кобаламин – производные кобальтового комплекса коррина – структуры, содержащей 4 остатка дигидропиррола. В12  является наиболее сложным соединением среди витаминов.

Открытие витамина В12 связано с поисками причин заболевания пернициозной анемии (неизлечимая форма малокровия, т.е. болезнь Аддисона-Бирмера), которая, как теперь известно, обусловлена недостатком витаминов В9  и В12. Было открыто лечебное действие сырой печени при пернициозной анемии и именно из печени впервые был выделен цианокобаламин. При замене группы -C(N на -ОН в молекуле цианокобаламина образуется гидроксикобаламин, который в последнее время считается истинным витамином В12.


Биологическая роль. Основные биохимические функции кобаламина заключаются в изомеризации (-глутаминовой кислоты, превращении глицина в (-оксипропионовый альдегид, лизина – в масляную и уксусную кислоты. Он участвует также в ряде важнейших биохимических реакциях, катализируемых им совместно с фолиевой кислотой, например, в синтезе нуклеиновых кислот.
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Кобаламин (витамины В12)

Входит в состав ферментов, участвующих в реакциях обмена аминокислот, нуклеиновых кислот, в процессах кроветворения. При недостаточном потреблении витамина возникает анемия, нарушаются функции нервной системы, появляются слабость, головокружение, одышка, снижается аппетит. Кобаламин применяется в гематологии - для лечения различных хронических анемий и нормализации функции кроветворения; в неврологии – при полиневритах, рассеянном склерозе; для нормализации липидного обмена.


При недостатке витамина В12 наступает слабость, падает аппетит, развивается злокачественное малокровие, нарушается деятельность нервной системы.


Единственным источником витамина В12 являются продукты животного происхождения. Растения не способны синтезировать его. Наибольшее содержание В12 характерно для говяжьей печени (50–100 мкг%) и почек (20–30 мкг%), а также  рыбы (10 мкг%), сыров, молока (0,4 мкг%). Потребность в витамине составляет 3 мкг/сутки. Обычно запасов этого витамина в печени человека вполне достаточно, чтобы предохранить от развития авитаминоза В12 в течение 1–2 лет.


Витамин В12 термостабилен, но разрушается при длительном воздействии световых лучей, в кислой и щелочной среде.

Пантотеновая кислота (витамин В3). Пантотеновая кислота синтезируется зелеными растениями, микроорганизмами, в том числе, микрофлорой млекопитающих.
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Пантотеновая кислота



Пантотеновая кислота  входит в качестве кофермента А в состав ферментов биологического ацелирования, участвует в биосинтезе и окислении жирных кислот, липидов, синтезе холестерина, стероидных гормонов. 


Пантотеновая кислота широко распространена в природе. Витамином богаты печень и почки (2,5–9 мг%) высших животных, гречиха – 2,6 мг%, рис – 1,7–2,1 мг%, яйца – 1,4–2,7 мг%.  Недостаточность витамина наблюдается весьма редко, например  при длительном голодании. Она проявляется в вялости, появлении дерматита, покалываниях, анемии пальцев ног.  Потребность составляет 5–10 мг/сутки и удовлетворяется обычным рационом. 

Пантотеновая кислота чувствительна к действию кислот и оснований. При хранении и обработке теряется до 25–50% витамина.

Пиридоксин (витамин В6). Пиридоксин входит в состав ферментов, участвующих в обмене аминокислот и жирных кислот. Необходим для нормальной деятельности нервной системы, органов кроветворения, печени. Недостаток витамина вызывает дерматиты и приводит к нарушению деятельности центральной нервной системы.

 Структура витамина установлена в 1939 г. В зависимости от рН раствора образуются различные формы пиридоксина, а при его окислении образуются пиридоксаль и пиридоксамин, также обладающие витаминной активностью.
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     Пиридоксина гидрохлорид           Пиридоксаль                        Пиридоксамин

 Потребность в витамине В6 – 2 мг/сутки.  Наиболее богаты витамином В6 фасоль и соя (0,9 мг%), мясные продукты (0,3–0,4 мг%). Меньше витамина содержится в рыбе (0,1–0,2 мг%), фруктах и овощах  (картофель – 0,3 мг%). Витамин В6 может частично образовываться в кишечнике человека в результате деятельности микроорганизмов. (Антибиотики подавляют деятельность этих микроорганизмов).

Биотин (витамин Н). Биотин (от нем. haut – кожа) выделен из яичного желтка. Входит в состав ферментов, регулирующих обмен липидов, углеводов, аминокислот и жирных кислот. 
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В общем, биотин способствует нормальному росту организмов, начиная с дрожжей и некоторых бактерий, и заканчивая высшими животными. Признаки Н-авитаминоза: депигментация кожи и развитие специфического экзематозного дерматита, а также торможение роста и нервное расстройство. Биотин необходим всем клеткам, а содержание его в клетках злокачественных опухолей всегда повышено. 

Потребность в биотине составляет 0,1–0,3 мг/сут и легко удовлетворяется за счет биосинтеза в микрофлоре кишечника. Биотин содержится также в большинстве пищевых продуктов: печень и почки – 80–140 мкг%, яйца – 28 мкг%, соя – 60 мкг%, горох – 20 мкг%,  молоко содержит до 3 мкг%. Витамин  практически не разрушается в процессе кулинарной обработки.

Природным антивитамином биотина является белок сырых яиц авидин, способный связывать биотин в нерастворимый комплекс и вызывать авитаминоз. 

2.6.3. Витаминоподобные вещества

Кроме вышеперечисленных витаминов существуют другие незаменимые органические (витаминоподобные) вещества, поступающие с пищей в незначительных количествах и обладающие специфическим биологическим действием. Краткая характеристика витаминоподобных веществ представлена в таблице 2.3.

Таблица 2.3. – Витаминоподобные вещества
	Наименование
	Молекулярная 

масса
	Формула

	1
	2
	3

	Жирорастворимые

	Убихинон

(кофермент Q, KoQ)
	182(68)n
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С9H10O4(C5H8)n

	Совокупность ненасыщенных жирных кислот: линолевая + линоленовая + арахидоновая

(витамин F)
	280 + 236 + 278 + 304 = 1098
	СН3(СН2)4СН=СНСН2СН=СН(СН2)7СООН

Линолевая кислота C18H32O2
СН3СН2СН=СНСН2СН=СНСН2СН=СН(СН2)4СООН

α-Линоленовая кислота C15H24O2
СН3(СН2)4СН=СНСН2СН=СНСН2СН=СН(СН2)4СООН

γ-Линоленовая кислота C18H30O2
СН3(СН2)4СН=СНСН2СН=СНСН2СН=СНСН2СН=СН

(СН2)3СООН

Арахидоновая кислота C20H32O2

	Водорастворимые

	Биофлавоноиды (витамин Р)
	210
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Дифенилпропановый скелет C14H10O2

	n-Аминобейзойная кислота

(витамин Н1)
	137
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(витамин В8)
	180
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C6H12O6

	1
	2
	3

	Оротовая кислота

(витамин В13)
	156
	[image: image129.emf]N


H


H


N


O


O


C


O


O


H




NH

HN

O

O COOH

C5H4O4N2

	Липоевая кислота

(витамин N)
	202
	[image: image130.emf]H


2


C


C


H


2


C


H


(


C


H


2


)


4


C


O


O


H


S


S




H

2

C CH

2

CH (CH

2

)

4

COOH

S S

C8H10O2S2

	Пангамовая кислота

(витамин В15)
	281
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	Карнитин
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	162
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Жирорастворимые. Убихинон (кофермент Q, KoQ). Убихинон из-за чрезвычайно широкой распространенности во всех клетках организма был назван «вездесущим хиноном». KoQ содержится в различных растительных и животных тканях (сердце, печень, бурая жи​ровая ткань животных, впадающих в спячку). По своей химической при​роде убихинон представляет 2,3-диметокси-5-метил-1,4-бензохинон с изопреноиднои цепью в положении 6 хинонового кольца. Как и близкие к нему по строению витамины К и Е, убихинон нерастворим в воде, но растворим в неполярных органических растворителях. В хлоропластах растений было открыто близкое к убихинону соединение пластохинон, который отличается от убихинона природой заместителей в ароматичес​ком кольце:
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Число изопреноидных остатков в боковой цепи убихинона варьирует​ся от 6 до 10, что соответственно отражается в обозначении: KoQ6, KoQ7 и др. В митохондриях клеток человека и животных присутствует убихи​нон только с 10 изопреноидными остатками, т.е. KoQ10. Растворы всех гомологов KoQn в этаноле имеют два максимума поглощения: при 275 и 405 нм. Убихинон медленно разлагается под действием кислорода возду​ха, УФ- или солнечного света.

KoQ10 является обязательным компонентом дыхательной цепи: бла​годаря своей растворимости в жирах он осуществляет перенос водорода в гидрофобной мембране митохондрий. Перенос водорода основан на легкообратимом восстановлении KoQ, который способен окисляться за счет восстановления биосубстратов, а также связывать воз​никающие в клетках свободные радикалы, протоны и электроны:
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Пластохиноны выполняют аналогичную функцию при транспорте электронов в процессе фотосинтеза.

Убихинон синтезируется в клетках человека из мевалоновой кислоты и продуктов обмена фенилаланина и тирозина. Поэтому KoQ нельзя от​носить к классическим витаминам, однако при некоторых заболеваниях, развивающихся на фоне неполноценного питания, KoQ становится не​заменимым пищевым фактором. Так, например, у детей, получающих с пищей недостаточное количество белка, развивается анемия, которая не поддается лечению известными препаратами (витамин В12, фолиевая кис​лота и др.). В этих случаях препараты KoQ дают положительный результат. KoQ оказался также эффективным при лечении мышечной дистрофии (в т.ч. генетической ее формы) и сердечной недостаточности.
Витамин F. Под витамином F подразумевается совокупность ненасыщенных жир​ных кислот – линолевой, линоленовой и арахидоновой, которые не синтезируются в тканях организма, но необходимы для его нормаль​ной жизнедеятельности. Витамин F содержится в растительных маслах, суточная потребность человека в нем сравнительно велика и составляет около 5 мг. Витамин F необходим для нормального роста и регенерации кожного эпителия, а также для синтеза  простагландинов – важных био​химических регуляторов. Витамин F поддерживает запасы витамина А и способствует его более эффективному воздействию на об​мен веществ. Витамин F снижает уровень холестерина в крови, и в связи с этим для профилактики атеросклероза в медицинской практике приме​няются препараты незаменимых жирных кислот – линетол и линол. Для предотвращения пероксидного окисления и сохранения биологической активности ненасыщенных жирных кислот требуется витамин Е.
Гиповитаминоз F вызывает жировую инфильтрацию печени, останов​ку роста организма и поражение кожных покровов.

Водорастворимые. Биофлавоноиды (витамин Р). В основе биофлавоноидов лежит дифенилпропановый скелет, образованный 15 атомами углерода С6-С3-С6, где ароматические группы соединены трехуглеродным алифатическим фрагментом. По степени окисления алифатической части различаются антоксантины (флавоны, флавонолы, флавононы, флаванолы, изофлавоны), антоцианы и катехины. Р-витаминные свойства обнаружены также у некоторых производных кумарина и у галловой кислоты.


Разнообразие природных фенольных соединений связано с тем, что атомы водорода в молекуле флавоноидов замещаются оксигруппами, а те в свою очередь соединяются с метилом или углеводом, чаще всего это глюкоза, рамноза, рамноглюкоза и др. сахара. 

Биофлавоноиды – группа веществ, обладающих капилляроукрепляющим действием (геспередин, рутин, катехин). Многие биофлавоноиды – пигменты, придающие окраску цветам и плодам растений. Предполагается, что биологическая активность биофлавоноидов обусловлена их способностью тормозить окисление аскорбиновой кислоты, катализируемое ионами тяжелых металлов, с которыми биофлавоноиды образуют хелаты. Витамин Р усиливает действие витамина С и способствует его накоплению в организме. Биофлавоноиды способны также тормозить перекисное окисление липидов. При отсутствии в пище витамина Р капилляры кровеносных сосудов становятся проницаемыми для крови, что ведет к так называемой «пурпурной болезни» – множественным точечным кровообращениям. Препараты витамина Р снижают кровяное давление. Активностью витамина Р обладают и находимые в растительном мире (например, в чае) дубители – катехины. 

Особенно богаты биофлавоноидами листья чая, цветы и листья гречихи, плоды цитрусовых, шиповника, черной рябины. Указанные продукты являются сырьем для производства медицинских препаратов.

n-Аминобензойная кислота (витамин  Н1). n-Аминобензойная кислота входит в состав фолиевой кислоты, активирует синтез пуриновых и пиримидиновых оснований, влияет на функцию щито​видной железы, является фактором роста и развития организмов. Действу​ет как антиоксидант. Обладает солнцезащитными свойствами и часто исполь​зуется в мазях против солнечных ожогов. Может вызвать аллергическую реакцию у людей, пользующихся солнцезащитными лосьонами. Разруша​ется в организме антибиотиками и алкоголем. Широко распространена во многих пищевых продуктах (печень, почки, сердце, грибы, дрожжи и др.).
Холин (витамин В4). Холин участвует в синтезе фосфатидов, ацетилхолина и является доно​ром метальных групп в реакциях трансметилирования. Холином бога​ты мясо и продукты, получаемые из злаковых растений. У человека гиповитаминоз холина не описан. В медицинской практике используется пре​парат холина для лечения поражений печени, вызванных различными заболеваниями и интоксикациями. 

Инозит (витамин В8). Инозит широко распространен в растительных и животных тканях; в растениях образуется циклизацией молекулы глюкозы, содержится пре​имущественно в виде эфира фосфорной кислоты – фитина. Источником инозита являются мясные продукты, хлеб, картофель, некоторые овощи и фрукты. Суточная потребность человека в инозите составляет 1–1,5 мг. Гиповитаминоз инозита практически не встречается.

Оротовая кислота (витамин В13). Оротовая кислота усиливает рост микроорганизмов и высших живот​ных. Является единственным циклическим соединением, включающим​ся в пиримидиновые нуклеотиды после введения его в организм извне, чем стимулирует рост растений и животных. Источниками витамина мо​гут быть печень, молоко и дрожжи. При вскармливании недоношенных детей, при заболеваниях печени и сердца применяют оротат калия.

Липоевая кислота (витамин N). Липоевая кислота выполняет специфическую коферментную роль в реакциях окислительного декарбоксилирования сс-кетокислот, при пере​носе ацильных остатков и в других процессах. Липоевая кислота широко распространена в растениях и микроорганизмах. Ориентировочная суточ​ная потребность человека в липоевой кислоте составляет 1–2 мг. Ее при​меняют при атеросклерозе, некоторых заболеваниях печени, сахарном диабете, различных интоксикациях.

Пангамовая кислота (витамин B15). Пангамовая кислота подобно метионину служит источником подвиж​ных метильных групп. Участвует в биосинтезе метилированных соедине​ний: холина и холидинфосфатидов, креатина и др. Витамин В15 улучшает тканевое дыхание, повышает использование кислорода в тканях и участву​ет в окислительных процессах, способствует синтезу белков. Действует как антиоксидант и способствует выведению токсинов, попадающих в орга​низм из загрязненной окружающей среды. Содержится во многих про​дуктах питания, но потребность в ней человека неизвестна; в лечебных целях пангамовую кислоту используют в дозе 0,1–0,3 мг.
Метилметионин (витамин U). Метилметионин является активной формой аминокислоты метионина. Участвует в синтезе холина и креатинина, оказывает стимулирующее воздей​ствие при лечении язвенной болезни желудка и двенадцатиперстной киш​ки, гастритов. Содержится в соках сырых овощей, особенно в капустном соке.
Карнитин (витамин Вт). Карнитин участвует в переносе длинноцепочечных ацилов жирных кислот через мембраны митохондрий. Стимулирует внешнесекреторную функцию поджелудочной железы, оказывает положительный эффект на сперматогенез и подвижность сперматозоидов. Содержится в мясных и прочих продуктах. При карнитиновой недостаточности происходит по​ражение скелетных мышц. Применение больших количеств карнитина облегчает течение этого заболевания.

2.6.4. Определение витаминов в продуктах питания


Незаменимые вещества пищи, объединяемые под общим названием «витамины», относятся к различным классам химических соединений, что само по себе исключает возможность использования единого метода их количественного определения. Все известные для витаминов аналитические методы основаны либо на определении специфических биологических свойств этих веществ (биологические, микробиологические, ферментативные), либо на использовании их физико-химических характеристик (флуоресцентные, хроматографические и спектрофотометрические методы), либо на способности некоторых витаминов вступать в реакции с некоторыми реагентами с образованием окрашенных соединений (колориметрические методы).


Несмотря на достигнутые успехи в области аналитической и прикладной химии методы определения витаминов в пищевых продуктах еще трудоемки и длительны. Это обусловлено рядом объективных причин, основные из которых следующие.

1.Определение ряда витаминов часто осложняется тем, что многие из них находятся в природе в связанном состоянии в виде комплексов с белками или пептидами, а также в виде фосфорных эфиров. Для количественного определения необходимо разрушить эти комплексы и выделить витамины в свободном виде, доступном для физико-химического или микробиологического анализа. Это достигается обычно путем использования особых условий обработки (кислотным, щелочным или ферментативным гидролизом, автоклавированием).

2.Почти все витамины – соединения весьма неустойчивые, легко подвергающиеся окислению, изомеризации и полному разрушению под воздействием высокой температуры, кислорода воздуха, света и других факторов. Следует соблюдать меры предосторожности: максимально сокращать время на предварительную подготовку продукта, избегать сильного нагрева и воздействия света, использовать антиоксиданты и др.

3.В пищевых продуктах, как правило, приходится иметь дело с группой соединений, имеющих большое химическое сходство и одновременно различающихся по биологической активности. Например, витамин Е включает 8 токоферолов, сходных по химическим свойствам, но отличающихся по биологическому действию; группа каротинов и каротиноидных пигментов насчитывает до 80 соединений, из которых только 10 в той или иной степени обладают витаминными свойствами.

4.Витамины принадлежат к различным классам органических соединений. Поэтому для них не могут существовать общие групповые реакции и общие методы исследования.

5.Кроме того, анализ затрудняет присутствие в исследуемом образце сопутствующих веществ, количество которых может во много раз превышать содержание определяемого витамина (например, стерины и витамин D).  Для устранения возможных погрешностей при определении витаминов в пищевых продуктах обычно проводят тщательную очистку экстрактов от сопутствующих соединений и концентрирование витамина. Для этого используют различные приемы: осаждение мешающих анализу веществ, методы адсорбционной, ионобменной или распределительной хроматографии, избирательную экстракцию определяемого компонента и др.


В последние годы для определения витаминов в пищевых продуктах с успехом стали использовать метод ВЭЖХ. Этот метод является наиболее перспективным, так как позволяет одновременно разделять, идентифицировать и количественно определять различные витамины и их биологически активные формы, что позволяет сократить время анализа.

Физико-химические методы исследования витаминов. Методы основаны на использовании физико-химических характеристик витаминов (их способности к флуоресценции, светопоглощению, окислительно-восстановительным реакциям и др). Благодаря развитию аналитической химии, приборостроения физико-химические методы почти полностью вытеснили длительные и дорогостоящие биологические методы.
Определение витамина С. Витаминб  С (аскорбиновая кислота) может присутствовать в пищевых продуктах как в восстановленной, так и в окисленной форме. Дегидроаскорбиновая кислота (ДАК) может образовываться при обработке и хранении пищевых продуктов в результате окисления, что вызывает необходимость ее определения. При определении витамина С в пищевых продуктах используют различные методы: колориметрические, флуоресцентные, методы объемного анализа, основанные на окислительно-восстановительных свойствах АК, и ВЭЖХ.


Ответственный момент количественного определения АК – приготовление экстракта образца. Извлечение должно быть полным. Наилучшим экстрагентом является 6% раствор метафосфорной кислоты, обладающей способностью осаждать белки. Используются также уксусная, щавелевая и соляная кислоты, а также их смеси.

1.Для суммарного и раздельного определения окисленной и восстановленной форм АК часто используют метод Роэ с применением 2,4-динитрофенилгидразинового реактива. АК (гулоновая кислота) под действием окислителей переходит в ДАК, а затем в 2,3-дикетогулоновую кислоту, которая образует с 2,4-динитрофенилгидразином соединения, имеющие оранжевую окраску. Сам 2,4-динитрофенилгидразин представляет собой основание, неспособное существовать в аци-форме. Однако соответствующие гидразоны под влиянием щелочей превращаются в интенсивно окрашенные аци-соли. При определении витамина С этим методом мешает присутствие восстановителей (глюкоза, фруктоза и др). Поэтому при большом содержании сахаров в исследуемом продукте используют хроматографию, что осложняет определение.
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                                    Нитроформа                               Ацидоформа

2.В последнее время для определения общего содержания витамина С (сумма АК и ДАК) получил признание весьма чувствительный и точный флуоресцентный метод. ДАК конденсируясь с о-фенилендиамином, образует флуоресцирующее соединение хиноксалин, обладающее максимальной флуоресценцией при длине волны возбуждающего света 350 нм. 
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      о-Фенилендиамин       ДАК                                      Хиноксалин

Интенсивность флуоресценции хиноксалина в нейтральной среде при комнатной температуре прямо пропорциональна концентрации ДАК. Для количественного определения АК ее предварительно окисляют в ДАК. Недостатком метода является достаточно дорогое оборудование.


Методы, основанные на окислительно-восстановительных свойствах АК.


3.Из методов, основанных на окислительно-восстановительных свойствах АК, наибольшее применение нашел метод титрования раствором 2,6-дихлорфенолиндофенола, имеющим синюю окраску. Продукт взаимодействия АК с реактивом – бесцветный. Метод может быть использован при анализе всех видов продуктов. При анализе продуктов, не содержащих естественных пигментов, в картофеле, молоке используют визуальное титрование. В случае присутствия естественных красителей,  используют потенциометрическое титрование или метод индофенол-ксилоловой экстракции. Последний метод основан на количественном обесцвечивании 2,6-дихлорфенолиндофенола аскорбиновой кислотой. Избыток краски экстрагируется ксилолом и измеряется оптическая плотность экстракта при 500 нм.
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В реакцию вступает только АК. ДАК предварительно восстанавливают цистеином.  Для отделения АК от восстановителей, присутствующих в пищевых продуктах, подвергшихся тепловой обработке, или длительно хранившиеся экстракты обрабатывают формальдегидом. Формальдегид в зависимости от рН среды избирательно взаимодействует с АК и посторонними примесями восстановителей (рН = 0). Указанным методом определяют сумму АК и ДАК. 


2,6-дихлорфенолиндофенол может быть использован и для фотометрического определения АК. Раствор реактива имеет синюю окраску, а продукт взаимодействия с АК – бесцветен, т.е. в результате реакции уменьшается интенсивность синей окраски. Оптическую плотность измеряют при 605 нм (рН = 3,6). 


4.Еще одним методом, основанным на восстановительных свойствах АК, является  колориметрический метод, в котором используется способность АК восстанавливать Fe(3+) до Fe(2+) и способность последнего образовывать с 2,2’-дипиридилом соли, интенсивно окрашенные в красный цвет. Реакцию проводят при рН 3,6 и температуре 70ºС. Оптическую плотность раствора измерят при  510 нм.
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5.Фотометрический метод, основанный на взаимодействии АК с реактивом Фолина. Реактив Фолина представляет собой смесь фосфорномолибденовой и фосфорновольфрамовой кислот, т.е. это – известный метод, основанный на образовании молибденовых синей, поглощающих при 640–700 нм.


6.Для определения витамина С во всех пищевых продуктах с успехом может быть использован высоко чувствительный и специфичный метод ВЭЖХ. Анализ достаточно прост, лишь при анализе продуктов, богатых белками, необходимо предварительно удалить их. Детектирование осуществляется  по флуоресценции.  


Кроме названных методов определения витамина С существует еще целый ряд способов, например, окисление хлоридом золота и образование гидроксамовых кислот, но эти методы не имеют практического значения.

Определение тиамина (В1). В большинстве природных продуктов тиамин встречается в виде дифосфорного эфира – кокарбоксилазы. Последняя, являясь активной группой ряда ферментов углеводного обмена, находится в определенных связях с белком. Для количественного определения тиамина необходимо разрушить комплексы и выделить исследуемый витамин в свободном виде, доступном для физико-химического анализа. С этой целью проводят кислотный гидролиз или гидролиз под воздействием ферментов. Объекты, богатые белком, обрабатывают протеолитическими ферментами (пепсином) в среде соляной кислоты. Объекты, с высоким содержанием жира (свинина, сыры), для его удаления обрабатывают эфиром (тиамин практически нерастворим в эфире).


1.Для определения тиамина в пищевых продуктах используют, как правило, флуоресцентный метод, основанный на окислении тиамина в щелочной среде гексацианоферратом калия (3+) с образованием сильно флуоресцирующего в ультрафиолетовом свете соединения тиохрома. Интенсивность его флуоресценсции прямо пропорциональна содержанию тиамина (длина волны возбуждающего света 365 нм, испускаемого – 460–470 нм (синяя флуоресценция)). При использовании этого метода возникают трудности, связанные с тем, что в ряде объектов присутствуют флуоресцирующие соединения. Их удаляют очисткой на колонках с ионообменными смолами. При анализе мяса, молока, картофеля, пшеничного хлеба и некоторых овощей очистка не требуется.

[image: image142.emf]H


N


+


N


H


2


N


+


S


H


3


C


O


H


C


H


3


+


2


C


l


2


+


K


3


[


F


e


(


C


N


)


6


]


O


H


N


N


S


C


H


3


O


H


N


N


H


3


C




HN

+

NH

2

N

+

S

H

3

C

OH

CH

3

+2

Cl 2

+ K

3

[Fe(CN)

6

]

OH

N

N

S

CH

3

OH

N

N

H

3

C


                    Тиамин                                                                                  Тиохром

2.Тиамин характеризуется собственным поглощением в УФ области (240 нм – в водном растворе, 235 нм – в этаноле), а значит он может быть определен методом прямой спектрофотометрии.


3.Для одновременного определения тиамина и рибофлавина используют ВЭЖХ.

Определение рибофлавина (В2). В пищевых продуктах рибофлавин присутствует главным образом в виде фосфорных эфиров, связанных с белками, и, следовательно, не может быть определен без предварительного протеолитического расщепления. Свободный рибофлавин в значительном количестве содержится в молоке.


При определении рибофлавина наибольшее распространение получили микробиологический и физико-химический (флуоресцентный) методы анализа. Микробиологический метод специфичен, высоко чувствителен и точен; применим ко всем продуктам, но длителен и требует специальных условий.


Физико-химический метод разработан в двух вариантах, которые отличаются способом оценки флуоресцирующих веществ:

· вариант прямой флуоресценции (определение интенсивности флуоресценции  рибофлавина) и 

· люмифлавиновый вариант.


1.Свободный рибофлавин и его фосфорные эфиры обладают характерной желто-зеленой флуоресценцией при длине волны возбуждающего света 440–500 нм. На этом свойстве основан наиболее широко используемый флуоресцентный метод определения рибофлавина. Рибофлавин и его эфиры дают очень сходные спектры флуоресценции с максимумом при 530 нм. Положение максимума не зависит от рН. Интенсивность флуоресценции значительно зависит от рН и от растворителя (по-разному для рибофлавина и его эфиров), поэтому предварительно разрушают эфиры и анализируют свободный рибофлавин. Для этого используют гидролиз с соляной и трихлоруксусной кислотами, автоклавирование, обработку ферментными препаратами.


 Интенсивность желто-зеленой флуоресценции рибофлавина в УФ-свете зависит не только от его концентрации, но и от значения рН раствора. Максимальная интенсивность достигается при рН=6-7. Однако измерение проводят при рН от 3 до 5, так как в этом интервале интенсивность флуоресценции определяется только концентрацией рибофлавина и не зависит от других факторов – значения рН, концентрации солей, железа, органических примесей и др.
Рибофлафин легко разрушается на свету, определение проводят в защищенном от света месте и при рН не выше 7. Следует отметить, что метод прямой флуоресценции не применим к продуктам с низким содержанием рибофлавина.

2.Люмифлавиновый вариант основан на использовании свойства рибофлавина при облучении в щелочной среде, переходить в люмифлавин, интенсивность флуоресценции которого измеряют после извлечения его хлороформом (голубая флуоресценция, 460–470 нм). Поскольку при определенных условиях в люмифлавин переходит 60–70% общего рибофлавина, при проведении анализа необходимо соблюдать постоянные условия облучения, одинаковые для испытуемого и стандартного раствора.
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                                  Рибофлавин                                      Люмифлавин

Определение витамина В6. Для определения витамина могут быть использованы следующие методы: 


1.Прямая спектрофотометрия. Пиридоксина гидрохлорид характеризуется собственным поглощением при 292 нм (( = 4,4·103) при рН = 5.


2.Метод Кьельдаля. Определение осуществляется по аммиаку, образующемуся при окислении витамина.

3.Фотометрический метод, основанный на реакции с 2,6-дихлорхинонхлоримином (реактив Гиббса) при рН 8–10, в результате которой образуются индофенолы, имеющие синюю окраску. Индофенолы экстрагируют метил-этилкетоном и измеряют оптическую плотность экстракта при 660–690 нм (реакцию Гиббса дают фенолы со свободным пара-положением).
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                                                                                                                Индофенол

4.Флуоресцентный метод, основанный на том, что при облучении пиридоксина и пиридоксамина наблюдается синяя, а пиридоксаля – голубая флуоресценция.
Определение витамина В9. Определение фолатов в пищевых продуктах в тканях и жидкостях организма представляет значительные трудности, т.к. в этих объектах они обычно присутствуют в связанной форме (в виде полиглютаматов); кроме того, большинство форм чувствительно к воздействию кислорода воздуха, света и температуры. Для предохранения фолатов от гидролиза рекомендуется вести гидролиз в присутствии аскорбиновой кислоты.


В пищевых продуктах фолаты могут быть определены физическими, химическими и микробиологическими методами. Колориметрический метод основан на расщеплении птероилглутаминовой кислоты с образованием п-аминобензойной кислоты и родственных ей веществ и дальнейшем превращении их в окрашенные соединения. Однако из-за недостаточной специфичности этот метод применяется в основном для анализа фармацевтических препаратов.


Для разделения, очистки и идентификации фолатов разработаны также методы хроматографии на колонках, бумаге и в тонком слое адсорбента.

Определение витамина РР. 
В пищевых продуктах никотиновая кислота и ее амид находятся как в свободной, так и в связанной форме, входя в состав коферментов. Химические и микробиологические методы количественного определения ниацина предполагают наиболее полное выделение и превращение его связанных форм, входящих в состав сложного органического вещества клеток, в свободную никотиновую кислоту. Связанные формы ниацина освобождают воздействием растворов кислот или гидрооксида кальция при нагревании. Гидролиз с 1 М раствором серной кислоты в автоклаве в течение 30 минут при давлении 0,1 МПа приводит к полному освобождению связанных форм ниацина и превращению никотинамида в никотиновую кислоту. Установлено, что этот способ обработки дает менее окрашенные гидролизаты и может быть использован при анализе мясных и рыбных продуктов. Гидролиз с гидрооксидом кальция предпочтителен при определении ниацина в муке, крупах, хлебобулочных изделиях, сырах, пищевых концентратах, овощах, ягодах и фруктах. Ca(OH)2 образует с сахарами и полисахаридами, пептидами и гликопептидами соединения, почти полностью нерастворимые в охлажденных растворах. В результате гидролизат, полученый при обработке Ca(OH)2, содержит меньше веществ, мешающих химическому определению, чем кислотный гидролизат.

1.В основе химического метода определения ниацина лежит реакция Кенига, протекающая в две стадии. Первая стадия – реакция взаимодействия пиридинового кольца никотиновой кислоты с бромцианом, вторая – образование окрашенного производного глутаконового альдегида в результате взаимодействия с ароматическими аминами. (Сразу после добавления к никотиновой кислоте бромистого циана появляется желтая окраска  глутаконового альдегида. В результате взаимодействия его с ароматическими аминами, вводимыми в реакционную смесь, образуются дианилы, которые интенсивно окрашены в желтый, оранжевый или красный цвет, в зависимости от амина (бензидин – красный, сульфаниловая кислота – желтый). Реакцию Кенига применяют для фотометрического определения пиридина и его производных со свободным (-положением. Недостатком метода является его длительность, так как скорость реакций мала.

1 стадия
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                                                                                                      Глутаконовый альдегид

2 стадия

[image: image146.emf]C


6


H


5


N


H


2


2


C


H


C


H


C


H


C


H


C


H


H


N


C


6


H


5


N


C


6


H


5




C

6

H

5

NH

2

2

CH CH CH CH CH HN C

6

H

5

N C

6

H

5


                                                     Дианил глутаконового альдегида
Получение CNBr возможно двумя способами: 

1. CN– + Br2 = CNBr + Br–

2. SCN– + Br2 + 4H2O = CNBr + SO42– + 8H+ + Br–

Существует много модификаций проведения этой реакции в зависимости от температурного режима, рН, источника ароматических аминов. рН и амин существенно влияют на интенсивность и устойчивость развивающейся окраски. Наиболее устойчивую окраску дают продукты реакции никотиновой кислоты с бромродановым (бромциановым) реактивом и сульфаниловой кислотой или метолом (сульфатом пара-метиламинофенола). 


2.Никотиновую кислоту и ее амид можно также определять спектрофотометрически благодаря их собственному поглощению в УФ-области. Никотиновая кислота характеризуется максимумом поглощения при 262 нм (Е = 4,4·103), а никотинамид при 215 нм, (Е = 9·103).

          3.Для количественного определения ниацина широко используется микробиологический метод. Он простой, специфичный, но более длительный, чем химический. Микробиологический метод позволяет определять содержание ниацина в объектах, в которых химическим путем это сделать невозможно (продукты с высоким содержанием сахаров и низким уровнем ниацина).

Определение (-каротина. В ряде пищевых продуктов, особенно растительного происхождения, присутствуют так называемые каротиноиды. Каротиноиды (от лат. carota – морковь) – природные пигменты от желтого до красно-оранжевого цвета; полиненасыщенные соединения, содержащие циклогексановые кольца; в большинстве случаев содержат в молекуле 40 атомов углерода.) Некоторые из них ((, (-каротин, криптоксантин и др.) являются провитаминами (предшественниками) витамина А, так как в организме человека и животных могут превращаться в витамин А. Известно около десяти провитаминов А, но самым активным из них является (-каротин. 


При анализе пищевых продуктов необходима предварительная обработка образца для извлечения, концентрирования каротина и очистки его от сопутствующих соединений. В этих целях широко используют экстракцию (петролейный эфир, гексан, ацетон и их смеси), омыление и хроматографию. При определении (-каротина следует избегать нагревания. Но в некоторых случаях горячее омыление необходимо, например, когда отношение жира к (-каротину больше, чем 1000:1 (молочные продукты, животные жиры, маргарин, яйца, печень). Омыление проводят в присутствии антиоксиданта. Избыток щелочи  ведет к разрушению (-каротина. Для отделения (-каротина от сопутствующих пигментов широко применяют адсорбционную хроматографию на колонках с оксидом алюминия, магния.


1.Большинство применяемых в настоящее время физико-химических методов определения (-каротина в пищевых продуктах основано на измерении интенсивности светопоглощения его растворов. Как соединения с сопряженными двойными связями, каротиноиды имеют характерные спектры поглощения в УФ и видимой области. Положение полосы поглощения зависит от числа сопряженных двойных связей в молекуле каротиноида и от применяемого растворителя. Максимальное поглощение (-каротина наблюдается в бензоле при 464–465 нм, в гексане и петролейном эфире при 450451 нм.


2.В последнее время для определения (-каротина и других каротиноидов чаще используется метод ВЭЖХ. Метод позволяет сократить время анализа, а значит и вероятность их разрушения под действием света и кислорода воздуха. Метод ВЭЖХ каротиноидов является классическим примером демонстрации возможностей метода разделять и количественно определять пространственные изомеры (- и (-каротина в овощах. 


Для определения (каротина могут быть использованы и химические методы, например, основанные на реакции с хлоридом сурьмы (3+) в хлороформе (синий, 590 нм), аналогично витамину А, и с реактивом Фолина (синий, 640–700 нм). Однако из-за неспецифичности этих реакций они не нашли широкого применения. 

Определение витамина А. Важнейшими представителями витамина являются, как уже говорилось, ретинол (А1-спирт), рентиналь (А1-альдегид), ретиноевая кислота (А2). 

При количественном определении витамина А в пищевых продуктах используют различные методы: колориметрический, флуоресцентный, способ прямой спектроскопии и ВЭЖХ. Выбор метода определяется наличием той или иной аппаратуры, целью исследования, свойствами анализируемого материала, предполагаемым содержанием витамина А и характером сопутствующих примесей. 

Выделение витамина осуществляют кипячением со спиртовым раствором КОН в среде азота; и последующей экстракцией петролейным эфиром.


1.Для количественного определения веществ, обладающих А-витаминной активностью, может быть использован метод прямой спектрофотометрии, основанный на способности этих соединений к избирательному светопоглощению на разных длинах волн в УФ области спектра. Поглощение пропорционально концентрации вещества при измерении на тех длинах волн, где наблюдается свойственный данному соединению максимум абсорбции в используемом растворителе. Метод – наиболее простой, быстрый, достаточно специфичный. Дает надежные результаты при определении витамина А в объектах, не содержащих примесей, обладающих поглощением в той же области спектра. При наличии таких примесей метод может быть использован в сочетании со стадией хроматографического разделения.


2.Перспективным является флуоресцентный метод, основанный на способности ретинола флуоресцировать под действием УФ лучей (длина волны возбуждающего света 330–360 нм). Максимум флуоресценции наблюдается в области 480 нм. Определению витамина А этим методом мешают каротиноиды и витамин D. Для устранения мешающего влияния используют хроматографию на оксиде алюминия. Недостаток флуоресцентного метода – дорогостоящая аппаратура.

3.Ранее наиболее  распространенным являлся колориметрический метод определения витамина А по реакции с хлоридом сурьмы. Используют раствор хлорида сурьмы в хлороформе (реактив Карр-Прайса). Механизм реакции точно не установлен и предполагают, что в реакцию вступает примесь SbCL5 в SbCl3. Образующееся в реакции соединение окрашено в синий цвет. Измерение оптической плотности проводят при длине волны 620 нм в течение 3–5 секунд. Существенным недостатком метода является неустойчивость развивающейся окраски, а также высокая гидролизуемость SbCl3. Предполагается, что реакция протекает следующим образом:
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 Эта реакция для витамина А не специфична, аналогичное окрашивание дают каратиноиды, но хроматографическое разделение этих соединений позволяет устранить их мешающее влияние. 


Определению витамина А перечисленными методами, как правило, предшествует подготовительная стадия, включающая щелочной гидролиз жироподобных веществ и экстракцию неомыляемого остатка органическим растворителем. Часто приходится проводить хроматографическое разделение экстракта.


4.В последнее время вместо колоночной хроматографии находит все более широкое применение ВЭЖХ, которая позволяет разделить жирорастворимые витамины (A, D, E, K), обычно присутствующие одновременно в пищевых продуктах, и количественно их определить с большой точностью. ВЭЖХ облегчает определение различных форм витаминов (витамин А-спирт, его изомеры, эфиры ретинола), что особо необходимо при контроле за внесением витаминов в пищевые продукты.

Определение витамина Е. К группе веществ, объединяемых общим названием «витамин Е» относятся производные  токола и триенола, обладающие биологической активностью (-токоферолла. Кроме (-токоферолла, известно еще семь родственных ему соединений, обладающих биологической активностью. Все они могут встречаться в продуктах. Следовательно, главная трудность при анализе витамина Е состоит в том, что во многих случаях приходится рассматривать группу соединений, имеющих большое химическое сходство, но одновременно различающихся по биологической активности, оценить которую можно только биологическим методом. Это трудно и дорого, поэтому физико-химические методы почти полностью вытеснили биологические.



Основные стадии определения витамина Е: подготовка образца, щелочной гидролиз (омыление), экстракция неомыляемого остатка органическим растворителем, отделение витамина Е от мешающих анализу веществ и разделение токоферолов с помощью различных видов хроматографии, количественное определение. Токоферолы очень чувствительны к окислению в щелочной среде, поэтому омыление и эктсракцию проводят в атмосфере азота и в присутствии антиоксиданта (аскорбиновой кислоты). При омылении могут разрушаться ненасыщенные формы (токотриенолы). Поэтому при необходимости определения всех форм витамина Е, содержащихся в продукте, омыление заменяют другими видами обработки, например, кристаллизацией при низких температурах.


1.Большинство физико-химических методов определения витамина Е основано на использовании окислительно-восстановительных свойств токоферолов. Для определения суммы токоферолов в пищевых продуктах наиболее часто используют реакцию восстановления трехвалентного железа в двухвалентное токоферолами с образованием окрашенного комплекса Fe(2+) с органическими реагентами. Наиболее часто используют 2,2’-дипиридил, с которым Fe(2+) дает комплекс, окрашенный в красный цвет (λmax = 500 нм). Реакция не специфична. В нее также вступают каротины, стиролы, витамин А и др. Кроме того, интенсивность окраски существенно зависит от времени, температуры, освещения. Поэтому для повышения точности анализа токофероллы предварительно отделяют от соединений, мешающих определению, методом колоночной, газожидкостной хроматографии, ВЭЖХ. При определении Е-витаминной ценности продуктов, в которых (-токоферол составляет более 80% общего содержания токоферолов (мясо, молочные продукты, рыба и др.), часто ограничиваются определением суммы токоферолов. Когда в значительных количествах присутствуют другие токоферолы (растительные масла, зерно, хлебобулочные изделия, орехи), для их разделения используют колоночную хроматографию.


2.Для определения суммы токоферолов может быть использован также флуоресцентный метод. Гексановые экстракты имеют максимум флуоресценции в области 325 нм при длине волны возбуждающего света 292 нм.


3.Для определения индивидуальных токоферолов несомненный интерес представляет метод ВЭЖХ, обеспечивающий в одном процессе как разделение, так и количественный анализ. Метод также характеризуется высокой чувствительностью и точностью. Детектирование проводят по поглощению или по флуоресценции.

Определение витамина D. Количественное определение витамина в продуктах представляет собой чрезвычайно сложную задачу ввиду его низкого содержания, отсутствия чувствительных специфических реакций на витамин D и трудностей отделения его от сопутствующих веществ. До недавнего времени использовались биологические исследования на крысах или цыплятах. Биологические методы основаны на установлении минимального количества исследуемого продукта, излечивающего или предотвращающего рахит у крыс (цыплят), находящихся на рахитогенной диете. Степень рахита оценивается рентгенографически. Это достаточно специфичный и точный метод, позволяющий определять витамин D в концентрации 0,01–0,2 мкг%.

При исследовании продуктов с содержанием витамина D свыше 1 мкг% может быть использован фотометрический метод, основанный на реакции кальциферолов с хлоридом сурьмы (образуется продукт, окрашенный в розовый цвет). Метод позволяет определять как холекальциферол (D3), так и  эргокальциферол (D2). Анализ состоит из следующих операций: омыление (щелочной гидролиз), осаждение стеринов, хроматография (колоночная или распределительная) и фотометрическая реакция с хлоридом сурьмы. Метод пригоден для определения содержания витамина D в рыбьем жире, яйцах, печени трески, икре, сливочном масле, продуктах, обогащенных витамином. Описанный метод трудоемок, длителен.


Витамин D2 необходимо защищать от света и воздуха, иначе происходит изомеризация. D3 – более устойчив.


.Более быстрым, надежным и точным является все чаще применяемый метод ВЭЖХ, который успешно используется при анализе детских и диетических продуктов, обогащенных витаминов D. 

3.Кальциферолы характеризуются собственным поглощением в УФ и могут быть определены методом прямой спектрофотометрии.

В последние годы в целях определения витамина D успешно применяются хроматографические методы разделения, особенно тонкослойная и газо-жидкостная хроматография. В экспериментальных исследованиях для изучения обмена витамина D в организме животных и человека широко используются радиохимические методы в сочетании с тонкослойной или колоночной хроматографией на силикагеле или оксиде алюминия.

Определение витамина К. Для определения витамина К применяют физические, химические, биологические методы, а также методы спектрографии, основанные на чувствительности витамина К к УФ-излучению.


Для определения 2-метил-1,4-нафтохинонов предложено много колориметрических методов, основанных на цветных реакциях, которые они дают с рядом реактивов: 2,4-динитрофенилгидразином, N,N-диэтилдитиокарбаматом натрия, солями тетразолия и др. Но все эти методы и ряд других физических и химических методов недостаточно специфичны и полученные с их помощью результаты имеют весьма относительную ценность для определения содержания витамина К в пищевых продуктах, органах и тканях человека и животных. Удовлетворительные результаты дают колориметрические и спектрофотометрические методы в сочетании с хроматографией, очисткой и разделением витаминов К на колонках, на бумаге или в тонком слое адсорбента.


Для определения витамина К перспективен метод газовой хроматографии.


Наиболее надежными, специфичными и весьма чувствительными, но в тоже время самыми трудоемкими и дорогостоящими методами оценки К-витаминной активности пищевых продуктов, остаются биологические методы. Они основаны на определении количества исследуемого материала, которое устраняет К-авитаминоз, искусственно созданый у подопытных животных.

Микробиологические методы определения витаминов. Для определения витаминов В6, В12, В9 , пантотеновой кислоты (В3) и биотина (Н) в пищевых продуктах успешно используют микробиологические методы анализа.

Разработке микробиологических методов анализа предшествовало установление того факта, что многие микроорганизмы, так называемые ауксогетеротрофы, для своего роста и развития нуждаются в тех или иных витаминах. Обычно потребность этих микроорганизмов в витаминах, получаемых извне, ограничивается одним, двумя, реже несколькими. Ауксогетеротрофы сильно различаются между собой и по степени потребности в готовых витаминах. Так, встречаются формы, которые совершенно не растут на средах, если требуемый витамин в них отсутствует. Именно эти микроорганизмы являются наиболее подходящими для количественного определения витаминов. Чувствительность подобного тест-организма к определяемому витамину будет особенно велика, что позволит выявить в естественных продуктах наличие самых малых его количеств.


Большинство микробиологических методов количественного определения витаминов в пищевых продуктах основано на реакции роста микроорганизмов. Обычный прием заключается в том, что питательная среда содержит все вещества, необходимые для роста, за исключением определяемого витамина. Интенсивность роста микроорганизма в этих условиях зависит от количества добавленного в среду витамина в виде его стандартного раствора или содержащегося в испытуемом гидролизате. Измеряют реакцию роста тест-организма, например, при помощи титрования образующихся кислых продуктов жизнедеятельности бактерий. Содержание определяемого витамина в анализируемом материале находят путем сопоставления ответной реакции роста тест-организма в стандартной и опытной серии проб. 

Достоинства микробиологических методов:

1.Они высокочувствительны, благодаря чему до сих пор остаются незаменимыми при анализе некоторых объектов.


2.Возможность определения витаминов в природном материале без дополнительных процедур, связанных с очисткой его от мешающих примесей, концентрированием витамина и другими приемами.

Недостатки микробиологических методов:

1.Повышенные требования к чистоте посуды, реактивов, дистиллированной воды.


2.Трудоемкость, длительность.


3.Некоторые микроорганизмы способны усваивать аналоги витаминов и их производные или отдельные части молекулы витаминов.

Существуют микробиологические методы для определения почти всех витаминов группы В. Из них при анализе пищевых продуктов в настоящее время сравнительно редко используются микробиологические методы определения тиамина (В1) и рибофлавина (В2), которые почти полностью вытеснены химическими методами. При определении ниацина (РР), витамина В6, пантотеновой кислоты (В3) применяют как микробиологические, так и физико-химические методы. Что касается витамина В12, фолацина (В9) и биотина, то для их определения в пищевых продуктах микробиологические методы являются наиболее доступными и надежными.
Контрольные вопросы:

1. Какие витамины относят к водо- и жирорастворимым?

2. Какие функции выполняют витамины в организме человека?

3. Дайте характеристику отдельных витаминов. В каких продуктах они присутствуют в максимальном количестве?

4. Как кулинарная обработка  и хранение продуктов питания влияет на содержание отдельных витаминов?

5. Какие вещества называют витаминоподобными? Дайте их классификацию и характеристику.

6. Какие причины осложняют определение витаминов в продуктах питания?

7. Какие химические и физико-химические методы определения отдельных витаминов вы знаете?

8. Что собой представляют биологические и микробиологические методы определения витаминов? Для определения каких витаминов они используются?

§ 2.7. Минеральные вещества


Минеральные вещества в большинстве случаев составляют 0,7–1,5% (в среднем 1%) съедобной части пищевых  продуктов. Исключение составляют те продукты, в которые добавляют пищевую соль (чаще 1,5–3%). Содержание минеральных веществ в пище (как макро-, так и микроэлементов) небольшое, но их биологическая активность в организме весьма высока. Минеральные вещества не обладают энергетической ценностью, однако без них жизнь человека невозможна. 


Многие элементы в виде минеральных солей, комплексных соединений и органических веществ входят в состав живой материи и являются незаменимыми нутриентами, которые должны ежедневно потребляться с пищей. Содержание минеральных веществ в основных продуктах питания приведено в таблице 2.4.

Таблица 2.4. – Минеральный состав основных продуктов питания

(по данным И.М.Скурихина, М.Н.Волгарева «Химический состав пищевых продуктов», 1987)

	Пищевые продукты
	Макроэлементы, мг/100 г
	Микроэлементы, мкг/100 г

	
	K
	Ca
	Mg
	Na
	S
	P
	Cl
	Fe
	I
	Cu
	F
	Zn

	Хлеб ржаной
	245
	35
	47
	610
	52
	158
	980
	3900
	5,6
	220
	35
	1210

	Хлеб пшеничный
	129
	23
	33
	506
	59
	84
	837
	1860
	–
	134
	–
	735

	Молоко коровье
	146
	120
	14
	50
	29
	90
	110
	67
	9
	12
	20
	400

	Творог жирный
	112
	150
	23
	41
	–
	216
	–
	461
	–
	74
	–
	394

	Сыр российский
	116
	1000
	50
	820
	–
	540
	–
	1100
	–
	50
	–
	3500

	Мясо:   свинина

             говядина
	316
	8
	27
	64,8
	220
	170
	48
	1940
	6,6
	96
	69
	2070

	
	355
	10,2
	22
	73
	230
	188
	59
	2900
	7,2
	182
	63
	3240

	Рыба: 

речной карп

морская треска
	265
	35
	25
	55
	180
	210
	55
	800
	5
	130
	25
	2080

	
	340
	25
	30
	100
	200
	210
	165
	650
	135
	150
	700
	1020

	Овощи: 

капуста белокач.

картофель

морковь
	185
	48
	16
	13
	37
	31
	37
	600
	3
	75
	10
	400

	
	568
	10
	23
	28
	32
	58
	58
	900
	5
	140
	30
	360

	
	200
	51
	38
	21
	6
	55
	53
	700
	5
	80
	55
	400

	Фрукты: слива

                яблоко
	214
	20
	9
	18
	6
	20
	1
	500
	4
	87
	2
	100

	
	278
	16
	9
	26
	5
	11
	2
	2200
	2
	110
	8
	150



Ежедневное поступление химических элементов с пищей должно находиться на определенном уровне и столько же химических элементов должно ежесуточно выводиться из организма, поскольку их содержание в нем находится в относительном постоянстве.


Минеральные вещества выполняют пластическую функцию в процессах жизнедеятельности человека, участвуя в обмене веществ практически любой ткани человека. Особенно велика их роль в построении костной и зубной ткани, где преобладают такие элементы, как фосфор и кальций. Минеральные вещества участвуют в важнейших обменных процессах организма: водно-солевом, кислотно-щелочном, содержатся в цитоплазме и биологических жидкостях, играют основную роль в обеспечении постоянства осмотического давления, что является необходимым условием для нормальной жизнедеятельности клеток и тканей.  Минеральные вещества входят в состав сложных органических соединений (гемоглобина, гормонов, ферментов). В виде ионов минеральные вещества участвуют в передаче нервных импульсов, обеспечивают свертывание крови. Многие ферментативные процессы в организме невозможны без участия тех или иных минеральных веществ. 

Как уже говорилось, в зависимости от количества минеральных веществ в организме человека и пищевых продуктах, минеральные вещества разделяются на две группы: макроэлементы (десятки, сотни мг/кг в продуктах питания, а в организме массовая доля превышает 0,01%; Ca, P, Mg, K, Na, Cl, S) и микроэлементы (в организме ниже 10–5%; в продуктах единицы и менее мг на 100 г продукта Fe, Zn, I, F).


Микроэлементы условно делят на две группы: абсолютно или жизненно необходимые (кобальт, железо, медь, цинк, марганец, йод, бром, фтор) и так называемые вероятно необходимые (алюминий, стронций, молибден, селен, никель, ванадий и некоторые другие).

Характерным признаком необходимого элемента является колокообразный вид кривой зависимости ответной реакции организма от дозы элемента (рис. 2.1).  
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	Рис. 2.1. – Биологический ответ в зависимости от концентрации необходимого (сплошная кривая) и опасного (штриховая кривая) вещества (взаимное располо​жение двух кривых относительно шкалы концентрации условно)


При малом поступлении данного элемента организму наносится существенный ущерб (сплошная кривая). Он функционирует на грани выживания. В основном это объясняется снижением активности ферментов, в состав которых входит данный элемент. Сплошная кривая указывает на немедленный положительный ответ с уве​личением концентрации, начиная с нулевой отметки (предпола​гается, что поступающее необходимое вещество насыщает места своего связывания и не вступает ни в какие иные взаимодейст​вия, которые на самом-то деле вполне возможны). Эта сплош​ная кривая описывает оптимальный уровень, охватывающий ши​рокий интервал концентраций для многих ионов металлов. Кривая проходит через максимум и начинает падать до отрицательных величин: биологический ответ организма становится негативным, а металл переходит в разряд токсичных веществ, т.е. при дальнейшем увеличении дозы проявляется токсическое действие избытка данного элемента, в результате чего не исключается и летальный исход.
Штриховая кривая на рисунке 2.1 демонстрирует биологический ответ организма на совершенно вредное вещество, не проявляю​щее эффектов необходимого или стимулирующего вещества. Эта кривая идет с некоторым запаздыванием, которое свидетельствует о том, что живой организм способен «мириться» с небольши​ми количествами токсичного вещества (пороговая концентрация) до тех пор, пока не станет преобладать его токсическое дейст​вие. На рисунке 2.1 представлена, конечно, некая обобщающая кар​тина; каждое вещество имеет свою собственную специфическую кривую в координатах биологический ответ – концентрация.
Из рисунка 2.1 следует также, что необходимые вещества могут стать даже токсичными при избытке их потребления. Почти любое вещество в избытке неизбежно становится опасным (даже если это действие непрямое), например, по причине ограничения ус​вояемости   других    необходимых    веществ.    

К наиболее дефицитным минеральным веществам в питании современного человека относятся кальций и железо, к избыточным – натрий и фосфор.

Биологическая активность и токсичность s-элементов. Среди s-элементов наиболее важные биохимические функции выполня​ют катионы металлов 3-го и 4-го периодов. По содержанию в живых орга​низмах, в т.ч. и в организме человека, элементы IA группы натрий и калий принадлежат к олигобиогенным элементам в отличие от лития, рубидия и цезия, которые относятся к ультрамикробиогенным элементам. Соединения щелочных металлов входят в состав тканей и жидкостей орга​низмов человека, животных и растений. Натрий и калий относятся к жиз​ненно необходимым элементам. Физиологическая и биохимическая роль лития, рубидия и цезия выяснена недостаточно, и они могут быть отнесе​ны к примесным элементам.

Катионы s-элементов 3-го и 4-го периодов, а также некоторые неорга​нические анионы являются основными компонентами, определяющими физико-химические свойства биологических жидкостей. Электролитный состав жидкостей организма характеризуется главным образом содержа​нием Na, К, Mg, Ca, S, С, Р, С1 и некоторых других элементов в виде соот​ветствующих ионов и различается для внутриклеточной и внеклеточной жидкостей.

Состав внеклеточной жидкости близок к составу морской воды в предкембрийскую эпоху, когда появились животные с замкнутой системой кровообращения. С тех пор соленость моря продолжала возрастать, тогда как состав внеклеточной жидкости остался постоянным. Основным ка​тионом во внеклеточной жидкости является ион Na+, а из анионов преоб​ладают Сl– и HCO3–. Внутри клеток преобладают катион К+ и анион НРО42–. Для соблюдения физико-химического закона электронейтрапьности, ко​торому подчиняется любой живой организм в целом, некоторый недоста​ток неорганических анионов компенсируется анионами органических кислот (молочной, лимонной и др.) и кислых белков, несущих отрица​тельный заряд при физиологических значениях рН. Если вне клетки орга​нические анионы компенсируют незначительную нехватку отрицатель​ного заряда, то внутри клетки они должны компенсировать около 25% положительных зарядов, создаваемых неорганическими катионами. По​скольку клеточные мембраны легко проницаемы для воды, то они могут разрушаться при незначительных различиях в давлении жидкости внутри и снаружи клеточной мембраны. Поэтому осмотическое давление внутри клетки должно быть равно таковому во внеклеточной жидкости, т.е. жи​вая клетка подчиняется закону изоосмоляльности. Повышенное содержа​ние катионов по отношению к концентрации анионов во внеклеточных жидкостях в сравнении с внутриклеточными средами приводит к тому, что наружная поверхность мембран клеток оказывается заряжена поло​жительно относительно ее внутренней поверхности, и это имеет огром​ное биологическое значение. В биологических жидкостях концентрацию осмотически активных частиц (независимо от их заряда, размера и массы) выражают в единицах осмоляльности – миллиосмомолях на 1 кг воды. Так как главные катионы и анионы внутриклеточных жидкостей многозарядные, то (при одинаковых осмоляльностях) концен​трация электролитов, выраженная в миллиэквивалентах на 1 л, будет зна​чительно выше внутри клетки, чем во внеклеточных жидкостях, где в ос​новном содержатся однозарядные ионы.

Биологическая активность и токсичность p-элементов. Среди р-элементов в биологических системах наиболее распростране​ны неметаллы водород, углерод, азот, кислород, фосфор, сера и хлор, важ​ные биологические функции выполняют микроэлементы: иод, кремний, бор, селен, фтор, мышьяк и бром.
р-Металлы в большинстве случаев токсичны для организма, что объясняется тем, что, проявляя свойства мягких кислот, их ионы образуют прочные связи с кислород- и серосо​держащими группами таких биолигандов, как белки (в т.ч. фермен​ты), нуклеиновые кислоты и т.д.

Биологическая активность и токсичность d-элементов. d-Блок Периодической системы включает 32 элемента 4–7-го боль​ших периодов, для которых строение внешних электронных оболочек ато​мов можно выразить общей формулой: (п – 1)dansb, 
	где
	а =
	0–10,

	
	b =
	1; 2.


Для d-металлов наиболее характерно образование координационных соединений с разнообразными, в т.ч. и биогенными, лигандами, что в основном и определяет их биологическую активность. Наличие d-орбиталей, лишь частично заполненных электронами, позволяет катионам этих металлов взаимодействовать с лигандами – анионами или электродонорными молекулами. Геометрия образующихся комплексов зависит от природы иона металла-комплексообразователя. Комплекс может иметь структуру тетраэдра, плоского квадрата, тригональной бипирамиды или октаэдра. При анализе структуры, физико-химических и биохимических свойств этих комплексов особое внимание обращается на природу связи и на геометрию комплекса. В координационных соединениях ионы d-металлов способны образовывать кроме σ-связей прямые и об​ратные дативные π-связи. Это обусловливает высокую комплексообразующую способность и непостоянство координационных чисел d-металлов. Как правило, в биокомплексах это четные координационные числа от 4 до 8, реже 10 и 12.

Можно утверждать, что в биосистемах свободных ионов d-металлов практически нет, так как они или гидролизуются, или находятся в составе координационных соединений. Чаще всего d-элементы участвуют в био​химических реакциях в составе комплексов с лигандами – аминокисло​тами, пептидами, белками, гормонами, нуклеиновыми кислотами и т.д. Наиболее распространенные металлоферменты, такие, как карбоангидраза, ксантинооксидаза, цитохромы и др., представляют собой биокомп​лексы d-металлов. Простетические группы гемоглобина, трансферрина и других сложных белков также представляют собой хелатные комплексы d-металлов.

Жизненно необходимые металлы Zn, Cu, Fe, Mn, Со, Мо («металлы жизни») входят в состав различных металлоферментов, катализирующих кислотно-основные и окислительно-вос- становительные биохимические реакции.

Многие соединения d-элементов, особенно производные Cd, Hg, V, Ag, Ni и Zn, оказывают на живые организмы токсическое действие, меха​низмы которого будут рассмотрены на конкретных примерах далее.
Большинство методов определения минеральных веществ (микроэлементов) в пищевых продуктах можно разделить на три типа.

Тип I – наиболее точные и сложные, которые могут использоваться только в исследовательских лабораториях) например, нейтронно-активационный анализ);

Тип II – арбитражные, которые требуют весьма сложного оборудования, но могут быть использованы на производстве (например, ААС)

Тип III – альтернативные (для текущих анализов), которые не требуют сложного оборудования, но по точности не уступают методам II типа (колориметрические, полярографические). 


Для анализа  минеральных веществ в основном используются физико-химические методы – оптические и электрохимические.

Оптические методы. Фотометрический анализ. Фотометрический анализ (молекулярная абсорбционная спектроскопия) основан на поглощении молекулами вещества излучений в ультрафиолетовой, видимой и инфракрасной областях электромагнитного спектра (медь, железо, хром, никель и др.).
· Фотоэлектроколориметрия – основана на измерении поглощения окрашенными растворами монохроматического излучения в видимой области спектра. Измерение с помощью фотоэлектроколориметров, снабженных узкополосными светофильтрами.

· Спектрофотометрия – измерение поглощения монохроматического излучения в УФ, видимой и ИК областях спектра. Измерения с помощью спектрофотометров, где в качестве монохроматоров – диспергирующие призмы и дифракционные решетки.

Количественный анализ обычно проводят методом градуировочного графика.

Эмиссионный спектральный анализ. Эмиссионный спектральный анализ основан на измерении длины волны, интенсивности и других характеристик света, излучаемого атомами и ионами вещества в газообразном состоянии. Эмиссионный спектральный анализ позволяет определить элементарный состав неорганических и органических веществ.

Интенсивность спектральной линии определяется количеством возбужденных атомов в источнике возбуждения, которое зависит не только от концентрации элемента в пробе, но и от условий возбуждения. При стабильной работе источника (электрическая дуга, искра, пламя) возбуждения связь между интенсивностью спектральной линии и концентрацией – линейна и можно использовать метод градуировочного графика. Методом определяют свыше сорока элементов (щелочные, щелочно-земельные, медь, марганец и др.)

Атомно-абсорбционная спектроскопия. Метод основан на способности свободных атомов элементов в газах пламени поглощать световую энергию при характерных для каждого элемента длинах волн. Практически полностью исключена возможность наложения спектральных линий различных элементов, т.к. их число в спектре значительно меньше, чем в эмиссионной спектроскопии. Уменьшение интенсивности резонансного излучения подчиняется экспоненциальному закону. Аналогичному закону Бугера-Ламберта-Бера. Разработаны методики более чем для 70 элементов. Арбитражный метод для большинства микроэлементов. Иногда необходимо предварительное концентрирование или использование графитовой кюветы, или и то и другое.

Электрохимические методы. Ионометрия. Ионометрия используется для определение ионов K, Na, Ca, Mg, F, I, Cl и т.д. Метод основан на использовании ионселективных электродов, мембрана которых проницаема для определенного типа ионов (отсюда высокая селективность, как правило). Используют либо калибровочный график (Е-рС), либо метод добавок.
Полярография. Переменно-токовую полярографию используют для определения ртути, кадмия, свинца, меди, железа. Метод основан на изучении вольтамперных кривых, полученных при электролизе окисляющегося или восстанавливающегося вещества. Электрод – чаще всего ртутный капельный, иногда – платиновый, графитовый.

2.7.1. Макроэлементы

Кальций (от лат. calcium – Ca). Кальций составляет (вместе с фосфором) основу костной ткани и зубов, входит в состав ядер клеток, клеточных и тканевых жидкостей, активизирует деятельность ряда важных ферментов, участвует  в поддержании ионного равновесия в организме, влияет на процессы, происходящие в нервно-мышечной и сердечно-сосудистой системах, обеспечивает процесс свертывания крови; участвует в передаче нервных импульсов, передаче сигналов через клеточную мембрану, сокращении мышц, деятельности мышцы сердца. Таким образом, кальций выполняет не только пластические функции, но и влияет на многие биохимические и физиологические процессы в организме. 

Кальций относится к трудно усваиваемым элементам. Поступающие в организм человека с пищей соединения кальция практически нерастворимы в воде. Щелочная среда тонкого кишечника способствует образованию трудно усваиваемых соединений кальция, и лишь воздействие желчных кислот обеспечивает его всасывание. 

Потребность взрослых людей в кальции – около 800 мг, а для детей и подростков – 1000 и более мг в сутки. Больше всего кальция в молоке (120 мг%) и молочных продуктах. При недостаточном потреблении кальция или нарушении его всасывания в организме (при недостатке витамина D) развивается состояние кальциевого дефицита. Наблюдается повышенное выведение его из зубов и костей. У взрослых развивается остеопороз – деминерализация костной ткани, у детей нарушается становление скелета, развивается рахит. 

Почти 4/5 всей потребности в кальции удовлетворяется молочными продуктами. Это – лучшие источники кальция (сыры, творог – 100–1000 мг/100 г продукта). Значительно меньше кальция в яйцах, мясе, рыбе, овощах, фруктах, ягодах (20–40 мг%). Следует отметить, что в некоторых растительных продуктах содержатся вещества, уменьшающие всасывание кальция. Например, фитиновые кислоты, содержащиеся в злаковых, и щавелевая кислота в щавеле и шпинате. В результате взаимодействия этих кислот с кальцием образуются нерастворимые фитаты и оксалаты кальция.
Магний (от лат. magnesium – Mg). Магний – жизненно важный элемент, участвующий в формировании костей, регуляции работы нервной ткани, в обмене углеводов и энергетическом обмене, активизирует ряд ферментов, участвует в поддержании нормальной функции нервной системы и мышцы сердца, оказывает сосудорасширяющее действие, повышает двигательную активность кишечника, что способствует выведению шлаков из организма (в том числе и холестерина).

Усвоению магния мешает наличие фитина и избыток жиров и кальция в пище.

Потребность точно не определена. Считают, что доза 200–300 мг/сут предотвращает появление недостаточности (предполагается, что всасывается около 30% магния). Ранее считали, что суточная потребность составляет  400 мг. 

При недостатке магния нарушается усвоение пищи, задерживается рост, в стенках сосудов откладывается кальций. У человека недостаток ионов магния, обусловленный характером питания, маловероятен.

Магнием богаты в основном растительные продукты. Большое количество его содержат пшеничные отруби, крупы (40–200 мг%), бобовые, курага, чернослив. Мало магния в молочных продуктах, мясе, рыбе, макаронных изделиях, большинстве овощей и фруктов (20–40 мг%). Почти 1/2 нормы удовлетворяется хлебом и крупяными изделиями.  В некоторых важных процессах магний выступает как антагонист кальция, избыток магния снижает усвояемость кальция. Оптимальное соотношение кальция и магния 1:0,7 (0,5). 

Определение кальция и магния. Определение кальция и магния проводят, как правило, одним и тем же методом. Метод основан на комплексонометрическом определении с помощью трилона Б. Кальций определяют при рН 13, магний – в той же пробе дополнительным титрованием при рН 10.

Для подготовки пробы используется как простое сухое, так и мокрое озоление. Мокрое озоление проводят азотной и хлорной кислотами. Использование серной кислоты не допускается из-за образования нерастворимого осадка сульфата кальция. Золу растворяют в разбавленной соляной кислоте.
Проведение определения. 

1.Установление титра трилона Б. Титр устанавливается по эталонному раствору хлорида кальция или хлорида магния. Например, титруют  раствор соли магния в присутствии  аммиачного буфера  и  хромогена раствором ЭДТА до перехода окраски из вишневой в синюю.

2.Определение кальция. К исследуемому раствору, который при необходимости разбавляют, добавляют КОН или NaОН до рН 13 и индикатор (эриохром черный, мурексид, хромоген темно-синий).  Раствор титруют 3 раза до перехода розовой или малиновой окраски в темно-синюю или фиолетовую, в зависимости от индикатора. 

3.Определение магния. Обычно магний определяют в той же колбе, что и кальций. Жидкость подкисляют до рН 11,5–12 разбавленной (1:1) соляной кислотой, добавляют аммиачный буфер (рН должно быть 10), добавляют раствор диэтилдитиокарбамата натрия для связывания тяжелых металлов и титруют раствором трилона до перехода окраски в сине-голубую. Дополнительное количество трилона, пошедшее на титрование, соответствует содержанию магния в пробе. Иногда определяют сумму кальция и магния в отдельной пробе. Щелочью доводят рН до 10, добавляют аммиачный буфер, индикатор, диэтилдитиокарбамата натрия и титруют  трилоном Б. Содержание магния определяют по разности между вторым (сумма кальция и магния) и первым (кальций) титрованием.

При наличии необходимого оборудования кальций и магний определяют атомно-абсорбционным  методом.

	Дитиокарбаматы – соли дитиокарбаминовых кислот. Соли аммония, щелочных металлов растворимы в воде. Соли Mn, Fe, Co, Ni, Pb, Hg, Zn не растворимы в воде. Дитиокарбамат натрия (купраль) используется в аналитической химии (концентрирование, маскирование, разделение).
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Дитиокарбаматы


Объемный метод определения кальция. Объемный метод определения кальция основан на осаждении кальция насыщенным раствором (NH4)2C2O4 (щавелевокислого аммония). Отцентрифугированный и отмытый осадок оксалата кальция растворяют в минеральной кислоте. Образовавшуюся при этом щавелевую кислоту  титруют раствором перманганата калия.

Ca2+ + C2O42–  ( CaC2O4(
CaC2O4 + 2HCl ( CaCl2 + H2C2O4
2MnO4– + 5C2O42– + 16H+ ( 2Mn2+ + 10CO2 + 8H2O
Для определения малых концентраций используют атомно-абсорбционный анализ (характеристические длины волн для кальция – 422,7, магния – 285,2 нм), эмиссионный, флуоресцентный анализ, чувствительность которых 10–2–10–6 мас.%.

Ионообменная хроматография. Для определения кальция и магния успешно используется ионообменная хроматография. Метод основан на обратимом стехиометрическом обмене ионов, находящихся в растворе, на ионы, входящие в состав ионообменника (катионита, анионита), а также на различной способности разделяемых ионов к ионному обмену с фиксированными ионами сорбента, образующимися в результате диссоциации ионогенных групп сорбента. Разделение ионов регулируют подбором рН элюента. Ионообменная хроматография позволяет определять в одной пробе ионы Са2+, Na+, К+, М g2+, NH4+.

Фосфор (от лат. phosphorus – P). Фосфор – важнейший элемент, входящий в состав белков, нуклеиновых кислот, костной ткани, мышц. Кроме того, соединения фосфора принимают участие во всех процессах жизнедеятельности организма: в обмене энергии (аденозинтрифосфорная кислота и креатинфосфат являются аккумуляторами энергии, при их гидролизе в клетке выделяется большое количество энергии); синтезе и расщеплении веществ в клетках; регуляции обмена веществ. С превращениями соединений фосфора связаны мышечная и умственная деятельность, жизнеобеспечение организма.


В тканях организма и пищевых продуктах фосфор содержится  в виде фосфорной кислоты и ее органических соединений. Содержание  органических соединений фосфора в крови меняется в широких пределах. Однако количество неорганического фосфора более или менее постоянно.

 
Потребность для взрослых – 1200 мг/сут. Она возрастает при больших физических  и умственных нагрузках, при некоторых заболеваниях. 

Большое количество фосфора содержится в продуктах животного происхождения, особенно в печени, икре, а также в зерновых и бобовых. В этих продуктах от 100 до 500 мг% фосфора. Богатым источником фосфора являются крупы (овсяная, перловая), в них до 300–350 мг%. Однако из растительных продуктов соединения фосфора усваиваются хуже, чем при потреблении пищи животного происхождения. Основное количество фосфора человек потребляет с молоком и хлебом. При избытке фосфора может происходить выведение кальция из костей: образуются растворимые соли, которые извлекаются кровью из костной ткани. Оптимальное соотношение фосфора и кальция 1:1,5. Трудно соблюсти это соотношение, т.к. большинство потребляемых продуктов значительно богаче фосфором, чем кальцием.


В зависимости от содержания фосфора в продукте используют две группы методов для его определения – весовые и колориметрические. Весовые методы более точны, лучше воспроизводимы, т.к. состав осадка с хинолином, используемым при осаждении, практически постоянен,  однако эти методы весьма длительны. Колориметрические методы менее трудоемки, чем весовые, но требуют для получения хорошей воспроизводимости тщательного соблюдения условий протекания реакций (рН, температуры). Колориметрические методы более чувствительны, чем весовые, и поэтому часто используются при анализе продуктов, содержащих мало фосфора.


Подготовка пробы. Так как некоторые соединения фосфора летучи, для большинства пищевых продуктов рекомендуется мокрое озоление с помощью кислот. Наиболее распространенными способами минерализации являются: окисление продукта азотной и серной кислотами, смесью серной кислоты с перекисью водорода. Допускается сухое озоление, но только в присутствии нитратов, связывающих фосфор. Простое сухое озоление не допускается. 

Весовой метод. Принцип метода основан на выделении фосфора в виде осадка с помощью хинолин-молибдатного реактива. Далее осадок взвешивают (гравиметрическое окончание) или количество фосфора определяют титриметрически по количеству щелочи, пошедшей на нейтрализацию фосфорной кислоты (титриметрическое окончание). 

Проведение определения. Готовят раствор осадителя, содержащий  молибдата натрия, лимонную кислоту и азотную кислоту. Затем при перемешивании сливают этот раствор с раствором хинолина  и оставляют на 24 часа. Затем фильтруют, добавляют ацетон и разбавляют водой.  К  минерализованной пробе добавляют раствор осадителя и кипятят  1 минуту, охлаждают при перемешивании и фильтруют под вакуумом через предварительно прокаленный и взвешенный фильтр. Промывают осадок водой. Фильтр сушат при температуре 260ºС (1 час), охлаждают в эксикаторе и взвешивают. Для определения фосфора массу осадка умножают на 0,014.

	Молибдат аммония в азотнокислой среде образует с фосфатами желтый кристаллический осадок фосформолибдата аммония:

Na3PO4 + 3NH4Cl + 12(NH4)2MoO4 + 24HNO3 (
( (NH4)3H4[P(Mo2O7)6]( + 10H2O + 24 NH4NO3 + 3NaCl

PO43– + 12MoO4– + 3NH4+   +  24H+ = (NH4)3H4[P(Mo2O7)6]( + 10H2O

Реакция с молибдатом аммония имеет несколько модификаций, основанных на способности фосфорномолибденовой кислоты образовывать нерастворимые осадки с органическими основаниями различного цвета. Так, при добавлении фосфатов к раствору молибдата дианизидина образуется коричневый осадок фосформолибдатат дианизидина, молибдат хинолина образует фосформолибдат хинолина ярко-желтого цвета. Реакции мешают восстановители.
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Хинолин – сильное основание и легко протонируется по атому азота, образуя с минеральными кислотами органические растворимые устойчивые соли.


Титриметрический метод. Проведение определения: раствор, полученный после минерализации пробы смесью серной и азотной кислот нейтрализуют аммиаком до появления осадка, добавляют азотную кислоту, насыщенный раствор нитрата аммония и нагревают до 40°С. И при перемешивании приливают раствор молибдата аммония. Смесь перемешивают и оставляют на 1 час, фильтруют так, чтобы осадок остался в стакане. Осадок промывают 1%-ной азотной кислотой, водой до нейтральной среды промывных вод. Фильтр с осадком переносят в колбу, в которой
 проводилось осаждение, и добавляют туда точно фиксированное количество 0,1 н. раствора гидроокиси натрия для полного растворения осадка, разбавляют водой, добавляют фенолфталеин и избыток щелочи оттитровывают 0,1 н. раствором серной кислоты. 

При использовании титриметрического метода определения фосфора возможно также осаждение фосформолибдата 8-гидроксихинолином. Полученный осадок, как и в предыдущем случае,  растворяют в избытке щелочи, а избыток щелочи оттитровывают кислотой.

Колориметрические методы. Колориметрические методы более чувствительны, чем весовые, и позволяют анализировать продукты с низким содержанием  фосфора. Существует две группы методов. 

1.Ранее были широко распространены методы, основанные на образовании в кислой среде синего фосфорно-молибденового комплекса или так называемой «молибденовой сини». Молибденовые сини представляют собой ярко-синие вещества переменного состава, например, Mo8O23·8H2O, Mo4O11·H2O, Mo2O5·H2O. В присутствии фосфора образуется фосфорно-молибденовый комплекс H7{P(Mo2O7)OMo3O6}. Получают их действием восстановителей на растворы молибдатов. Сини поглощают при 620 нм. Восстановление проводят в мягких условиях, чтобы исключить восстановление содержащихся в растворе ионов МоО4– (гидразин, аскорбиновая кислота). Часто используется сложный реагент, содержащий (NH4)2MoO4, сульфат гидразина и серную кислоту в соответствующих концентрациях.


Методы, использовавшиеся для определения фосфора,  отличались природой восстановителя: гидразин, пирокатехин, амидол. Однако эти методы оказались недостаточно воспроизводимыми, т.к. состав образующегося комплекса непостоянен. Поэтому в последнее время эти способы стали вытесняться колориметрическим методом, основанным на использовании молибденванадиевого реактива, который характеризуется значительно лучшей воспроизводимостью. Поэтому молибденванадиевый метод рекомендуется как более предпочтительный по сравнению с методами, основанными на образовании «молибденовой сини». Оптимальная кислотность при определении соответствует 0,5 н. При более высокой кислотности образование комплекса замедляется.

2.Метод с использованием молибденванадиевого реактива (метод фосфорнованадиево-молибденовой кислоты). Метод гостирован в Республике Беларусь.

Если к кислому раствору, содержащему анионы фосфат- и ванадат-ионы, прибавить молибдат, то образуется фосфорнованадиево-молибденовая гетерополиксилота (с соотношением P:V:Mo = 1:1:11) желто-оранжевого цвета (( = 20000, (мах = 315 нм). Раствор не должен содержать восстановителей.

Стадии определения: сухая минеральзация, растворение золы в соляной кислоте  при нагревании, проведение реакции с молибденванадиевым реактивом, измерение интенсивности желтой окраски при помощи фотоэлектроколориметра или спектрофотометра.

Раствор, полученный после минерализации разбавляют в зависимости от содержания фосфатов, добавляют молибденванадиевый реактив (реактив содержит молибдат аммония,  ванадат аммония и азотную кислоту). Через 5 мин измеряют оптическую плотность при 436 нм (кювета 1 см).  Расчет производят по калибровочной прямой, содержащей не менее 5 точек. Для этого готовят стандартные растворы по дигидрофосфату калия, выдерживаемые после добавления реактива в течение 30 мин при температуре 20–30ºС.  Раствором сравнения служит раствор, приготовленный, как и раствор для измерений, но не содержащий образца (холостой). Реакцию проводят при рН 0,5.


Несмотря на худшую воспроизводимость колориметрического метода по сравнению с весовым, он используется чаще, поскольку его применение позволяет значительно сократить время анализа. Весовой метод используется как арбитражный. 

Для определения фосфора могут также использованы методы атомно-абсорбционного, люминисцентного анализа, ЯМР и др.

Натрий (от лат. natrium – Na). Натрий – жизненно важный межклеточный и внутриклеточный элемент (играет важную роль в процессах внутриклеточного и межтканевого обмена веществ). Содержится во всех тканях и биологических жидкостях организма. Участвует в создании необходимой буферности крови, регуляции кровяного давления, водного обмена (ионы натрия способствуют набуханию коллоидов тканей, что задерживает воду в организме), активации пищеварительных ферментов, регуляции нервной и мышечной ткани. Легко всасывается. Содержание Na в организме человека 1,4 г/кг.
Естественное содержание натрия в пищевых продуктах относительно невелико 15–80 мг%. Обычно взрослый человек потребляет 4–6 г, а то и 15 г  натрия в день. Основное количество (свыше 80%) организм получает при потреблении продуктов, приготовленных с добавлением поваренной соли. Потребность в натрии минимально составляет 1 г/сут и она возрастает почти в 2 раза при сильном потоотделении в условиях жаркого климата, при сильных физических нагрузках. Растительная пища, особенно картофель, богата калием и усиливает выделение хлористого натрия с мочой, а следовательно, и повышает потребность в нем. 

Избыточное потребление натрия с поваренной солью перегружает почки (ухудшается удаление конечных продуктов обмена) и сердце, способствует повышению кровяного давления, недостаток натрия также ведет к нарушениям.


Определение натрия с помощью пламенного фотометра. Определение натрия часто проводится с помощью пламенного фотометра. Поскольку во многих пищевых продуктах содержится много калия, который при некоторых условиях может мешать определению, это должно учитываться при определении. Ошибки незначительны при использовании спектрофотометров, в которых можно точно установить ширину щели (589 нм), и могут быть существенными при использовании фотометров с широкополосными фильтрами. Обычно определения калия и натрия совмещают. Для устранения помех можно добавлять в стандарты и в исследуемый раствор соли лития или цезия (1–2 г/л). 


Для подготовки пробы используется как сухое, так и мокрое озоление. Эти методы используются в основном при определении естественного содержания натрия. При сухом озолении рекомендуется смешивать образец с разбавленной серной кислотой и доозолять с азотной кислотой. Зола растворяется в разбавленной соляной кислоте. Мокрое озоление рекомендуется проводить азотной и серной кислотами или азотной, серной и хлорной кислотами. Для пищевых продуктов, в которые добавлялся хлорид натрия, можно применять трехкратную экстракцию теплой водой тонкоизмельченного материала с последующим исследованием экстракта. 
Проведение определения. 

1. Определение на приборе с широкополосным фильтром. Готовят серию не менее 6 стандартов, которые следует хранить в посуде из полиэтилена. В начале и в конце анализа серии образцов строят калибровочную прямую, которую усредняют. По калибровочному графику находят содержание натрия.

2. Определение на спектрофотометре при 589 нм (наиболее интенсивная резонансная линия). Определение производится сериями из трех образцов, включая стандарт с более низким содержанием натрия, чем у исследуемого образца, стандарт с более высоким содержанием натрия и сам исследуемый образец (метод ограничивающих растворов). Расчет делают по формуле:
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	С –
	концентрация раствора;

	
	n –
	показание прибора;

	
	х –
	индекс относящийся к  анализируемому раствору;

	
	1 и 2  –
	индексы относящиеся к стандартным растворам с более низким и более высоким содержанием натрия, чем в исследуемом образце.


В продуктах, богатых кальцием, возможны помехи, которые можно устранить только удалением кальция из исследуемого раствора, например с помощью осаждения в виде оксалатов.


В настоящее время для определения натрия все чаще используются атомно-абсорбционные методы. В этом случае помехи от присутствия кальция легко устранимы.


В отсутсвии пламенного фотометра определить натрий  можно весовым методом, который основан на осаждении натрия цинкуранилацетатом (в уксуснокислой среде) в виде натрийцинкуранилацетата (NaZn(UO2)3(CH3COO)9·9H2O) зеленовато-желтого цвета.

Zn(UO2)3(CH3COO)8 + CH3COOH + NaCl + H2O (
( NaZn(UO2)3(CH3COO)9( + HCl

Осадок высушивают и пересчитывают на натрий. Метод применим, если соотношение К:Na в продукте не более 25, т.к. при больших концентрациях калий тоже образует с реактивом осадок, что приводит к завышению результатов. Анализу мешают фосфат-ионы, которые удаляют 25%-ным раствором ацетата свинца. Избыток реактива убирают раствором сульфата магния.


При наличии необходимого оборудования натрий может быть определен методами атомно-абсорбционной спектрокопии и ионообменной хроматографии. 

Калий (от лат. kalium – K). Калий – жизненно важный внутриклеточный элемент (90% калия находится внутри клеток), регулирующий кислотно-щелочное равновесие в крови. Он участвует в передаче нервных импульсов, активизирует работу ряда ферментов, регулирует осмотическое давление в клетке. В сыворотке крови содержится 20 мг% калия. Увеличение содержания калия в сыворотке приводит к угнетению автоматизма и сократительной способности миокарда. Уменьшение содержания калия увеличивает опасность аритмии. Калий хорошо всасывается из кишечника, а его избыток быстро удаляется из организма с мочой.

Считают, что калий обладает защитным действием против нежелательного влияния избытка натрия и нормализует давление крови. По этой причине в некоторых странах выпускают поваренную соль с добавлением хлорида калия. 

Потребность взрослого человека – 2000–4000 мг/сут. Она увеличивается при обильном потоотделении, при употреблении мочегонных средств, заболеваниях сердца и печени. Дефицит калия  при разнообразном питании не возникает. 

Основной источник калия – растительные продукты. Среднее содержание калия в продуктах 150–170 мг%. Богаты калием:  урюк, чернослив, изюм, шпинат, морская капуста, фасоль, горох (в фасоли – 1100, картофеле 570, яблоках и винограде – 250 мг%).

Метод пламенной фотометрии. Определение калия наиболее часто проводится с помощью метода пламенной фотометрии. При некоторых условиях определению может мешать натрий. Для большинства пищевых продуктов содержание калия значительно превосходит содержание натрия, и поэтому учитывать его влияние на определение не требуется. Однако при приготовлении стандартов рекомендуется добавлять соли натрия в концентрации, близкой к ожидаемой. 


Для подготовки пробы используется как сухое, так и мокрое озоление. Сухое озоление рекомендуется проводить как при определении натрия. 


Определение проводят как и в случае определения натрия, только при определении калия на спектрофотометре устанавливают ширину щели 676 нм.


В последнее время для определения калия также используются атомно-абсорбционные спектрофотометры. Однако при своевременном устранении некоторых помех оба метода дают практически одинаковые результаты. ААС – чувствительность 0,01 мкг/мл; эмиссионная пламенная фотометрия – 10–4 мкг/мл.


Натр-кобальт-нитритный метод. При отсутствии возможности анализа с использованием пламенной фотометрии калий может быть определен натр-кобальт-нитритным методом. Метод состоит в том, что калий осаждается раствором гексанитрокобальтата натрия в виде труднорастворимой в воде тройной соли калия, натрия и кобальта. Полученная комплексная соль окисляется титрованным раствором перманганата калия, по расходу последнего определяется содержание калия в растворе.


К солянокислой вытяжке из золы добавляют раствор реактива при перемешивании и дают постоять не менее 30 минут (лучше 24 часа). Центрифугируют, отсасывают жидкость, промывают. К осадку добавляют точно измеренное количество 0,01 н. раствора перманганата калия и раствор 20% серной кислоты, размешивают и нагревают на водяной бане. По окончании реакции в колбу добавляют известный избыток 0,01 н. щавелевой кислоты. При этом раствор, имевший розовую окраску, обесцвечивается, т.е. избыток перманганата калия восстанавливается щавелевой кислотой. Избыток же щавелевой кислоты оттитровывают раствором перманганата калия.        

Na3[Co(NO2)6] + 2KCl = K2Na[Co(NO2)6]( + 2NaCl
                           преимущественный состав
5K2Na[Co(NO2)6] + 12KMnO4 + 18H2SO4 = 5K2Na[Co(NO3)6] + 6K2SO4 + 12MnSO4 + Н2О
2MnO4– + 5C2O42– + 16H+ ( 2Mn2+ + 10CO2 + 8H2O
По уравнению реакции 1 мл 0,01 н. раствора перманганата калия соответствует 0,0651 г калия. Однако вследствие непостоянства состава осадка K2Na[Co(NO3)6] расход перманганата на окисление не постоянен. Здесь принят практически выведенный  коэффициент 0,071.


Из общего количества раствора перманганата,   израсходованного при определении, вычитают прибавленную щавелевую кислоту. Полученную разность умножают на 0,071 и получают содержание калия в мг в 1мл солянокислой вытяжки.

Тетрафенилборатный метод. Калий может быть также определен тетрафенилборатным методом. Ионы калия осаждаются тетрафенилборатом натрия  в виде тетрафенилбората калия, который затем отфильтровывают, растворяют в ацетоне и определяют титрованием нитратом серебра.

K[B(C6H5)4] + AgNO3 = Ag[B(C6H5)4]( + KNO3

При наличии необходимого оборудования калий может быть определен методами атомно-абсорбционной спектрокопии  и ионообменной хроматографии. 

Хлор (от лат. chlorum – Cl). Хлор – жизненноважный элемент, участвующий в образовании желудочного сока, формировании плазмы, активизирует ряд ферментов. Легко всасывается. Интересна способность хлора отлагаться в коже, задерживаться в организме при избыточном поступлении, выделяться с потом в значительных количествах.


Нарушения в обмене хлора ведут к развитию отеков, недостаточной секреции желудочного сока.  Резкое уменьшение содержания хлора в организме может привести к тяжелому состоянию, вплоть до смертельного исхода. Повышение его концентрации в крови наступает при обезвоживании организма, а также при нарушении выделительной функции почек.

Естественное содержание хлора в пищевых продуктах колеблется в пределах 2–160 мг%. Потребность – около 5 г/сут. Безвредная доза до 5–7 г. Основное его количество человек получает с поваренной солью.

 Из-за невысокого естественного содержания хлора в продуктах, его обычно определяют только в продуктах, в которые добавлена поваренная соль. Также как и при определении натрия, в этих случаях вместо минерализации допускается экстрагирование хлора горячей водой. При необходимости исследовать естественное содержание хлора используются специальные методы мокрой и сухой минерализации с последующим осаждением хлора нитратом серебра (весовым или титриметрическим методом).

Сера (от лат. sulfur – S). Значение этого элемента в питании определяется в первую очередь тем, что она входит в состав белков в виде серусодержащих аминокислот (метионина, цистеина, цистина), а также в состав некоторых гормонов и витаминов. Как компонент серосодержащих аминокислот сера участвует в процессах белкового обмена, причем потребность в ней резко возрастает в период беременности и роста организма, сопровождающихся активным включением белков в образующиеся ткани, а также при воспалительных процессах. Серосодержащие аминокислоты, особенно в сочетании с витаминами С и Е, оказывают выраженное антиоксидантное действие. Наряду с цинком и кремнием сера определяет функциональное состояние волос и кожи.

Содержание серы обычно пропорционально содержанию белков в пищевых продуктах, поэтому ее больше в продуктах животного происхождения, чем растительного. Потребность человека в сере (около 1 г/сут, есть данные 400–600 мг) удовлетворяется обычным суточным рационом.


Определение так называемой общей серы в пищевых продуктах проводится очень редко (за исключением тех случаев, когда соединения серы вводятся в продукт специально). Это объясняется тем, что сера в значительной мере связана с белком и в определенной степени характеризует его содержание. Для многих продуктов соотношение белок: сера настолько постоянно, что по содержанию серы можно судить о количестве белка, и наоборот. 

2.7.2. Микроэлементы

Общая характеристика. Важнейшими микроэлементами, определение которых в продуктах питания проводится наиболее часто, являются железо, цинк, йод и фтор. Вместе с тем проводятся довольно широкие исследования по определению содержания в пищевых продуктах меди, никеля, хрома, марганца, молибдена и ряда других микроэлементов, которые позволили бы более точно установить их роль в питании человека.


 Большой успех в изучении микроэлементов в пищевых продуктах связан с успехами инструментальных методов анализа, в том числе эмиссионной спектроскопии, атомной абсорбции, полярографии. Сначала большие надежды возлагались на методы эмиссионной спектроскопии, позволявшей из одной пробы проводить анализ большого числа элементов. Однако вскоре выяснилось, что на количественное определение сильно влияет присутствие многих элементов в пробе («матричный эффект»). Для устранения этого эффекта рекомендуется готовить эталоны («основы») очень сложного состава, который сильно варьирует в зависимости от вида продукта. При этом правильность приготовления эталонов рекомендуется проводить двумя независимыми методами (химическими, атомно-абсорбционными и др.) Это сильно усложнило анализ, а без учета «матричного эффекта» метод эмиссионной спектроскопии для многих элементов дает ряд серьезных погрешностей.


В последние годы для определения микроэлементов все больше используются методы атомной абсорбции. Приборы, обладающие коррекцией фона и так называемой «зеемановской коррекцией» позволяют определять в пищевых продуктах до 20 элементов. 


Для определения таких микроэлементов, как медь, цинк, свинец и кадмий, в пищевых продуктах успешно используется переменнотоковая полярография. В качестве примера  можно привести последовательность действий при определении меди, олова и свинца в консервах полярографическим методом:

1. Навеску исследуемого продукта, помещенную в фарфоровую чашку, высушивают в сушильном шкафу и озоляют серной кислотой в муфеле при 450–500ºС;

2. Золу обрабатывают концентрированной HCl выпаривая на водяной бане; разбавляют водой и добавляют 25% аммиак, доводят до метки, фильтруют. В этом растворе определяют содержание меди.

3. Оставшийся на фильтре осадок содержит гидраты окисей свинца и олова. Осадок растворяют в соляной кислоте (1:1). После растворения осадка к раствору добавляют виннокаменную кислоту, сернистокислый натрий и нагревают на водяной бане до удаления запаха сернистого ангидрида. Раствор охлаждают и нейтрализуют концентрированным аммиаком, разбавляют, фильтруют. Раствор используют для определения свинца, а осадок на фильтре – для определения олова.

4. Осадок, содержащий олово, растворяют в разбавленной HCl и используют для определения олова. 

Содержание указанных элементов определяют по методу добавок (два определения: исследуемый раствор и исследуемый раствор с добавкой данного металла). При анализе для каждого элемента создаются специфические условия полярографирования (чувствительность гальванометра, скорость истечения ртути, напряжение, фон). По высотам волн на полученных полярограммах вычисляют содержание каждого металла.


Хотя методы ААС, АЭС постепенно вытесняют колориметрические, все же еще остается немало микроэлементов, для которых колориметрические методы более чувствительны. Это – мышьяк, селен, фтор, алюминий. Молибден, кобальт и олово (в консервах) могут определяться как атомной абсорбцией, так и колориметрическими методами. Для йода наиболее подходящими методами являются объемные. Сложной задачей в анализе микроэлементов является подготовка пробы (минерализация) пищевых продуктов и методы количественной характеристики анализируемых элементов.  Хотя сухая минерализация более удобна, так как не загрязняет исследуемый раствор следами микроэлементов, содержащимися в кислотах при мокром озолении, в присутствии хлоридов, как уже отмечалось, наблюдается потеря микроэлементов (Al, Cr, Zn, Fe).

Железо (от лат. ferrum – Fe). Железо – жизненно важный элемент. Оно задействовано в процессах кроветворения, участвует в образовании гемоглобина. Железо также входит в состав ферментов пероксидазы и каталазы, является неотъемлемой составной частью цитохромной системы организма, участвует в процессе тканевого дыхания. Железо присутствует в организме человека в количестве 4–5 г. Усвоению железа препятствует щавелевая кислота и фитин. Для усвоения железа необходим витамин В12; способствует усвоению железа также и аскорбиновая кислота, восстанавливающая железо до ионов Fe2+, в виде которых оно и всасывается.

Недостаток железа может привести к развитию тяжелого заболевания – железодефицитной анемии, нарушению клеточного дыхания. Потребность – 14 мг/сут, с избытком удовлетворяется обычным рационом. Однако при использовании в питании хлеба из муки тонкого помола, содержащего немного железа, у городских жителей весьма часто наблюдается дефицит железа. При этом следует учесть, что зерновые продукты богатые фитином и фосфатами, образуют с железом трудно растворимые соли и снижают его усвояемость организмом. Из зерновых продуктов усваивается человеком всего 5–10% железа, тогда как из мясных до 30% этого элемента. Другими словами, люди, страдающие железодефицитной анемией, должны потреблять больше мяса. Чай снижает усвояемость железа в результате связывания его с дубильными веществами в трудно расщепляемый комплекс. 

Хотя железо является жизненно важным элементом, его избыток в питании нежелателен и поэтому в ряде продуктов содержание железа лимитируется. Осведомленность населения о железодефицитной анемии привела к популярности и широкому использованию препаратов и пищевых добавок, содержащих железо. Однако следует помнить, что избыточный прием таких железосодержащих веществ может вызвать тяжелую интоксикацию, особенно у детей (гемохроматоз). При гемохроматозе нарушаются механизмы, ограничивающие всасывание железа. В результате железо распределяется и накапливается во всех органах, особенно в печени и поджелудочной железе. В связи с этим возникают нарушения в работе печени (цирроз), развивается сахарный диабет, сердечная недостаточность и другие столь же неприятные болезни. Железо становится опасным при потреблении его более 200 мг в день.

Содержание железа в пищевых продуктах колеблется в пределах 70–4000 мкг%. Так содержание железа в мясе составляет 2–3 мг%, в молоке – 67 мкг%, в ржаном хлебе – 3,9 мг%, в яблоках – 2,2 мг%. Особенно много железа в почках, печени (2000 мг%) и бобовых (6000–20000 мкг%), яичном желтке, овощах, ягодах. Лучше всего железо усваивается из мяса.

Железо окисляет пищевые продукты гораздо сильнее, чем медь, и его избыток в продуктах портит их внешний вид и вкус. В связи с высокой окислительной способностью железа его содержание, как и меди, в продуктах нормируют на более низком уровне, чем это необходимо по токсикологическим свойствам. 


Фотометрический метод с орто-фенантролином. Для определения железа рекомендуется использовать весьма чувствительный и избирательный фотометрический метод с орто-фенантролином (гостирован в Республике Беларусь). Поскольку с этим реактивом реагируют только ионы двухвалентного железа, то трехвалентное железо предварительно переводят в двухвалентное добавкой восстановителя (аскорбиновой кислоты, гидрохинона, сернистой кислоты). Реакция протекает при рН 2–9, лучше при рН 4–6. Для создания необходимого рН используют ацетат натрия. Для подготовки пробы используют как сухое, так и мокрое озоление. В связи с тем, что некоторые соединения железа, например, хлориды, летучи, при озолении их переводят в менее летучие нитраты. Для приготовления стандартного раствора железа используют соль Мора (NH4)2Fe(SO4)2·6H2O и серную кислоту. Для построения градуировочного графика готовят серию стандартных растворов (8 растворов) с концентрацией от 100 до 1600 мкг/л. В мерные колбы, содержащие необходимое количество стандартного раствора соли Мора, добавляют солянокислый или сернокислый раствор гидроксиламина. Доводят рН до 4–6 добавляя ацетат натрия. Затем в колбы вносят 0,25%-ный раствор орто-фенантролина (одинаковые объемы) и доводят до метки дистиллированной водой. Перемешивают и фотометрируют при 508 нм (( = 1,1(104). В качестве раствора сравнения используют все компоненты, исключая раствор железа.
	о-Фенантролин (1,10) – органическое основание. Используют раствор о-фенантролина в 0,1Н  соляной кислоте. о-Фенантролин быстро образует с ионами железа (2+) в широкой области рН оранжево-красный или розовый катионный комплекс (1:1).
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Арбитражным методом определения железа в пищевых продуктах является метод атомно-абсорбционной спектроскопии.

Медь (от лат. cuprum – Cu). Медь – необходимый в метаболизме элемент. В определенных количествах необходима для нормального функционирования человека и животных. В организм медь очень часто попадает через сточные воды химических и фармацевтических производств. Например, при производстве витамина В2 в сточных водах содержится 65 мг/л меди. Правда, сейчас учеными Института органической химии им. Н.Д.Зелинского РАН разработан метод очистки стоков, снижающий содержание в них меди с 65 до 0,15 мг/л. Медь необходима для поддержания иммунитета, для нормальной работы поджелудочной железы, для развития и роста, выработки половых гормонов, нормального функционирования предстательной железы. Кроме того, медь участвует в образовании эритроцитов, формировании скелета, центральной нервной системы и соединительной ткани. Клиническая практика показала, что в ряде случаев возникновение анемии у человека было связано с недостатком меди в продуктах питания. Медь также необходима для обеспечения эластичности сосудов, суставов, для нормального функционирования щитовидной железы, нервной системы. Недостаток меди в организме может приводить к нарушениям сердечного ритма.

Суточная потребность взрослого человека в меди, по данным ВОЗ, определяется в 2–5 мг или 30 мкг/кг массы тела. Лишь небольшая часть меди в организме человека находится в виде свободных ионов, основная же часть связана в виде комплексных соединений с белками. Основным белком, содержащим медь, является церулоплазмин. Медь входит в состав ряда важных ферментов, принимающих участие в окислительно-восстановительных реакциях, – цитохромоксидазы, аминооксидазы и др.


Недостаточность меди в организме наблюдается  редко. Избыток ведет к раздражению и изъязвлению слизистых, поражению капилляров, печени и почек, раздражению центральной нервной системы. Суточная потребность около 2 мг. Источником меди для организма являются: говяжья и телячья печень, яичный желток, зеленые овощи, картофель, яблоки, горох, бобы, чернослив, креветки, рыба и морепродукты.

Избыточное поступление меди в организм сопровождается токсичным эффектом. При попадании в организм с пищей, содержащей более 50 мкг/кг, наблюдаются характерные признаки отравления – металлический вкус во рту, неукротимая рвота, боли в животе. При поступлении в меньших количествах медь накапливается в печени, что вызывает физиологические расстройства в организме – тошноту, рвоту, желудочную боль. Зарегистрированы смертельные случаи отравления после поступления солей меди через желудочно-кишечный тракт в дозе 1–2 г. Доза 10 г – абсолютно смертельная для человека. ВОЗ установила допустимую суточную  дозу меди  0,5 мг на килограмм веса. 

Некоторые соединения меди играют роль катализаторов окислительных процессов в пищевых продуктах. Кроме того, ряд соединений меди разрушают витамины С и А, ухудшают органолептические показатели, способствуют образованию токсичных продуктов окисления липидов. Вследствие отмеченных свойств допустимые нормы содержания меди в продуктах устанавливают часто ниже норм, определенных по токсикологическим показателям. 


Полярографический метод. В Республике Беларусь  за определение меди отвечает ГОСТ 26391, согласно которому медь определяется полярографическим методом.


Пробоподготовку осуществляют методом сухой минерализации с добавлением азотной кислоты. Полученный раствор полярографируют в режиме переменного тока с ртутным капельным электродом (полярограмму записывают при напряжении от –0,1 до –0,5 В; массовую долю вычисляют по высоте пиков).  Метод используют при анализе мяса, мясопродуктов, яиц, желатина, мясных, плодоовощных консервов, кондитерских изделий, напитков и др.  В каждом конкретном случае используются различные фоновые электролиты (ортофосфорная кислота в смеси с хлорной; соляная кислота; аммиачный буфер и более сложные смеси). Стандартные растворы готовят  из сернокислой меди.

Колориметрический метод с диэтилдитиокарбаматом натрия. Медь также можно определить колориметрическим методом с диэтилдитиокарбаматом натрия. Стадии определения: сухая минерализации пробы; растворение золы в соляной кислоте; проведение реакции с реактивом; двукратная экстракция комплексного соединения хлороформом или четыреххлористым углеродом;  измерение интенсивности окраски комплексного соединения меди с диэтилдитиокарбаматом  натрия, имеющего желтую окраску (оптическую плотность измеряют при 440 нм). Концентрацию определяют по градуировочному графику.

Арбитражным методом определения меди является ААС  (пламя – ацетилен-воздух). Резонансная линия  меди 324,7 нм. 

Цинк (от лат. zincum – Zn). Цинк – элемент, необходимый организму человека. Потребность в цинке в десять раз больше, чем в меди. Доказано, что цинк является компонентом почти 80 ферментов. К таким ферментам относятся полимеры нуклеиновых кислот, лакта-, алкоголь- и ретинолдегидрогеназы, а также фосфатаза, протеазы и другие. Дефицит цинка проявляется в различных симптомах, связанных с нарушением функций названных ферментов. Цинк входит в состав гормона инсулина, участвующего в углеводном обмене, и многих важных ферментов; участвует в синтезе белка и метаболизме нуклеиновых кислот.  Цинк, наряду с марганцем,  является специфическим микроэлементом, влияющим на состояние половой функции, а именно на активность некоторых половых гормонов. Недостаточность цинка у детей задерживает рост и половое развитие. Цинк вместе с серой участвует в процессах роста и обновления кожи и волос. Наряду с марганцем и медью цинк в значительной мере обеспечивает восприятие вкусовых и обонятельных ощущений. Цинк необходим для трансформации ретинола  в ретиналь, который участвует в образовании зрительного пигмента сетчатки. Таким образом, так называемая «куриная слепота» может развиться не только в отсутствии витамина А, но и цинка. Цинк важен для процессов пищеварения и усвоения питательных веществ, кроме того он регулирует функции нервной системы.

Дефицит цинка приводит к эмоциональным расстройствам; выпадению волос; нарушению ночного зрения и фотофобии; энтеропатическому дерматиту, особенно характерному для отдельных национальных групп, использующих в качестве основной пищи бездрожжевой хлеб. В таком хлебе в очень большом количестве обнаруживаются соли фитиновой кислоты, которые обычно разрушаются дрожжевой фитазой. Следствием недостатка цинка в питании является также замедленный рост детей и подростков и трудное заживление ран.

Содержание цинка в пищевых продуктах колеблется в пределах 150–25000 мкг%. В печени, мясе и бобовых содержание цинка составляет 3100–5000 мкг%). Суточная потребность  в цинке – 8–22 мг (ВОЗ предложена доза 22 мг), в зависимости от возраста. При этом усваивается около 10% потребляемого количества. Потребность  в цинке вполне удовлетворяется обычным рационом.  

Различие между необходимым количеством потребляемого с пищей цинка и его токсичным уровнем достаточно велико. По данным ВОЗ, критический сверхдопустимый предел поступления цинка в организм человека составляет 200 мг в сутки. Цинк плохо всасывается и оказывает в основном местное раздражающее действие на слизистую желудка. Симптомы отравления появляются очень быстро (от нескольких минут до 2–3 часов) после поступления цинка и проявляются в виде тошноты, рвоты, расстройства желудка. Дети более чувствительны к отравлению цинком, чем взрослые.
Определение цинка возможно комплексонометрически и весовым методом. Для определения цинка в малых концентрация используют экстракционно-фотометрический метод с дитизоном.  Для пробоподготовки может быть использовано мокрое озоление. На исследуемый раствор действуют раствором дитизона в хлороформе. Образующийся комплекс  красного цвета экстрагируется в хлороформ. Оптическую плотность раствора измеряют при 535 нм (( = 9,4(103). Концентрацию цинка находят по градуировочному графику.
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Помимо упомянутых методов, для определения цинка могут быть использованы методы полярографический, ААС и АЭС. 
Йод (от лат. jodum – I). Йод  входит в состав растительных и животных организмов в больших или меньших количествах. Поступает с пищей, водой и воздухом. Около моря суточная потребность в йоде (100–150 мкг) частично может удовлетворяться за счет йода, содержащегося в воздухе. Всасываясь, йод оказывает влияние на общий обмен веществ, усиливая окислительные процессы, и особенно на функцию щитовидной железы. Йод является составной частью основного гормона щитовидной железы – тироксина. При недостатке йода у населения, живущего в районах, где содержание его в почве, воде, воздухе, а следовательно, в продуктах питания снижено, уменьшается образование тироксина, вследствие чего нарушаются нормальные процессы обмена веществ. При этом нередко развивается эндемический зоб («зобная болезнь»), который проявляется местными (увеличение щитовидной железы) и общими изменениями в организме. Из общих изменений иногда происходит повышение функции щитовидной железы, избыточное выделение гормонов, что может привести к так называемой «базедовой болезни». При этом наблюдается образование диффузного зоба, пучеглазие, расстройство сердечной деятельности, похудание, повышение нервно-психической возбудимости. Но чаще отмечается понижение активности железы, которое также сопровождается нарушением обмена веществ и приводит к торможению роста, умственного развития, снижению психической активности. При повышенной функции щитовидной железы введение малых доз йода оказывает благотворное действие на организм. Для предупреждения недостаточности йода в местностях с распространением у населения эндемического зоба еще древние китайцы, египтяне, индейцы использовали в пищу морские водоросли, богатые йодом. В настоящее время широко используются различные йодные препараты, в том числе рекомендуется замена обычной поваренной соли на йодированную. Из группы галогенов йод обладает наибольшей антимикробной активностью и широко применяется в виде 2%-й спиртовой настойки для дезинфекции и прижигания ран, ушибов и других повреждений. Однако при неосторожном обращении может произойти отравление парами йода или отравление при приеме внутрь. Йод кроме того усиливает процессы диссимиляции и влияет на липидный и белковый обмен. (Препараты йода уменьшают содержание холестерина в крови.)

 Потребность в йоде составляет 100–150 мкг/сут. Содержание йода в продуктах невелико – 4–15 мкг%. Наиболее богаты йодом морские продукты. В морской рыбе содержание йода –  50мкг%, в печени трески до 800 мкг%, в морской капусте в зависимости от вида и сроков сбора 50–70000 мкг%. Следует учитывать, что при длительном хранении и тепловой обработке пищи значительная часть йода (20–60%) теряется. 

Содержание йода в наземных растительных и животных продуктах  сильно зависит от  его количества в почве. В районах с низким содержанием йода в почве, содержание его в продуктах может быть в 10–100 раз меньше среднего. Поэтому в соль добавляют йодид калия (25 мг на 1 кг соли). Срок хранения такой соли – не более 6 месяцев, т.к. при хранении йод улетучивается.

Как уже упоминалось выше, определяют йод в продуктах питания объемным методом.

Определение йода по Драгомировой.  Принцип метода состоит в том, что навеску продукта смешивают с поташом (K2CO3) и смесь подвергают сухому озолению. В золе йод присутствует в виде йодида.  Его экстрагируют и окисляют бромной водой в йодат. Последний в кислой среде реагирует с добавленным йодистым калием с выделением свободного йода. Свободный йод оттитровывают тиосульфатом натрия в присутствии крахмала в качестве индикатора.
KI + 3Br2
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KIO3 + 6КBr (избыток брома удаляют нагреванием).
После охлаждения раствора, содержащего йодат-ионы,  его подкисляют серной кислотой и вносят кристаллик йодида калия:

KIO3 + 5KI + 3H2SO4 = 3K2SO4 + 3H2O + 3I2.

Образовавшийся йод титруют раствором тиосульфата натрия.

I2 + 2Na2S2O3 = 2NaI + Na2S4O6  (индикатор – крахмал).

Фтор (от лат. fluorum – F). Фтор – необходимый организму элемент, при недостатке которого развивается кариес. Избыток также оказывает негативное влияние, т.к. соли фтора, накапливаясь в костях, вызывают изменение цвета (крапчатость) и формы зубов, остеохондроз, а вслед за этим огрубление суставов и их неподвижность, костные наросты.  В высоких дозах фтор может вызывать нарушение углеводного, липидного, белкового обмена, а также метаболизма витаминов, ферментов и минеральых солей. 

Поступление фтора может колебаться в широких пределах, в зависимости от региона и содержания его в питьевой воде. Организм защищается от потенциально токсичных количеств фторидов путем увеличения его вывода с мочой и отложения в костях. Избыток фтора в костях может с возрастом приводить к их кальцификации и к другим нежелательным склеротическим изменениям. Избыток фтора в питьевой воде приводит к такому заболеванию, как эндемический флюороз, при котором поражаются печень, почки и центральная нервная система. А такая распространенная болезнь, как кариес, является следствием концентрации фтора в воде ниже оптимальной. Механизм действия фтора на организм обусловлен образованием его комплексных соединений с кальцием, магнием и другими элементами – активаторами ферментных систем. Угнетающее действие фтора на ферменты приводит к тому, что он может быть «конкурентом номер один» в синтезе гормонов щитовидной железы и, следовательно, влиять на ее функцию. 

В результате исследований о влиянии фтора при комплексном поступлении в организм получено, что безопасное комплексное суточное поступление фтора в организм человека составляет около 4 мг/сут. Установленная потребность организма во фторе в разных странах отличается. В литературе приводятся цифры от 0,2 до 3 мг/сут. Следует отметить, что 1/3 фтора человек получает с пищей и 2/3 с водой, причем фтор из воды всасывается почти полностью. Однако разница между полезной и вредной дозами фтора так мала, многие исследователи выступают против фторирования воды, которую можно видеть на прилавках магазинов.

В пищевых продуктах фтора содержится мало. Исключение составляют следующие продукты: морская рыба – 700 мг% и чай – до 76000 (при заваривании чая 2/3 фтора переходит в раствор, в результате в чашке чая может содержаться 0,1–0,2 мг фтора). Иногда фтор в значительных количествах может накапливаться в продуктах растительного происхождения, поэтому так необходим контроль за продуктами. 

Фтор определяют потенциометрическим методом с использованием фтор-селективного электрода на основе LaF3.

Селен (от лат. selenium – Se). Селен – ранее считался токсичным и канцерогенным. В настоящее время установлено, что селен необходим для функционирования сердечно-сосудистой системы, щитовидной железы (дефицит селена может усугублять проявления йодной недостаточности). Селен и витамин Е, кроме того, проявляют синергизм в антиоксидантной активности и противораковой активности.

Содержание селена в овощах и фруктах невысокое, в отличие от зерна, зерновых, мясных и морских продуктов, в которых содержание селены много выше 0,2 мг/кг. Следует отметить, что химический состав почвы влияет на содержание селена в зерне и оно может составлять от 0,04 до 21 мг/кг). 

Более подробно селен будет рассмотрен в п. «Токсичные элементы».

Кобальт (от лат. cobaltum – Co). Кобальт – стимулятор кроветворения, способствует усвоению железа и стимулирует процессы преобразования железа в организме (синтез гемоглобина). Считается, что человек нуждается в кобальте только в виде цианокобаламина (В12), в молекуле которого атом кобальта является центральным.


Суточная потребность в кобальте составляет 60 мкг на 1 кг массы тела. В некоторых странах применяли соединения кобальта в качестве пищевой добавки к пиву для стабилизации пены. Выяснилось, что эта добавка является причиной сердечно-сосудистых заболеваний потребителей пива и поэтому в настоящее время от использования соединений кобальта в виде пищевой добавки отказались.


Другие микроэлементы. Что касается других микроэлементов, таких как никель (от лат. niccolum – Ni), хром (от лат. chromium – Cr), марганец (от лат. manganum – Mn), молибден (от лат. molybdaenum – Mo), ванадий (от лат. vanadium – V), бор (от лат. borum – B) и др., то потребность в них организма человека окончательно не установлена. Возможно, она очень низка и полностью удовлетворяется обычным рационом. Во всяком случае, пока  не обнаружено неблагоприятных явлений, связанных с недостатком этих элементов. С другой стороны, избыток меди, селена, молибдена, бора, никеля, кобальта, алюминия (от лат. aluminium – Al), хрома, олова (от лат. stannum – Sn), который может возникнуть в результате загрязнения продуктов при приготовлении пищи или при выращивании растительных продуктов на почвах, обогащенных этими элементами, может вызвать токсичные явления.  Поэтому во многих странах содержание этих элементов в пищевых продуктах ограничено. Особенно строго лимитируется содержание таких высокотоксичных элементов, как ртуть, кадмий, свинец и мышьяк.


Определение минеральных веществ. Для определения макро- и микроэлементов в продуктах питания чаще всего используются методы ААС и АЭС. Для проведения одновременного многокомпонентного анализа микроэлементов рекомендуется атомно-эмиссионный метод с использованием индуктивно-связанной плазмы. При этом применимы две техники фиксации спектров: полихромный метод наблюдения эмиссионных спектров металлов и металлоидов и метод с программируемым сканирующим спектрометром для последовательного анализа 40–50 элементов. Метод позволяет одновременно определить в одном образце следующие элементы: Al, мышьяк (от лат. arsenicum – As), B, бериллий (от лат. beryllium – Be), Ca, кадмий (от лат. – Cd), Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Ni, P, свинец (от лат. plumbum – Pb), сурьма (от лат. stibium – Sb), Se, титан (от лат. titanium – Ti), V.

В ряде продуктов определяют содержание определенных катионов и анионов. Так, NO2– и NO3– используются в копченых мясных продуктах для сохранения возбуждающей аппетит розоватости. Эти вещества действуют в качестве антиоксидантов и улучшают запах. С другой стороны, нитраты и, особенно, нитриты оказывают негативное воздействие на организм человека (см. раздел «Нитраты, нитриты, нитрозамины») и содержание их в продуктах питания строго регламентировано. 

Фосфаты используются при производстве колбас для улучшения способности белков к связыванию с водой. Для этих целей (в ограниченных количествах) разрешено использование только дифосфата. По этой причине, имеется необходимость идентификации и количественной оценки содержания всех возможных фосфатов, присутствующих в колбасах и других мясных продуктах.

Постоянно проводится контроль питьевой и минеральной воды, где определяется целый ряд катионов и анионов. 

Существует специальный реестр для фруктовых соков, в котором приводятся перечни составов со значениями для некоторых анионов (типичное процентное содержание в конкретных соках). Все количества, выходящие за оговоренные диапазоны, указывают на возможные подделки, разбавления или специальные манипуляции.

На содержание фосфатов, сульфатов, хлора, йода в некоторых молочных продуктах (например, в сливочном масле) наложены специфичные ограничения. 

Для экспрессного определения  и разделения ряда ионов весьма эффективны методы ионной хроматографии и капиллярного электрофореза.

Электрофорез. Электрофорез основан на явлении переноса заряженных частиц в электрическом поле, приложенном к изучаемому раствору. Капиллярный электрофорез  осуществляют в заполненных буферным раствором стеклянных или кварцевых капиллярах диной 40–100 см и сечением 50–200 мкм. При напряженности электрического поля 200–500 В/см разделение достигается за 2–15 мин.

Производимые в настоящее время системы для капиллярного электрофореза также позволяют быстро и эффективно определять, например хлорид, сульфат, нитрат, фторид и фосфат ионы.

Выпускается оборудование для выскоэффективной жидкостной хроматографии и наборы реактивов для анализа ионов, с помощью которых возможны  автоматические идентификация и количественный анализ следующих ионов: хлорид, фторид, бромид, йод  нитрит, нитрат, сульфаты, фосфаты, тиосульфат, роданид, перхлорат, молибдат, селенат, карбонат, хлорат, азид.

Завершая рассмотрение минеральных веществ, следует отметить, что минеральный состав продуктов заметно меняется  в процессах технологической обработки, как правило, снижается содержание минеральных веществ:

· при получении муки и крупы после обработки зерна (удаление оболочек);

· очистка овощей и картофеля (теряется 10–30% минеральных веществ);

· варка, тушение овощей – потеря еще 5–30%;

· мясо, рыба, птица  в основном теряют  такие макроэлементы, как кальций и фосфор, при отделении мякоти от костей;

· тепловая кулинарная обработка мяса (варка, тушение, жарение) – теряется 5–50% минеральных веществ; если варить с костями, то возможно увеличение содержания кальция на 20%.

· некачественное оборудование может быть причиной перехода в продукт микроэлементов. (При изготовлении хлеба  при тестоприготовлении в результате контакта теста с оборудованием содержание железа может увеличиться на 30%). Могут также переходить и токсичные элементы.

· хранение консервов в жестяных банках, с некачественно выполненным припоем, или при нарушении защитного слоя (могут переходить свинец, кадмий, олово).

Контрольные вопросы:
1. Какие химические элементы относят к макро- и микроэлементам?

2. По какому признаку микроэлемент относят к жизненно необходимым?

3. Какие функции выполняют минеральные вещества в организме человека?

4. Какие химические элементы относят к наиболее дефицитным минеральным веществам в питании современного человека, а какие к  избыточным?
5. Какова роль кальция и железа в организме человека и какие продукты богаты этими элементами?

6. Как различные виды кулинарной и технологической обработки пищевых продуктов влияют на их минеральный состав?

7. Какие методы используются для определения макро- и микроэлементов?

Глава 3.

БЕЗОПАСНОСТЬ ПРОДУКТОВ ПИТАНИЯ

В настоящее время проблема безопасности продуктов питания носит глобальный характер. Интенсификация сельскохозяйственного производства, увеличение автотранспорта, ухудшение экологической обстановки, Чернобыльская катастрофа приводят к увеличению контаминации  в продуктов питания чужеродными и вредными для организма человека химическими соединениями. Наличие в пищевых продуктах загрязняющих веществ, не обладающих пищевой и биологической ценностью или токсичных, угрожает здоровью человека. Естественно, что эта проблема, касающаяся как традиционных, так и новых продуктов питания, стала особенно острой в настоящее время. Понятие «чужеродное вещество» стало центром, вокруг которого до сих пор разгораются дискуссии. Всемирная организация здравоохранения и другие международные организации вот уже около 40 лет усиленно занимаются этими проблемами, а органы здравоохранения многих государств пытаются их контролировать и внедрять сертификацию пищевых продуктов.

Загрязняющие вещества могут попадать в пищу случайно в виде контаминантов-загрязнителей, а иногда их вводят специально в виде пищевых добавок, когда это, якобы, связано с технологической необходимостью. В пище загрязняющие вещества могут в определенных условиях стать причиной пищевой интоксикации, которая представляет собой опасность для здоровья человека. При этом общая токсикологическая ситуация еще больше осложняется частым приемом других, не относящихся к пищевым продуктам, веществ, например, лекарств; попаданием в организм чужеродных веществ в виде побочных продуктов производственной и других видов деятельности человека через воздух, воду, потребляемые продукты и медикаменты. 

В настоящее время экологические проблемы все увеличиваются. Все больше и больше людей реагируют на загазованность городов выхлопными газами автомобилей – увеличивается количество населения с аллергическими заболеваниями, расстройством верхних дыхательных путей, желудочно-кишечного тракта. Накопление загрязняющих веществ в печени приводит к эпидемии гепатита. Увеличивается число больных раковыми заболеваниями, вызванными воздействием вредных факторов окружающей среды.

Химические вещества, которые попадают в продукты питания из окружающей нас среды, создают проблемы, решение которых является насущной необходимостью. В результате этого нужно оценить биологическое значение угрозы этих веществ здоровью человека и раскрыть ее связь с патологическими явлениями в организме человека. Значение проблемы безопасности продуктов питания постоянно возрастает, так как именно обеспечение безопасности продовольственного сырья и продуктов питания является одним из основных факторов, определяющих здоровье людей и сохранение генофонда.

Под безопасностью продуктов питания понимают отсутствие опасности для здоровья человека при их употреблении, как с точки зрения острого негативного воздействия (пищевые отравления и  пищевые инфекции), так и с точки зрения опасности отдаленных последствий (канцерогенное, мутагенное и тератогенное действие), т.е. безопасными можно считать продукты питания, не оказывающие вредного, неблагоприятного воздействия на здоровье настоящего и будущего поколений.

В условиях возрастающего загрязнения продуктов питания чужеродными веществами на первый план необходимо выносить вопросы правильного питания, чтобы в организм человека поступали все необходимые компоненты для нормального его функционирования. Ведь в здоровом организме многие загрязняющие вещества не вызывают нарушений биохимических процессов. Для нейтрализации воздействия загрязняющих веществ на организм человека необходимо разрабатывать специальные диеты с учетом вида основных загрязнений.

Таким образом, для населения необходимо разрабатывать рецептуры пищевых продуктов и рационов с учетом загрязненности того или иного города, а также с целью нейтрализации загрязняющих веществ, применяемых для увеличения сроков хранения продуктов питания. Только в этом случае возможно в какой-то мере компенсировать вредное воздействие окружающей среды на организм. 

Классификация загрязняющих веществ пищевых продуктов. В литературе встречаются различные виды классификаций загрязняющих веществ пищевых продуктов. Рассмотрим некоторые из них.
В законе о пищевых продуктах в ГДР еще в 1962 г. были определены следующие понятия.

Чужеродными веществами называют такие вещества, которые по своим свойствам и количеству, а также по своей природе или вследствие способов физической обработки продуктов не свойственны этим продуктам, но употребляются вместе с ними в качестве их составной части во время еды, питья, в процессе курения или нюхания.

Загрязняющими соединениями называют вещества, оказывающие токсикологическое или биологическое воздействие на организм человека. 

Чужеродные вещества, по данным Л. Росивал, Р. Энгст и А. Соколой, классифицируют на специально добавленные и случайно содержащиеся в продуктах питания. 

Специально добавленные вещества. Они являются составными частями пищевых продуктов и предназначены для употребления. К важнейшим веществам из этой группы относятся вещества с антимикробным действием (химические средства консервирования, антибиотики), пищевые красители, вкусовые ингредиенты и вещества, улучшающие товарный вид и способствующие сохранению пищевых продуктов. 

Случайно содержащиеся в продуктах соединения. Они попадают в продукты в виде загрязнений из сырья, тары или в результате обработки, и присутствие их в пищевых продуктах не является обязательным. К ним относятся остатки вспомогательных материалов, применяемых при получении или переработке пищевых продуктов, но не предназначенных быть их составными частями. В большинстве случаев имеются в виду посторонние примеси химической природы. 

Загрязнения из окружающей среды. К ним относятся радиоактивные и ядовитые отходы промышленности, транспорта и домашнего хозяйства, попадающие через воздух, воду и почву в продукты питания или проникающие в них при хранении. 

Загрязнения компонентами упаковочных материалов – загрязнения от металлической тары (свинец, олово), от пропитанной бумаги или от дерева. Такие загрязнения часто переходят в продукты питания. В последнее время все больше применяются синтетические полимерные материалы, которые выделяют в пищевые продукты непрореагировавшие соединения или исходные компоненты. Кроме того, они иногда придают продуктам не свойственные им вкус и запах. 

Загрязнения микроорганизмами. Эта проблема усугубилась, когда установили, что плесень содержит высокотоксичные соединения (микотоксины). Бактериальные токсины, такие как токсин Cl.botulinum и другие продукты обмена ряда патогенных микроорганизмов, могут представлять собой смертельную опасность для человека. Установлена токсичность условно патогенных микроорганизмов, таких как кишечная палочка, молочнокислый стрептококк. Однако исследования в этой области только начинаются. 

Остатки сельскохозяйственных ядохимикатов (удобрений). Они представляют собой наиболее значительную группу загрязнителей, так как присутствуют почти во всех пищевых продуктах. Пестициды и гербициды, проникающие в продукты в результате мероприятий по защите растений и борьбе с вредителями, или удобрения, поступающие в растения из почвы, подвергаются часто биохимическим превращениям, что затрудняет их обнаружение и осложняет раскрытие механизма их воздействия на организм человека (образование метаболитов из пестицидов, образование нитрозаминов из азотных удобрений). Минеральные вещества, содержащиеся в химических удобрениях, могут существенно влиять на качество продуктов и их питательную ценность, например, вследствие изменения рН среды. Это относится также к запаху и вкусу, которые при обработке ядохимикатами и удобрениями претерпевают нежелательные изменения, например при обработке картофельных клубней техническим гексахлорциклогексаном меняется вкус и запах картофеля. Однако это вовсе не означает, что нужно полностью отказаться от использования химических средств в сельском хозяйстве. 

Загрязнения, связанные с лечением животных. Введение в корм антибиотиков и психофармакологических препаратов приобретает все большее значение в животноводстве. Однако эти препараты могут оказывать действие и на организм человека. Антибиотики, антимикробные вещества и успокаивающие средства, поступая с продуктами питания, воздействуют на микроорганизмы толстого кишечника и способствуют развитию у человека дисбактериоза, а также привыканию патогенных микроорганизмов к этим антибиотикам. 

Прочие загрязнения. Имеется ряд трудно поддающихся классификации химических препаратов, например, моющие средства или другие санитарные препараты, которые попадают в пищу в виде следов. 

Вторичные продукты. Они могут появляться вследствие химических и термических процессов, при облучении и применении биологических методов обработки пищевых продуктов. В результате изменения составных элементов пищи образуются продукты термической деструкции жиров, продукты реакции Майяра, наличие которых в пище нежелательно. 

Однако такая классификация чужеродных веществ не всегда правомерна с точки зрения воздействия на организм человека. Ведь нитриты могут случайно попасть в мясо при кормлении животных нитратными кормами, а могут быть специально добавлены в колбасу для придания ей цвета. Но воздействовать на организм человека они будут одинаково. 

Другая классификация загрязняющих веществ предлагается в зависимости от химической природы соединений и их воздействия на организм человека. Все загрязняющие соединения разбиты на девять групп. 

К первой группе относят радионуклиды, которые могут попасть в пищевые продукты случайно или в результате специальной обработки. Особенно остро встала проблема загрязнения пищевых продуктов после аварии на Чернобыльской атомной станции. 

Ко второй группе относят тяжелые металлы и другие химические элементы, которые в концентрациях выше физиологической потребности вызывают токсическое или канцерогенное воздействие на организм человека. Основную массу загрязняющих тяжелых металлов и соединений составляют: фтор, мышьяк, алюминий, а также хром, кадмий, никель, олово, медь, свинец, цинк, сурьма и ртуть.

К третьей группе относят микотоксины – соединения, накапливающиеся в результате жизнедеятельности плесневых грибов. Как правило, грибы развиваются на поверхности пищевых продуктов, а продукты их метаболизма могут проникать и вовнутрь. На сегодня известно свыше 100 микотоксинов, но наиболее известны - афлатоксины и патулин. 

В четвертую группу включают пестициды и гербициды. Эти соединения используются для защиты растений в сельском хозяйстве и попадают чаще всего в пищевые продукты растительного происхождения. В настоящее время известно более 300 наименований пестицидов и гербицидов. Обычно определяют два – пять наиболее применяемых в данном регионе. 

В пятую группу относят нитраты, нитриты и их производные нитрозамины. Соединения азотной и азотистой кислот в нашем организме не метаболируются, поэтому их поступление приводит к нарушению биохимических процессов в организме в виде токсических и канцерогенных проявлений. 

К шестой группе загрязняющих веществ относят детергенты (моющие средства). При переработке пищевых продуктов используют оборудование из нержавеющей стали. После каждой рабочей смены оборудование (особенно в молочной и консервной промышленности) моют с применением каустической соды или других моющих средств. При плохом ополаскивании оборудования первые порции пищевой продукции будут содержать детергенты. 

В седьмую группу загрязняющих веществ относят антибиотики, антимикробные вещества и успокаивающие средства. Эти соединения, поступая с продуктами питания, воздействуют на микроорганизмы толстого кишечника и способствуют развитию у человека дисбактериоза, а также привыканию патогенных микроорганизмов к этим антибиотикам. 

К восьмой группе относят антиоксиданты и консерванты. Эти вещества используют для продления срока хранения пищевых продуктов, за счет блокирования химических и биохимических процессов. При поступлении в организм человека данные соединения блокируют отдельные биохимические процессы, либо воздействуют на бифидобактерии желудочно-кишечного тракта человека. Это способствует развитию дисбактериоза. 

В девятую группу загрязняющих веществ входят соединения, образующиеся при длительном хранении или в результате высокотемпературной обработки пищевых продуктов. К ним относят продукты химического разрушения сахаров, жиров, аминокислот и продукты реакций между ними. Эти простые и комплексные соединения организм человека не может метаболировать, что приводит к накоплению этих соединений в печени человека, а возможно и к нарушению биохимических процессов в организме. 

Загрязняющие вещества пищевых продуктов можно классифицировать также по характеру действия на организм человека, токсичности и степени опасности. По характеру действия различают вещества, оказывающие общее действие (раздражающее, аллергическое, канцерогенное), и  вещества, действующие на определенные системы и органы (нервную и  кроветворную системы, печень, желудочно-кишечный тракт и т.д.). 

Действие токсичных веществ на организм человека. Воздействие токсичных соединений на организм проявляется различно. Кроме того, оказывается, что количественно характеризовать токсичность веществ достаточно сложно, поскольку судят о ней по результатам воздействия вещества на живой организм, для которого характерна индивидуальная реакция, индивидуальная вариабельность, поскольку в группе испытуемых животных всегда присутствуют более или менее восприимчивые к действию изучаемого токсина индивидумы.
Существуют две основные характеристики токсичности – ЛД50  и ЛД100. ЛД – аббревиатура летальной дозы, т.е. дозы, вызывающей при однократном введении гибель 50 или 100% экспериментальных животных. Дозу обычно определяют в размерности концентрации. Токсичными считают те вещества, для которых ЛД мала.


Величина t0,5 характеризует время полувыведения токсина и продуктов его превращения из организма. Для разных токсинов оно может составлять от нескольких часов до нескольких десятков лет.


Кроме ЛД, времени выведении токсина в токсикологических экспериментах принято еще указывать и время 100 или 50% гибели объектов. Но для этого такие эксперименты должны проводится в течение многих месяцев и лет, а при существующем непродолжительном контроле можно отнести к малотоксичным веществам – высокотоксичные, но проявляющие свое негативное, губительное действие лишь через длительное время.


Кроме того, необходимо учитывать еще ряд факторов. Это индивидуальность различных экспериментальных животных, и различное распределение токсинов в органах и тканях, и биотрансформация токсинов, которая затрудняет их определение в организме.


При хронической интоксикации решающее значение приобретает способность вещества проявлять кумулятивные свойства, т.е. накапливаться в организме и передаваться по пищевым цепям. Необходимо также учитывать комбинированное действие нескольких чужеродных веществ при одновременном или последовательном поступлении в организм и их взаимодействие с макро- и микронутриентами пищевых продуктов (т.к. человек может получать в течение всей жизни вместе с пищей целый комплекс чужеродных веществ либо в виде загрязнителей, либо в виде добавок к пищевым продуктам).


Комбинированный эффект является результатом физических или химических взаимодействий, индукции или ингибирования ферментных систем. Действие одного вещества может быть усилено или ослаблено под влиянием других веществ (антагонизм – эффект воздействия двух или нескольких веществ, при котором одно вещество ослабляет действие другого вещества, например, действие ртути и селена в организме животных и человека;  синергизм – эффект воздействия, превышающий сумму эффектов воздействия каждого фактора, например, комбинированное воздействие хлорсодержащих соединений, фосфорорганических пестицидов, комбинированное воздействие ксенобиотиков и некоторых медикаментов).

Токсическое воздействие. Под острой токсичностью подразумевают вредное действие какого-либо вещества, введенного в определенной дозе однократно или дробно за несколько часов, наступающее в течение 24 часов или за более короткий срок. Для измерения острой токсичности определяются два параметра: верхний параметр токсичности определяет смертельную дозу для подопытных животных, нижний – минимальную действующую дозу. Чем меньше разность между указанными параметрами, тем опаснее вещество и тем меньше должна быть его наивысшая допустимая доза.

Для проявления хронической интоксикации важное значение имеет способность вещества накапливаться (кумуляция вещества) и суммировать свое действие (кумуляция действия). Кумулятивные свойства характерны для многих веществ и зависят от физических и химических факторов.

К этим факторам относятся слабая растворимость в воде, хорошая растворимость в жирах, что препятствует быстрому выведению токсинов из организма. К таким соединениям относятся все хлорорганические соединения, органические соединения цинка и ртути.

Для кумуляции решающее значение имеет химическое сродство соединений. К таким веществам относятся фториды, которые способны накапливаться в костях и вызывать флюороз. Типичными кумулятивными веществами являются соединения мышьяка, токсичность которого объясняется сродством с тиольной группой (-SH). Динитро-о-креозол и родственные ему соединения образуют довольно устойчивые связи с белками, чем объясняются их кумулятивные свойства.

При оценке хронического токсического воздействия необходимым является суммирование эффектов. Сущность его заключается в том, что попавшее в организм вещество разлагается или выводится, однако вызванная им реакция организма, являющаяся причиной вредного эффекта, остается и вызывает в некоторых тканях необратимые изменения, поскольку причина исчезает, но действие не прекращается. Последующий индуцируемый эффект суммируется с предыдущим.

Аллергенное действие. Многие вещества, находящиеся в продуктах питания вызывают аллергию. Аллергическим заболеваниям подвержены главным образом сверхчувствительные люди. Часто аллергическим действием обладают антибиотики.
В связи с хроническим воздействием посторонних веществ на организм человека и возникающей опасностью отдаленных последствий, важнейшее значение приобретают канцерогенное, мутагенное  и тератогенное действия ксенобиотиков.
Канцерогенное действие. В связи с хроническим действием посторонних веществ, все большее значение приобретает проблема возникновения раковых заболеваний, поэтому безопасность продуктов питания в плане возникновения опухолей в результате воздействия различных химических веществ приобретает особое значение. Согласно международным данным, раковые заболевания пищеварительного тракта вызываются преимущественно химическими веществами, попадающими в организм вместе с продуктами питания и водой.

Мутагенное действие. Мутагенным действием называют индукцию качественных и количественных изменений в генетическом аппарате организма.

Различают два основных типа генетических изменений – хромосомные аберрации и генные мутации. Оба типа мутаций могут проявиться как в соматических, так и в зародышевых клетках. 

Мутация в соматических клетках может проявиться в появлении новых отклонившихся от нормы незлокачественных клеток. Если эти клетки функционально менее продуктивны или угрожают целостности органа, то следует учитывать возможность превращения нормальных клеток в злокачественные. В таких случаях отмечается непосредственная связь с канцерогенезом.

Если в организме родителя не возникает летальных мутаций, то генетический эффект может проявиться в последующих поколениях. Такой эффект чаще может наблюдаться там, где большие группы населения находятся в контакте с широко распространенными мутагенными химическими веществами.

Терратогенное действие.  Под терратогенным действием подразумевают аномалии в развитии плода, вызванные структурными, функциональными и биохимическими изменениями в организме матери и плода. Частота терратогенных поражений определенных тканей и органов эмбриона зависит от генотипа. Решающим фактором в реализации терратогенного эффекта в ткани или органе является стадия эмбрионального развития. 

На основе токсикологических критериев (с точки зрения гигиены питания) международными организациями ООН – ВОЗ, ФАО и другими, а также органами здравоохранения отдельных государств приняты следующие базисные (основные) показатели: ПДК, ДСД и ДСП.


Предельно-допустимая концентрация (ПДК). Предельно-допустимая концентрация – предельно-допустимые количества чужеродных веществ в атмосфере, воде, продуктах питания с точки зрения безопасности их для здоровья человека. ПДК в продуктах  питания – установленное законом предельно-допустимое с точки зрения здоровья человека количество вредного (чужеродного вещества). ПДК – это такие концентрации, которые при ежедневном воздействии не могут вызвать заболеваний или отклонений в состоянии здоровья, обнаруживаемых современными методами исследований, в жизни настоящего и последующих поколений. 


ДСД (допустимая суточная доза) – ежедневное поступление вещества, которое не оказывает влияния на здоровье человека в течение всей жизни.


ДСП (допустимое суточное потребление) – величина, рассчитываемая как произведение ДСД на среднюю величину массы тела (60 кг).


Однако, как правило, применение критерия ПДК не обеспечивает необходимую степень безопасности живых организмов.

Недостатки концепции ПДК:

1. ПДК отражает токсичность только для конкретного типа организма и поэтому не является универсальным критерием безопасности вещества (различие в метаболических превращениях веществ-загрязнителей у разных организмов).

2. Реально в продуктах питания может присутствовать сложная смесь исходных веществ и веществ вторичного происхождения, возникающих как продукты исходных реакций. Это приводит к обесцениванию ПДК применительно к одному индивидуальному веществу: очевидно, что содержание каждого из компонентов такой смеси в концентрациях, ниже ПДК не гарантирует ее безопасности.

3. Дороговизна установления одной нормы ПДК. Согласно американским данным, стоимость составляет около миллиона долларов. Российские авторы назвали меньшие оценочные суммы, хотя тоже довольно значительные – от 43 до 200 тыс. руб.

Контрольные вопросы:
1. Что такое безопасность продуктов питания?

2. Какова классификация вредных веществ, поступающих в организм человека с пищей?

3. Каковы источники и пути загрязнения пищевого сырья и продуктов питания?

4. Назовите основные группы веществ, загрязняющих пищевые продукты?

§ 3.1. Бактериальные токсины

Состав и свойства пищи, характеризующие ее качество и безопасность для человека, определяются по органолептическим, физико-химическим, микробиологическим, паразитологическим и радиологическим показателям, содержанию потенциально опасных химических соединений и биологических объектов, а также по показателям пищевой ценности продукции.

В некоторых случаях пищевые продукты в процессе получения, переработки, хранения и реализации, особенно при нарушении санитарных правил, могут загрязняться патогенными микроорганизмами, что приводит к возникновению пищевых отравлений и кишечных инфекций.

Токсикоинфекции – острые, нередко массовые заболевания, возникающие при употреблении пищи, содержащей массивное количество (105–106  и более на 1 г или 1 мл продукта) живых возбудителей и их токсинов, выделенных при размножении и гибели микроорганизмов.

Природные токсины, не уступающие по канцерогенной активности антропогенным ксенобиотикам, из-за своей широкой распространенности и очень высокой степени нагрузки на организм человека представляют огромный риск для здоровья населения планеты. Это касается не только развивающихся стран, но и стран с развитой рыночной экономикой.

При остром воздействии наибольшую опасность представляют бактериальные токсины. С точки зрения хронического воздействия и опасности отдаленных последствий на первое место по степени риска выходят микотоксины. 
Бактериальные токсины загрязняют пищевые продукты и являются причиной острых пищевых интоксикаций. Рассмотрим наиболее часто регистрируемые интоксикации, связанные с поражением пищевых продуктов некоторыми бактериальными токсинами.

Стафилококк. Staphylococcus aureus – грамположительные бактерии, являющиеся причиной стафилококкового отравления (приложение). Стафилококки представляют собой небольшие клетки шаровидной формы, примерно одинаковой величины. Образуют круглые с ровными краями колонии белого, желтого или золотистого цвета. Оптимальная температура роста 37ºС. Стафилококки продуцируют семь энтеротоксинов: A, B, C1, C2, D, E, которые представляют собой полипептиды с молекулярной массой 26360–28500 дальтон. Энтеротоксины S.aureus термостабильны и инактивируются лишь после 2–3 часового кипячения.

Стафилококки устойчивы к действию физических и химических факторов, выдерживают нагревание при 70ºС в течение часа. Термическая обработка пищевых продуктов вызывает гибель стафилококков при условии достаточной ее интенсивности и продолжительности: при температуре 75–80ºС стафилококки отмирают лишь через 20–30 мин, а некоторых случаях требуется прогрев продукта даже при 85ºС. Известно, что стафилококки выдерживают нагревание при 100ºС в течение 35 мин (консервы в масле). Хотя стафилококки не растут при 0ºС, они устойчивы к холоду и выживают длительное время в замороженных средах. Размножение стафилококков задерживается при понижении рН среды до 6,2 или повышении ее до 7,4. Стафилококки устойчивы к высокой концентрации хлористого натрия (до 10% и более). Хорошо переносят высушивание.
Бактерицидным действием по отношению к стафилококкам обладают уксусная, лимонная, фосфорная, молочная кислоты при pH до 4,5. Кроме того, жизнедеятельность бактерий прекращается при концентрации соли (NaCl) – 12%, сахара – 60–70%, вакуумная упаковка также ингибирует рост бактерий. Все это необходимо учитывать в различных технологиях консервирования, как в промышленном масштабе, так и в домашних условиях. Наиболее благоприятной средой для роста и развития стафилококков являются молоко, мясо и продукты их переработки, а также кондитерские кремовые изделия, в которых концентрация сахара составляет менее 50%. В заварном креме энтеротоксин образуется при температуре 30(С через 12 ч, а при 37(С – через 4 ч.

Стафилококки широко распространены в природе, их можно найти на коже человека, в воздухе, почве и других объектах. Отдельные виды патогенны для человека. Г.Гоббс отмечает, что в носоглотке здорового человека когуалозоположительные стафилококки составляют 30–60%, на руках 15–20% от всего количества бактерий. В большом количестве стафилококки содержатся в гнойничках и нарывах и легко передаются человеком. Стафилококки, особенно золотистые, вырабатывают экзотоксин. Некоторые штаммы  образуют энтеротоксин, вызывающий острый гастроэнтерит. По данным Д.Мосселя и других, для образования токсина, вызывающего отравление, требуется минимум 600 тыс. когуалозоположительных стафилококков на 1 г продукта. Некоторые микроорганизмы, например, Proteus vulgaris, Escherichia coli, Pseudomonas, молочнокислые, задерживают рост стафилококков. 

При санитарно-микробиологических исследованиях учитывают только типичные когуалозоположительные штаммы стафилококков.

Сальмонеллы. В 1934 г. по предложению номенклатурной комиссии Международного съезда микробиологов было принято именовать упомянутый род «сальмонелла» (Salmonella). Так была увековечена память микробиолога Сальмона, который первым из исследователей открыл в 1885 г. одного из представителей этого рода бактерий – В.cholerae suis (S.suipestifer). 
Возбудители сальмонеллезов относятся к семейству кишечных бактерий рода сальмонелл. Сальмонеллы – короткие бесспоровые палочки, по способу дыхания – факультативные анаэробы и могут размножаться при ограниченном доступе воздуха. Они хорошо размножаются при комнатной температуре, но наиболее интенсивно при 37(С и рН 7,2–7,4; хорошо растут на обычных питательных средах, образуя кислоту (и обычно газ) из глюкозы, мальтозы, маннита и декстрина (приложение). 

Некоторые виды сальмонелл не погибают при замораживании до –48…–82(С и хорошо переносят высушивание. Сальмонеллы устойчивы к воздействию поваренной соли и сохраняют жизнеспособность в мясном рассоле (29% соли) в течение 4–8 месяцев при температуре 6–12(С. Они выживают в воде и на различных предметах при комнатной температуре до 45–90 дней. Сальмонеллы чувствительны к тепловой обработке. При нагревании до 60(С сальмонеллы выживают в течение часа, при 75(С – 5 мин, при 80(С они погибают мгновенно. Сальмонеллы гибнут под действием света, особенно ультрафиолетовых лучей. Они более чувствительны в облучению, чем стафилококки, и менее чувствительны чем бактерии группы кишечной палочки. 

Сравнительно долго сальмонеллы выживают в пищевых продуктах, причем они не только сохраняют жизнеспособность, но и размножаются, не вызывая изменения органолептических свойств продуктов. В большинстве случаев причина возникновения сальмонеллеза – употребление в пищу различных мясных блюд, приготовленных в основном из мяса крупного рогатого скота, реже из свинины и мяса птиц. Известны случаи передачи сальмонеллезов при употреблении копченой рыбы, в частности сига. Большую опасность представляют изделия, приготовленные из измельченного мяса (фарша), т.к. в процессе измельчения находившиеся в лимфоузлах сальмонеллы распространяются по всей массе фарша, а при неправильном хранении его интенсивно размножаются. Сальмонеллезные токсикоинфекции могут возникать также при употреблении яиц и мяса домашней птицы, особенно водоплавающей. Большое значение как фактор передачи сальмонеллезов имеют молоко и молочные продукты.

При всех формах сальмонеллезной инфекции бактерии проникают в организм человека через рот и могут вызывать клинические или субклинические формы заболевания. Сальмонеллы вызывают три основных типа заболеваний: брюшной тиф, паратифы и энтерит,  однако часто встречаются и смешанные формы инфекции.

Бактерии, попавшие в организм человека с загрязненной пищей или водой, проникают в тонкую кишку, откуда они могут распространяться в брыжеечные лимфатические узлы. Затем бактерии проникают через грудной проток в кровяное русло и диссеминируют во многие внутренние органы, включая кишечник, где размножаются в лимфоидной ткани и экскретируются из организма с фекалиями. Инфицирующая доза для людей составляет обычно более 100000 микроорганизмов. Исключительно характерными изменениями являются гиперплазмия и некроз лимфоидной ткани (например, пейеровых бляшек), гепатит, очаговый некроз в печени и воспалительные поражения желчного пузыря, а иногда и других органов и тканей (например, легких, костей).

Патогенность сальмонелл для организма человека проявляется сочетанным действием живых микробов и токсинов. Попав с мясом и другими пищевыми продуктами в желудочно-кишечный тракт, токсические вещества сенсибилизируют слизистую оболочку кишечника и нарушают его ретикулоэндотелиальный барьер. Это способствует быстрому проникновению сальмонеллезных бактерий в кровь и развитию бактериемии. При разрушении бактерий в организме освобождается эндотоксин, который в значительной мере обусловливает клиническую картину токсикоинфекции. Вспышки и случаи токсикоинфекции характеризуются общностью признаков: внезапностью их появления, массовостью и одновременным заболеванием употреблявших одинаковую пищу людей, территориальной ограниченностью и отсутствием эпидемиологического хвоста, то есть отсутствием выделения больных в последующие дни, хотя последнее возможно. Тем не менее, существует многообразие форм клинического их проявления. Накопленные в медицинской практике данные о пищевых токсикоинфекциях сальмонеллезной этиологии позволяют с известной условностью утверждать, что заболевание может иметь гастроэнтеритическую, тифо- или холероподобную, гриппоподобную, септическую и нозопаразитическую формы клинического проявления, а также субклиническую (латентное бактерионосительство). Инкубационный период в среднем 12–24 ч, но иногда затягивается до 2–3 суток.

Гастроэнтеритическая форма проявляется повышением температуры тела, ознобом, тошнотой, рвотой, жидким стулом, иногда с примесью крови и слизи, болью в животе, повышенной жаждой и головными болями. Особенно тяжело, с явлениями неудержимой рвоты и даже поражением нервной системы, протекает заболевание при попадании с пищевыми продуктами в организм человека S.typhimurium.Тифоподобная форма может начинаться с обычного гастроэнтерита и после кажущегося временного выздоровления через несколько дней проявляется признаками, характерными для обычного брюшного тифа.

Гриппоподобная форма, довольно часто встречающаяся при заболевании людей, характеризуется болями в суставах и мышцах, ринитом, конъюнктивитом, катаром верхних дыхательных путей и возможными расстройствами желудочно-кишечного тракта.

Септическая форма протекает в виде септицемии или септикопиемии. При этой форме наблюдаются обусловленные сальмонеллами местные септические процессы с локализацией очагов во внутренних органах и тканях: эндокардиты, перикардиты, пневмонии, холециститы, остеомиелиты, артриты и абсцессы и т.д.

Нозопаразитическая форма представляет собой вторичное заболевание, наслаивающееся на какой-либо первичный патологический процесс и возникающее в результате эндогенного (из кишечника у бактерионосителей сальмонелл) или экзогенного проникновения сальмонелл в организм, ослабленный первичным заболеванием. Клиническая картина и патогенез этой формы сальмонеллезной токсикоинфекции у человека еще недостаточно изучены.

Смертельность при сальмонеллезных токсикоинфекциях в среднем составляет 1–2%, но в зависимости от тяжести вспышек, возрастного состава людей (заболевание среди детей) и других обстоятельств может доходить до 5%. 

По данным отечественных и зарубежных авторов, ведущая роль в возникновении пищевых сальмонеллезов, как уже говорилось, принадлежит мясу и мясным продуктам. Особенно опасно в этом отношении мясо и субпродукты (печень, почки и др.) от вынужденно убитых животных. Прижизненное обсеменение мышечной ткани и органов сальмонеллами происходит в результате заболевания животных первичными и вторичными сальмонеллезами. К числу опасных пищевых продуктов с точки зрения возникновения пищевых сальмонеллезов относят фарши, студни, зельцы, низкосортные (отдельная, столовая, ливерная, кровяная и др.) колбасы, мясные и печеночные паштеты. При измельчении мяса в фарш нарушается гистологическая структура мышечной ткани, а вытекающий мясной сок способствует рассеиванию сальмонелл по всей массе фарша и их быстрому размножению. То же самое относится и к паштетам. Студни и зельцы содержат много желатина, а низкосортные колбасы – значительное количество соединительной ткани (рН 7,2–7,3). В этих условиях сальмонеллы также развиваются очень быстро. Нередко сальмонеллоносителями являются водоплавающие птицы, а, следовательно, их яйца и мясо могут быть источником пищевых сальмонеллезов. Реже токсикоинфекции возможны при употреблении в пищу молока и молочных продуктов, рыбы, мороженого, кондитерских изделий (кремовых пирожных и тортов), майонезов, салатов и т.д.

Ботулизм. Clostridium botulinum продуцирует токсины, представляющие особую опасность для человека (приложение). Эти микроорганизмы являются облигатными анаэробами с термостабильными спорами. Различают A, B, C, D, E, F, и G виды ботулотоксинов, причем наибольшей токсичностью обладают токсины A и E. Ботулотоксины имеют белковую природу, молекулярная масса порядка 150 кДа. 
Они поражают рыбные, мясные продукты, фруктовые, овощные и грибные консервы при недостаточной тепловой обработке и в условиях резкого снижения содержания кислорода (герметично закупоренные консервы). Кроме того, ботулотоксины характеризуются высокой устойчивостью к действию протеолитических ферментов (пепсин, трипсин), кислот (в частности, к кислому содержимому желудка), низких температур, но инактивируются под влиянием щелочей и высоких температур (80(С – 30 мин; 100(С – 15 мин). Высокая концентрация хлорида натрия не инактивирует ботулинический токсин. Если в пищевом продукте уже накопился токсин, то консервирование продукта – соление, замораживание, маринование  не инактивируют его. Обычно при развитии микробов органолептические свойства продукта заметно не изменяются, иногда лишь ощущается слабый запах прогорклого жира, значительно реже продукт размягчается и изменяется его цвет. В консервах в результате развития микробов и гидролиза белковых и других веществ могут накапливаться газы, вызывающие стойкое вздутие донышка банки (бомбаж).

Ботулизм встречается довольно часто и летальность достигает 7–9%.

К токсинообразующим микроорганизмам, вызывающим пищевые отравления у человека, относятся также Clostridium perfringens – спорообразующие анаэробные грамположительные бактерии, которые продуцируют большое число энтеротоксинов. Споры обычно сохраняются в продуктах и блюдах после их термической обработки (споры термоустойчивых штаммов типа A и F выдерживают кипячение от 1 до 6 ч). При длительном хранении готовой пищи в тепле споры могут прорасти и в течение короткого времени накопиться в огромном количестве. В связи с этим продукты из мяса, молока, рыбы и др., даже хорошо термически обработанные, подлежат быстрой реализации.

Эшерихиоз или кишечная колиинфеция. Эшерихиоз или кишечная колиинфеция – острая кишечная инфекция, вызываемая патогенными (диареегенными) штаммами кишечных палочек, протекающая с симптомами общей интоксикации и поражения желудочно-кишечного тракта (приложение). 
Возбудители принадлежат к виду Escherichia coli, роду Escherichia, семейству Enterobacteriaceae, представляют собой грамотрицательные подвижные и неподвижные палочки. Названы они в честь открывшего их в 1885 г. немецкого ученого Т.Эшериха  E.coli является обычным обитателем кишечника многих млекопитающихся,  поэтому ее часто называют кишечной палочкой. В организме человека E.coli выполняет полезную роль, подавляя рост вредных бактерий и синтезируя некоторые витамины. Однако, существуют разновидности E.coli, способные вызывать у человека острые кишечные заболевания. В настоящее время выделяют более 150 типов патогенных (так называемых «энтеровирулентных») палочек E.coli, объединенных в четыре класса: энтеропатогенные (ЭПЭК), энтеротоксикогенные (ЭТЭК), энтероинвазивные (ЭИЭК), энтерогеморрагические (ЭГЭК).

Патогенные штаммы E.coli (кишечная палочка) являются продуцентами термостабильных токсинов полипептидной природы с молекулярной массой от 4 до 10 кДа и способны вызывать как острые токсикоинфекции, так и являться причиной хронической почечной недостаточности.

Бактерии группы кишечной палочки не устойчивы к высокой температуре: при 60ºС гибель их наступает через 15 мин, при 100ºС – мгновенно. Сохраняемость кишечной палочки при низких температурах и в различных субстратах внешней среды изучена недостаточно. Бактерии хорошо растут на обычных питательных средах, активно ферментируют углеводы. Устойчивы во внешней среде, месяцами сохраняются в почве, воде, испражнениях. По некоторым данным в воде и почве кишечная палочка может сохраняться несколько месяцев. Хорошо переносят высушивание. Обладают способностью к размножению в пищевых продуктах, особенно в молоке. Быстро погибают при кипячении и воздействии дезинфицирующих средств. Обычные дезинфицирующие вещества (фенол, формалин, сулема, едкий натр, креолин, хлорная известь и др.) в общепринятых разведениях быстро убивают кишечную палочку.

Из путей передачи инфекции ведущее место занимает пищевой, особенно молоко и молочные продукты,  мясные продукты. 
Протеи. Бактерии рода Proteus широко распространены в природе и известны как гнилостные бактерии. Протейные бактерии подвижные, бесспоровые, факультативные анаэробы. Оптимальная температура развития их от 20 до 37(С, однако размножение может происходить и при температуре от 6 до 43(С. Эти микроорганизмы могут размножаться при pH 3,5–12; выдерживают нагревание до 65(С в течение 30 мин; устойчивы к высыханию и высокой концентрации хлорида натрия. Органолептические свойства продукта при массивном обсеменении бактериями рода Proteus не изменяются. Среди многих представителей протейной группы только отдельные виды способны вызывать пищевые токсикоинфекции. Протейная палочка длительное время сохраняет жизнеспособность во внешней среде, в том числе и в пищевых продуктах.
Пищевые токсикоинфекции, вызванные микробами группы протея, возникают преимущественно при употреблении рыбных и мясных блюд, особенно измельченных.

Протеи вызывают заболевание у людей только в тех случаях, когда они выходят за пределы своей экологической ниши (пищеварительный тракт). Их нередко обнаруживают при хронических инфекциях мочевыводящих путей, а также при бактериемиях, пневмониях и очаговых поражениях у ослабленных больных или у больных. 

Гигиенические нормативы по микробиологическим показателям продуктов питания включают контроль за 4 группами микроорганизмов:

· санитарно-показательные, к которым относятся: количество мезофильных аэробных и факультативно-анаэробных микроорганизмов и бактерий группы кишечных палочек (колиформы);

· условно-патогенные микроорганизмы, к которым относятся E.coli, S.aureus, бактерии рода Proteus, B.cereus и сульфитредуцирующие клостридии;                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  

· патогенные микроорганизмы, в том числе сальмонеллы;

· микроорганизмы порчи – в основном это дрожжи и плесневые грибы.

Регламентирование по показателям микробиологического качества и безопасности пищи осуществляется для большинства групп микроорганизмов по альтернативному принципу, т.е. нормируется масса продукта, в которой не допускаются бактерии группы кишечных палочек, большинство условно-патогенных микроорганизмов, а также патогенные микроорганизмы, в том числе сальмонеллы. В других случаях норматив отражает количество колониеобразующих частиц в 1 г (мл) продукта (КОЕ/г, мл).

При получении неудовлетворительных результатов анализа хотя бы по одному из микробиологических показателей по нему проводят повторный анализ удвоенного объема выборки, взятого из той же партии. Результаты анализа распространяются на всю партию.

В качестве примера определения микробиологических показателей продуктов питания и для демонстрации особенностей микробиологического анализа по сравнению с химическим анализом уместно привести методику исследования молочных продуктов.
Молоко и молочные продукты относятся к продуктам высокой пищевой и биологической ценности. Молоко содержит необходимые для организма пищевые и биологические активные вещества в оптимальном соотношении, что позволяет рассматривать его как универсальный продукт, обеспечивающий нормальный рост и развитие организма.

Однако вследствие богатого химического состава, высокого содержания воды молоко является благоприятной средой для развития микроорганизмов, которые могут вызывать нежелательные изменения его. На состав и свойства молока могут влиять различные факторы, основными из которых являются: период лактации, возраст, условия кормления и содержания, состояние здоровья животного, условия доения и транспортировки, переработки и сроки реализации.

Отбор проб для микробиологического анализа. Пробы для микробиологических анализов отбирают в стерильную посуду с помощью стерильных приспособлений. Отбор проб и перемешивание продукта перед отбором производят отборником, черпаком, ложкой, металлической трубкой, щупом, шпателем или другим соответствующим приспособлением, которые каждый раз перед использованием должны быть пастерилизованы фламбированием или в автоклаве.
Микробиологический анализ проводят не более, чем через 4 ч с момента отбора проб.

Пробы должны храниться и транспортироваться до начала исследования в условиях, обеспечивающих температуру продуктов не выше 6(С, не допуская подмораживания, а для мороженого – не выше минус 2(С.

Подготовка к анализу. Перед проведением анализа на дистиллированной воде готовят питательную среду  Кесслера (модифицированную), состоящую из пептона, стерильной желчи, лактозы и содержащую кристаллический фиолетовый. Приготовленный раствор разливают в пробирки с поплавками по 5 см3 или колбочки с поплавками по 40–50 см3 и стерилизуют при (121(2)(С в течение (10(1) мин. Готовая среда должна иметь темно-фиолетовый цвет.
Подготовка пробы к анализу зависит от того, какой молочный продукт исследуется. Для молока, творога, сыра, мороженого и других продуктов  ГОСТом предусмотрены способы подготовки проб.

Методы анализа. Метод определения редуктазы с метиленовым голубым. Метод основан на восстановлении метиленового голубого окислительно-восстановительными ферментами, выделяемыми в молоко микроорганизмами. По продолжительности обесцвечивания метиленового голубого оценивают бактериальную обсемененность сырого молока.
В пробирки наливают по 1 см3 рабочего раствора метиленового голубого и по 20 см3 исследуемого молока, закрывают резиновыми пробками и смешивают путем медленного трехкратного переворачивания пробирок. Пробирки помещают в редуктазник с температурой воды (37(1)(С. При отсутствии редуктазника можно пользоваться водяной баней, помещаемой в термостат с температурой (37(1)(С. Вода в редуктазнике или водяной бане после погружения пробирок с молоком должна доходить до уровня жидкости в пробирке или быть немного выше. Температуру воды  поддерживают в течение всего времени определения (37(1)(С. Для предотвращения влияния на реакцию света редуктазник должен быть плотно закрыт крышкой. Момент погружения пробирок в редуктазник считают началом анализа. Наблюдение за изменением окраски ведут 40 мин, 2 ч 30 мин, 3 ч 30 мин с начала проведения анализа. Окончанием анализа считают момент обесцвечивания окраски молока. При этом остающийся небольшой кольцеобразный окрашенный слой вверху (шириной не более 1 см) или небольшая окрашенная часть внизу пробирки (шириной не более 1 см) в расчет не принимаются. Появление окрашивания молока в этих пробирках при встряхивании не учитывают.

В зависимости от продолжительности обесцвечивания молоко относят к одному из четырех классов, указанных в таблице 3.1.

Таблица 3.1. – Классы молока в зависимости от продолжительности обесцвечивания
	Класс молока
	Продолжительность обесцвечивания, ч
	Ориентировочное количество бактерий в 1 см3

	высший
	более 3,5
	до 300 тыс.

	I
	3,5
	от 300 тыс. до 500 тыс.

	II
	2,5
	от 500 тыс. до 4 млн.

	III
	40 мин
	от 4 млн. до 20 млн.


Определение общего количества бактерий. Метод основан на способности мезофильных аэробных и факультативно-анаэробных микроорганизмов размножаться на плотном питательном агаре при температуре (37(1)(С в течение 72 ч.
Количество выросших колоний подсчитывают на каждой чашке, поместив ее верх дном на темном фоне, пользуясь лупой. Каждую подсчитанную колонию отмечают на чашке. При большом числе колоний и равномерном их распределении дно чашки Петри делят на 4 и более одинаковых секторов. Подсчитывают число колоний в 2–3 секторах, находят среднее арифметическое, умножают на общее количество секторов всей чашки. Таким образом, находят общее количество колоний, выросших на одной чашке.

Общее количество бактерий в 1 см3 или в 1 г продукта (Х) в единицах вычисляют по формуле:

X = n·10m,  
	где:
	n –
	количество колоний, подсчитанных на чашке Петри;

	
	m –
	число десятикратных разведений.


За окончательный результат принимают среднее арифметическое, полученное по всем чашкам Петри.

Определение бактерий группы кишечных палочек (БГКП). Метод основан на способности БГКП сбраживать в питательной среде лактозу с образованием кислоты и газа при температуре 37(С в течение 24 ч.
По 1 см3 соответствующих разведений продукта засевают в пробирки с 5 см3 среды Кесслера. Пробирки с посевами помещают в термостат при 37(С на 18–24 ч. Просматривают пробирки с посевами и по наличию газообразования в них определяют количество БГКП. При отсутствии газообразования через 18–24 ч продукт считают незагрязненным БГКП. По изменению окраски судят о наличии кислоты. Наличие кислоты и газов указывает на наличие БГКП.

Контрольные вопросы:
1. Какие группы микроорганизмов обязательно контролируются в продуктах питания?

2. Какими патогенными микроорганизмами могут быть загрязнены продукты питания?

3. Каково воздействие отдельных видов микроорганизмов на человека?

4. Каковы причины возникновения сальмонеллеза и какие продукты наиболее опасны в этом плане?

5. Что такое ботулизм? Какие продукты чаще всего содержат ботулотоксины и какие условия способствуют поражению ими продуктов? 

§ 3.2. Микотоксины

Микотоксины. Микотоксины (от греч. mukes – гриб и toxicon – яд) – токсичные продукты жизнедеятельности микроскопических плесневых грибов, обладающие выраженными токсическими свойствами.

Плесневые грибы – повсеместно распространенные микроорганизмы. Их роль в возникновении порчи при хранении известна точно так же, как и их применение в ферментативных процессах при изготовлении отдельных видов сыров или при микробиологическом синтезе лимонной кислоты и пенициллина. Токсичность заплесневелых пищевых продуктов и кормов известна сравнительно давно. 

Проблема микотоксинов известна с глубокой древности. Периодически случались отравления людей и животных при употреблении продуктов, содержащих микотоксины. Наиболее известна гибель 14 тысяч человек в Париже в 1129 г. от употребления хлеба, содержащего микотоксин (эрготоксин) спорыньи злаков. В России также отмечены случаи массового отравления людей и животных зерном и хлебом, содержащим микотоксины возбудителя фузариоза. Приблизительно с 60-х годов 20-го века проблема микотоксинов приобрела глобальный характер в связи с нарушением экологического равновесия при интенсивных технологиях возделывания сельскохозяйственных культур, а также из-за повышения содержания фотооксидантов в атмосфере (воздушного загрязнения), из-за чего растения теряют устойчивость к фитопатогенам. Возрастание микотоксикоза сельскохозяйственных продуктов связано также с широким применением азотных удобрений и пестицидов. Имеет значение и ограниченное количество генотипов сортов сельскохозяйственных культур. В настоящее время нет эффективных химических способов борьбы с загрязнением продуктов урожая злаковых культур микотоксинами. 

Распространение микотоксинов в пищевых продуктах зависит от их образования специфическими штаммами грибов и подвержено влиянию таких факторов, как влажность и температура. Таким образом, загрязнение пищевых продуктов может изменяться в зависимости от географических условий, методов производства и хранения, вида продукта. Грибы-продуценты микотоксинов широко распространены в природе и способны развиваться практически на всех продуктах как растительного, так и животного происхождения с образованием токсинов на любом из этапов их производства – в полевых условиях, при уборке, транспортировке, хранении урожая, в процессе кулинарной обработки. 


Токсины не удаляются из пищевых продуктов обычными способами кулинарной обработки. Снижения содержания токсинов в продуктах можно добиться правильным хранением урожая, применением устойчивых сортов, пестицидов. Характерно, что семена, в которых концентрируются токсины, отличаются окраской и их можно и нужно отделить.

Микотоксины являются важнейшими вторичными метаболитами микроскопических грибов, которые в течение последних 35–40 лет признаны одними из наиболее вредных для здоровья человека и животных агентов, введены в перечень веществ, регламентированных в пищевых продуктах, кормах и сырье.  Высокая опасность микотоксинов выражается в том, что они обладают токсическим эффектом в чрезвычайно малых количествах и способны весьма интенсивно диффундировать вглубь продукта.

Выделено более 300 микотоксинов, продуцируемых представителями 350 видов микроскопических грибов, однако практическое значение как загрязнители пищевых продуктов имеют лишь около 20. Многие из них обладают мутагенными (в том числе канцерогенными) свойствами. Среди микотоксинов, представляющих опасность для здоровья человека и животных, наиболее распространены афлатоксины (формула I и II), трихотеценовые микотоксины, или трихотецены (III–IV), охратоксины (V), патулин (VI), зеараленон и зеараленол (VII), формулы представителей которых приведены в таблице 3.2.  Большинство микотоксинов – кристаллические вещества (табл. 3.3), термически стабильны, хорошо растворимые в органических растворителях. Микотоксины (за исключением охратоксинов) достаточно устойчивы к действию кислот, разрушаются щелочами с образованием нетоксичных или малотоксичных соединений. 

Для многих из микотоксинов установлена структура, изучены свойства и биохимический механизм действия, разработаны методы выделения, идентификации и количественного определения. К их числу относятся афлатоксины, охратоксины, патулин, цитринин, зеараленон, трихотеценовые микотоксины. Учитывая, что микотоксины, помимо общетоксического действия, обладают мутагенными, тератогенными и канцерогенными свойствами, а также существенно влияют на иммунный статус теплокровных, их следует рассматривать как одну из важнейших медицинских проблем. 

Потенциальная и реальная опасность микотоксинов значительно усиливается их высокой стабильностью к различным неблагоприятным 
Таблица 3.2. – Микотоскины, наиболее распространенные в продуктах питания
	Формула
	Наименование

	1
	2
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	Группа I:
Афлатоксин В1: R=H, м.м. – 312

Афлатоксин В2: R=H, положение 8 и 9 гидрированы, м.м. – 314

Афлатоксин М1: R=OH, м.м. – 328
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	Группа II:
Афлатоксин G1: м.м. – 328
Афлатоксин G2: положения 9 и 10 гидрированы, м.м. – 330
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	Группа III:
Токсин T-2: R1=OH, R2=R3=OAc, R4=H, R5=OCOCH2CH(CH3)2, м.м. – 424

Токсин HT-2: R1=R2=OH, R3=OAc, R4=H, R5=OCOCH2CH(CH3)2, м.м. – 466

Диацетоксискирпенол (ДАЗ): R1=OH, R2=R3=OAc, R4=H, R5=CH2, м.м. – 366
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	Группа IV:

Ниваленол: R1=R2=R3=R4=OH, м.м. – 312

Дезоксиниваленол (ДОН):  R1=R3=R4=OH, R2=Н, м.м. – 296
3-ацетил-дезоксиниваленол: R1=OAc, R2=Н, R3=R4=OH, м.м. – 338

15-ацетил-дезоксиниваленол: R1=R4=OH, R2=Н, R3=OAc, м.м. – 338

Фузаренон: R1=R3=R4=OH, R2=OAc, м.м. – 354
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	Группа V:

Охратоксин А: R=H, R1=Cl, м.м. – 403

Охратоксин B: R=H, R1=H, м.м. – 369

Охратоксин C: R=Cl, R1=C2H5, м.м. – 431
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	Группа VI:

Патулин: м.м. – 153
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	Группа VII:

Зеараленон: X= CO, м.м. – 318

Зеараленол: X= CHOH, м.м. – 312


Таблица 3.3. – Основные физико-химические свойства микотоксинов

	Микотоксин
	Мол.

масса
	t пл.,

°С
	λ макс,

нм *
	Флуоресценция,
цвет, нм *

	Афлатоксин B1
	312
	268–269
	265,362
	Голубой, 425

	Афлатоксин G1
	328
	244–246
	–
	Зеленый, 450

	Афлатоксин M1
	328
	299
	265,357
	Голубой, 425

	Токсин Т-2
	466
	150–151
	– **
	–

	Диацетоксискирпенол
	366
	162–164
	–
	–

	Дезоксиниваленол
	296
	151–153
	218
	–

	Ниваленол
	312
	222–223
	218
	–

	Зеараленон
	318
	164–165
	236,274,316
	Сине-зеленый

	Патулин
	153
	105–108
	276
	–

	Охратоксин А
	403
	169
	213,332
	Зеленый, 475

	Охратоксин В
	369
	221
	218,318
	Голубой

	Примечения:
	* –
	Растворитель метанол.

	
	** –
	Отсутствие поглощения в УФ спектре или флуоресценции.


воздействиям, как-то: кипячение, обработка минеральными кислотами, щелочами и другими агентами. 

География распространения микотоксинов охватывает большинство стран всех континентов. Контаминации микотоксинами подвержены все основные продукты питания, корма, продовольственное сырье, а интенсивные торговые связи между различными странами в значительной степени способствуют распространению как микотоксинов, так и микотоксикозов, поэтому эта проблема имеет глобальный характер.

Афлатоксины. В эту группу наиболее опасных микотоксинов входят более 15 их представителей, которые продуцируются грибами Aspergillus flavus и Aspergillus раrasiticus. Эти грибы встречаются повсеместно, чем объясняются значительные масштабы загрязнения ими пищевых продуктов и кормов. Размножение грибов Aspergillus связано с определенным  набором условий: высокий уровень углеводов, низкое содержание протеинов, наличие ионов металлов, таких как, Cd2+, Mg2+, Ca2+, Zn2+. Особое значение имеет цинк, потому, что он интенсивно потребляется при синтезе афлатоксинов. На развитие грибов, продуцирующих афлатоксины, влияют влажность продукта и воздуха, температура воздуха, освещенность, рН. Оптимальной температурой для образования токсинов является температура 27–30ºС, хотя синтез афлатоксинов возможен и при более низкой (12–13ºС) или при более высокой (40–42ºС) температуре.
Критическим фактором, также определяющим рост микроскопических грибов и синтез афлатоксинов, является влажность субстрата и атмосферного воздуха. Максимальный синтез токсинов наблюдается при влажности выше 18% для субстратов, богатых крахмалом (пшеница, ячмень, рожь, овес, рис, кукуруза), и выше 9–10% – для субстратов с высоким содержанием липидов (арахис, подсолнечник, различные виды орехов). При относительной влажности воздуха ниже 85% синтез афлатоксинов прекращается.

По своей химической структуре афлатоксины являются фурокумаринами (табл. 3.3).
Афлатоксины слаборастворимы в воде (растворимость порядка 10–20 мг/л), нерастворимы в неполярных растворителях, но хорошо растворяются в растворителях средней полярности, таких как хлороформ, метанол, диметилсульфоксид и др. 


Афлатоксины обладают способностью сильно флуоресцировать при воздействии длинноволнового УФ-излучения. Афлатоксины В1 и В2 обладают сине-голубой флуоресценцией, G1 и G2 – зеленой флуоресценцией, М1 и М2 – сине-фиолетовой (В1:(ех = 265 360 нм, (ем = 425 нм).

Это свойство лежит в основе практически всех физико-химических методов их обнаружения и количественного определения  и позволяет определять афлатоксины в низких концентрациях (М1 в молоке 0,02 мкг/л). Способность флуоресцировать послужила также основой для названия афлатоксинов: группа В – голубая флуоресценция (blue), G – зеленая (green). Подстрочные индексы связаны с хроматографической подвижностью соединения.

В виде чистых веществ афлатоксины чрезвычайно термостабильны при нагревании на воздухе, но относительно легко разрушаются под воздействием света, особенно УФ-лучей.

Афлатоксины (главным образом токсин В) являются основными загрязнителями пищевых продуктов. Высокой токсичностью обладают афлатоксины В1, В2, G1 и G2 (для афлатоксина B1 ЛД50 = 7,8 мг/кг (макаки, перорально)). Афлатоксины или их активные метаболиты действуют практически на все компоненты клеток. Афлатоксины нарушают проницаемость плазмотических мембран. Токсичное действие обусловлено их взаимодействием с нуклеофильными участками ДНК, РНК и белков. Биологическая активность афлатоксинов проявляется как в виде острого токсического эффекта, так и отдаленных последствий – канцерогенного, мутагенного и тератогенного эффектов. Острое токсическое действие афлатоксинов связано с тем, что они являются одними из наиболее сильных гепатропных ядов, органом-мишенью которых является печень. Особенно опасны афлатоксины для детей, поскольку резко угнетают их рост, физическое и умственное развитие, снижают устойчивость к инфекционным заболеваниям. Понемногу накапливаясь в организме, афлатоксины через десятилетие, два, три могут вызвать рак печени.

Одним из доказательств реальной опасности афлатоксинов является тот факт, что в ряде стран Африки и Азии, где наблюдаются острые афлатоксикозы у людей, выявлена прямая корреляция между частотой заболевания населения раком печени и содержанием афлатоксинов в пищевых продуктах. 

В настоящее время основным токсином, нормируемым в пищевых продуктах, является афлатоксин В1. Его ПДК в Германии составляет 2 мкг/кг, 5 мкг во Франции и 1 мкг в Швеции. В России и РБ норма для всех пищевых продуктов, кроме молока, составляет 5 мкг/кг В1 и для молока и молочных продуктов – 0,5 мкг/кг М1 (при недопустимом содержании в них афлатоксина В1). Допустимая суточная доза – 0,005–0,01 мкг/кг массы тела.
В естественных условиях афлатоксины загрязняют арахис, кукурузу, некоторые зерновые, бобы какао, семена масличных культур, продукты их переработки. Афлатоксины могут также накапливаться в зернах какао, кофе и ряде других пищевых продуктов, в кормах сельскохозяйственных животных. Загрязнение афлатоксинами является серьезной проблемой для сельскохозяйственной продукции растительного происхождения из стран и регионов с субтропическим климатом. Оптимальные условия для образования афлатоксинов могут также возникать при неправильном хранении сельскохозяйственной продукции, например, при самосогревании зерна. В естественных условиях встречаются 4 афлатоксина: афлатоксины В1 и В2 и афлатоксины G1 и G2. Среди них высокими токсическими свойствами и наиболее широкой распространенностью выделяется афлатоксин В1. С молоком коров, потребляющих корма, загрязненные афлатоксинами В1 и В2, может выделяться до 3% потребленных афлатоксинов в виде соответствующих гидроксилированных метаболитов – афлатоксинов М1 и М2. Причем афлатоксин М1 обнаружен как в цельном, так и в сухом молоке, и даже в молочных продуктах, подвергшихся технологической обработке (пастеризация, стерилизация, приготовление йогутров, творога, сыров).

Ввиду высокой токсичности и канцерогенности афлатоксинов и обнаружения их в значительных количествах в основных продуктах питания, в настоящее время применяют комплекс мероприятий по детоксикации загрязненных продуктов. Различают  механические, физические и химические методы детоксикации. Механические методы связаны с отделением загрязненного материала вручную или с помощью электронно-колориметрических сортировщиков. Физические методы основаны на достаточно жесткой термической обработке материала или связаны с ультрафиолетовым облучением и озонированием. Химический метод предполагает обработку материала сильными окислителями. Каждый из указанных методов имеет свои существенные недостатки: применение механических и физических методов не дает высокого эффекта, а химические методы приводят к разрушению не только афлатоксинов, но и полезных нутриентов и, кроме того, нарушают всасывание. Так, химическая детоксикация кормов аммиаком при повышенном давлении и температуре (США, Франция) или пероксидом водорода (Индия) позволяет снизить содержание афлатоксинов до безопасного уровня. При этом, однако, теряется часть питательной ценности корма. Перспективна биологическая детоксикация афлатоксинов и других микотоксинов некоторыми видами микроорганизмов. 

Методы анализа. Афлатоксины встречаются в продуктах различной природы (орехи, зерновые, какао, чай, мясо). Каждый из продуктов имеет свои особенности по составу, поэтому для определения  афлатоксинов используется в каждом случае свои методы пробоподготовки, кроме того, отбор проб представляет достаточно трудную задачу из-за неравномерного распространения афлатоксинов в загрязненных продуктах.

Для обнаружения афлатоксинов разрабатываются различные химические и биологические методы. Биологические методы – длительные и характеризуются низким пределом обнаружения. Химические – не всегда специфичны, но более точны и экспрессны.  Обычно присутствие токсинов подтверждается образованием их производных, а токсичность определяется биопробой.

Биологичесие методы. 1) Используют однодневных утят. Измеряют степень изменения желчных протоков при кормлении их продуктами, содержащими афлатоксины. 2) Биопроба на куриных эмбрионах. Вводят афлатоксины и регистрируют смертность.

Химические методы.  Основные этапы:

- экстракция (метанол или хлороформ),

- удаление липидов,

- очистка,

- разделение,

- количественное определение.

В зависимости от продукта методы могут быть упрощены. 

Афлатоксины экстрагируют хлороформом, образец очищают на колонке, заполненной силикагелем, с использованием сульфата натрия. Обнаружение и количественнаяя оценка обеспечиваются методами 2-мерной ТСХ и денситометрической регистрации по флуоресценции или ВЭЖХ. Афлатоксины в растворе разрушаются под действием света, поэтому весь анализ проводят в темноте.


Определение методом ТСХ. Метод основан на экстракции афлатоксинов из исследуемой пробы водно-ацетоновой смесью или хлороформом, очистке экстракта колоночной хроматографией, концентрировании и двумерном хроматографировании в тонком слое силикагеля с флуоресцентным проявлением пятен при облучении УФ-светом. Предел обнаружения афлатоксинов В и G – 2–5·10–3 мг/кг, М1 – 5·10–4 мг/кг. Такая методика используется в настоящее время в РБ для контроля за содержанием афлатоксинов. Методика трудоемкая и недостаточно точная.


В настоящее время определение афлатоксинов проводят сочетая жидкость-жидкостную экстракцию с распределительной хроматографией. Проба экстрагируется водой, вода – хлороформом, липиды и афлатоксины переносятся на колонку с силикагелем, где липиды избирательно элюируются гексаном, а пигменты и другие мешающие вещества вымываются абсолютным диэтиловым эфиром. На конечном этапе афлатоксины элюируются из колонки 3% расвором метанола в хлороформе. Этот метод называется метод СВ (Contamination Branch). Метод трудоемок и его упрощают. Используют жидкость-жидкостное распределение, а не колонку с силикагелем, и центрифугирование вместо фильтрации. Этот модифицированный метод называется методом на «высококачественные продукты» (BF, Best Food)



Проба экстрагируется и обезжиривается двухфазной водной метанол-гексановой системой, после чего афлатоксины отделяются от водной фазы в хлороформ, а липиды и пигменты остаются в гексане и водном метаноле.


Афлатоксины концентрируют выпариванием хлороформа и отделяют методом ТСХ. Определяют по интенсивности флуоресценции. Количественное определение и идентификация возможны, если есть чистые стандарты.


Воспроизводимость метода BF снижается при низких концентрациях.

Метод ТСХ дает хорошие результаты только при использовании флюоресцентного денситометра, потому что он количественно оценивает содержание веществ на пластинке. При использовании УФ облучения пластинок и тестов с различными реактивами нельзя гарантировать высокую точность определения, т.к. многие вещества дают свечение в этой области. Эта методика может служить качественной оценкой присутствия афлатоксинов. Недостатками ее являются большие объемы растворителей, длительная процедура подготовки, многоэтапность, что может привести к потерям афлатоксинов.

Развитие методов хроматографии привело к созданию ВЭЖХ, которая практически полностью вытеснила тонкослойную хроматографию. В ВЭЖХ для определения афлатоксинов используют несколько типов детекторов: диодно-матричный и флюоресцентный. При использованиии диодно-матричного детектора можно с высокой точностью проводить определение афлатоксина В1, так как идентификация осуществляется по времени удерживания и по спектру вещества. Но для определения афлатоксинов с этим детектором необходима тщательная очистка пробы от пигментов и жироподобных веществ, поглощающих УФ в области при 365 нм. Провести качественную очистку реальных проб без потерь самого афлатоксина – очень сложная задача. Афлатоксины в растворах крайне чувствительны к свету. Обычный анализ должен выполняться в темной комнате. При длительной пробоподготовке отмечаются дополнительные потери. Поэтому для количественного определения чаще используют флюоресцентный детектор. К преимуществам флюоресцентного детектора можно отнести избирательность, высокую чувствительность. Определение афлатоксина В1 проводится только по времени удерживания, многие примеси на этом детекторе не дают сигнала. По величине отклика на афлатоксин В1 диодно-матричный детектор превосходит флюоресцентный. В отношении афлатоксинов  М1, G1, B2 флюоресцентный детектор превосходит диодную матрицу. 

В литературе описан ряд методик определения афлатоксинов, отличающихся в плане экстракции и очистки афлатоксинов, а именно применяемых для этих целей растворителей. Любая методика включает следующие стадии:

-измельчение пробы и экстракция афлатоксина;

-очистка экстракта и приотовление концентрированной пробы;

-количественное определение афлатоксина.

Считают, что для наиболее надежного определения афлатоксина В1 в зерне, шпротах, жмыхах, комбикормах, подготовку пробы следует проводить следующим образом:

-экстракция пробы ацетоном,
-фильтрация экстракта  и упаривание досуха на роторном испарителе,

-растворение остатка в метаноле и разбавление водой,

-3–4-х кратное обезжиривание гексаном,

-экстракция афлатоксина из водно-метанольной смеси хлороформом,

-упаривание хлороформа на роторном испарителе или в токе инертного газа до объема 0,5–1 мл,

-очистка экстракта от пигментов на колонке с силикагелем.

При анализе проб риса и пшеничной муки не проводят очистку экстракта на колонке, т.к. эти продукты содержат мало пигментов. При анализе продуктов с высоким содержанием жира (арахис, горчица и др.) увеличивают объемы применяемых для экстракции растворителей.

Описанная методика позволяет выполнять определение в течение 2–2,5 часов и определять следовые количества афлатоксина В1.


При определении афлатоксинов эффективнее использование метода ВЭЖХ, позволяющего повысить чувствительность и точность.

Охратоксины. Охратоксины вырабатываются некоторыми видами грибов Aspergillus и Penicillium. Основными продуцентами являются A.ochraceus и P.viridicatum. Эти грибы встречаются повсеместно. Aspergillus вырабатывает охратоксины при повышенной температуре и влажности, а Penicillium уже при 5ºС. Охратоксины – соединения высокой токсичности, с ярко выраженным тератогенным эффектом.

Охратоксины А,В, и С представляют собой группу близких по структуре соединений, являющихся изокумаринами, связанными с L-фенилаланином пептидной связью. В зависимости от природы радикалов образуются охратоксины различных типов (табл. 2.3.).


Охратоксин А – бесцветное кристаллическое вещество, слабо растворимое в воде, умеренно растворимое в полярных органических растворителях (метанол, хлороформ), а также в водном растворе карбоната натрия. В химически чистом виде он нестабилен и очень чувствителен к воздействию света и воздуха, однако в растворе этанола может сохраняться без изменений в течение длительного времени. В УФ свете обладает зеленой флуоресценцией. 


Охратоксин В – кристаллическое вещество, аналог охратоксина А, не содержащий атом хлора. Он примерно в 50 раз менее токсичен, чем охратоксин А. В УФ-свете обладает голубой флуоресценцией.


Охратоксин С – аморфное вещество, этиловый эфир охратоксина А, близок к нему по токсичности, но в качестве природного загрязнителя пищевых продуктов и кормов не обнаружен. В У-свете обладает бледно-зеленой флуоресценцией.


Охратоксины принадлежат к токсичным микотоксинам,  обладают высокой токсичностью для печени, почек, тератогенными и иммунодепрессивными свойствами, выраженным гемолитическим эффектом. Из охратоксинов наиболее токсичен охратоксин А (ЛД50 = 3,4 мг/кг, (однодневные цыплята, перорально)). Он более токсичен, чем афлатоксины. Другие микотоксины этой группы на порядок менее токсичны. 


Биохимические, молекулярные, клеточные механизмы действия охратоксинов изучены недостаточно. Известно, что охратоксин А подавляет синтез протеина и метаболизм углеводов, в частности гликоногеноз, путем ингибирования активности фенилаланин – т-РНК – специфического фермента, играющего ключевую роль в начальной стадии синтеза протеина.

Охратоксин А обнаружен в кукурузе, ячмене, пшенице, овсе, ячмене. Важен и опасен тот факт, что при высоком загрязнении кормового зерна и комбикормов охратоксин А обнаруживается в животноводческой продукции (ветчина, бекон, колбасы).  Охратоксин В встречается редко. Охратоксины также поражают все плоды садово-огородных культур. Особенно сильно поражаются яблоки: до 50% урожая может загрязняться микотоксинами.

Следует отметить, что охратоксины являются стабильными соединениями. Так, например, при длительном прогревании пшеницы, загрязненной охратоксином А, его содержание снижалось лишь на 32% (при температуре 250–300ºС). Таким образом, распространненость в продуктах питания, токсичность и устойчивость охратоксинов создают реальную опасность для здоровья человека.
Методы анализа. Охратоксин А содержится в окисленных продуктах. Он легко растворяется во многих органических растворителях, что используется для экстракции. Наиболее часто используется экстракция хлороформом и водным раствором фосфорной кислоты с последующей очисткой на колонке и количественное определение с использованием метода ТСХ. 

Разработан также метод ВЭЖХ. Перед ВЭЖХ анализом образец готовят следующим образом. Измельченный образец обрабатывают смесью 2 М соляной кислоты и 0,4 М раствора хлорида магния. После гомогенизации экстрагируют толуолом в течение 60 мин. Смесь центрифугируют. Центрифугат пропускают через колонку с силикагелем и промывают смесью толуола с ацетоном (подвижная фаза). Охратоксин А элюируется смесью толуола с уксусной кислотой (9:1) и высушивается при 40°С. Остаток растворяют и фильтруют. Анализ проводят с использованием ВЭЖХ.

Кроме того, разработан ряд биопроб на креветках, бактериях, но полученные результаты не позволили использовать эти методы для определения охратоксинов.

Трихотецены. Трихотеценовые микотоксины (ТТМТ) продуцируются грибами Fusarium spo-rotrichiella, Fusarium solani, Fusarium graminearum и др. Эти микроскопические грибы являются возбудителями так называемых гнилей корней, стеблей, листьев, семян, плодов, клубней и сеянцев сельскохозяйственных культур. Таким образом, поражаются корма и пищевые продукты, и как следствие наблюдается возниковение алиментарных токсикозов у животных и человека.  Известно более 80 трихотеценовых микотоксинов и вторичных метаболитов.

По своей структуре ТТМТ относятся с сесквитерпенам. Они содержат основное ядро из трех колец, названное трихотеканом. В зависимости от структуры трихотеценового ядра эти микотоксины подразделяются на 4 группы: А, В, С и D.  Структура различных типов трихотеценовых микотоксинов очень сложна (табл. 2.3.). Представители группы А – токсин Т-2 и диацетокси-скирпенол, группы В – дезоксиниваленол и ниваленол, группы С – роридин А, группы D – кротоцин. ЛД50 для этих микотоксинов (мыши, перорально) варьирует от 6,7 мг/кг (токсин Т-2) до 46 мг/кг (дезоксиниваленол). 


В качестве природных загрязнителей пищевых продуктов и кормов к настоящему времени выявлены только четыре: Т-2 токсин и диацетоксискирпенол, относящиеся к типу А, а также ниваленол и дезоксиниваленол, относящиеся к типу В.


ТТМТ – это бесцветные кристаллические, химически стабильные соединения, плохо растворимые в воде. ТТМТ типа А растворимы в умеренно полярных растворителях (ацетон, хлороформ), типа В – в более полярных растворителях (этанол, метанол и др.). Эти токсины, за исключением некоторых, не обладают флюоресценцией. В связи с этим, для их обнаружения, после разделения методом ТСХ, используют различные способы (например, нагревание до 100–150ºС после обработки спиртовым раствором серной кислоты) с целью получения окрашенных или флуоресцирующих производных.

Трихотецены проявляют тератогенные, цитотоксические, иммунодепрессивные, дерматотоксические свойства, действуют на кроветворные органы, центральную нервную систему, вызывают лейкопению, геморрагический синдром, ответственны за ряд пищевых микотоксикозов человека и животных. Токсические свойства обусловлены их участием в подавлении биосинтеза белка и нуклеиновых кислот. Токсическое действие трихотеценовых токсинов характеризуется поражением кроветворных и иммунокомпетентных органов, анемией, поражением функций желудочно-кишечного тракта. 

Опасность, которую трихотеценовые микотоксины представляют для здоровья человека, связана с повсеместной распространенностью грибов-продуцентов, преимущественно поражающих зерно и зернопродукты, и их высокой токсичностью. Следует отметить, что часто в одном и том же продукте обнаруживают два или более микотоксинов.

Методика определения трихотеценов содержит следующие стадии:

-экстракция токсинов водным метанолом; 

-очистка и концентрирование экстракта;
-хроматографирование в тонком слое силикагеля; 

-проявление цветных пятен при обработке пластин растворами солей алюминия, хромотроповой или серной кислот и облучение УФ-светом. 

Предел обнаружения – 0,05–0,1 мг/кг. Для определения трихотеценов в зерне и продуктах его переработки может быть использован микробиологический метод.                                                                                     

Зеараленон и его производные. Зеараленон и его производные также продуцируются микроскопическими грибами рода Fusarium. Основными продуцентами зеараленона являются Fusarium graminearum и Fusarium roseum. 

По своей структуре зеараленон является лактоном резорциловой кислоты (табл. 2.3.).


Зеараленон – белое кристаллическое вещество, плохо растворимое в воде, но хорошо растворимое в этаноле, ацетоне, метаноле, бензоле. Имеет три максимума поглощения в ультрафиолете (236, 274 и 316 нм) и обладает сине-зеленой флуоресценцией ((em = 360 нм).

Зеараленон обладает выраженными гормоноподобными (эстрогенными) свойставми, что отличает его от других микотоксинов. Кроме того, в опытах на различных лабораторных животных было доказано тератогенное действие зеараленона, хотя он и не обладает острым (летальным) токсическим эффектом даже при введении его животным в очень больших дозах (для зеараленона ЛД50 = 10 000 мг/кг (крысы, перорально)). Из-за наличия у зеараленона эстрогенных свойств, он нарушает у человека и животных функции воспроизводства. Потребление кормов с высоким содержанием зеараленона может приводить к накоплению в тканях сельскохозяйственных животных и к экскретированию с молоком как зеараленона, так и его метаболитов, отрицательное действие которых на здоровье человека выше, чем у исходного микотоксина. В этой связи содержание зеараленона в зерновых на уровне, превышающем 1000 мк/кг, следует рассматривать как потенциально опасное для здоровья населения.

В естественных условиях зеараленон чаще всего и в высоких концентрациях обнаруживается в кукурузе, пораженной гнилью початков. Высока также частота обнаружения зеараленона в пшенице, ячмене, овсе и других зерновых продуктах. Поражение сельскохозяйственных культур микроскопическими грибами рода Fusarium – продуцента зеараленона – происходит как в поле, на корню, так и при хранении. Среди пищевых продуктов этот токсин был обнаружен в кукурузной муке, хлопьях и кукурузном пиве.

Тепловая обработка в нейтральной или кислой среде не разрушает зеараленон, но в щелочной среде при 100ºС за 60 минут разрушается около 50% токсина. К разрушению зеараленона приводит и обработка загрязненной кукурузы 0,03% раствором персульфата аммония или 0,01% раствором пероксида водорода.

Метаболиты, продуцируемые различными видами Fusarium, определяют методом ТСХ (измерение  флуоресценции в УФ-свете), ГЖХ или ГЖХ с масс-спектроскопией. Подготовка образца ведется практически также как и в случае охратоксинов. Предел обнаружения используемых методов до 1,5 мк/кг, а    ПДК  составляет 5мкг/кг.

Патулин. Впервые выделен в 1943 г. как антибиотик. Основными продуцентами патулина являются микроскопические грибы  Penicillium expansum и Penecilliumpatulum. Максимальное токсинообразование  отмечается при температуре 21–30ºС.

По своей химической структуре патулин представляет 4-гидроксифуропиран (табл. 2.3.). Он имеет максимум поглощения в УФ-области при 276 нм.

Биологическое действие патулина проявляется как в виде острых токсикозов, так и в виде ярко выраженных канцерогенных и мутагенных эффектов. (ЛД50 =17–36 мг/кг (мыши, перорально)). Патулин ингибирует синтез белка, ДНК, РНК, ферменты, содержащие в активном центре группы SH.

 Продуценты патулина поражают в основном фрукты и некоторые овощи, вызывая их гинение. Патулин обнаружен в яблоках, грушах, абрикосах, персиках, винограде, бананах, клубнике, голубике, бруснике, облепихе, томатах. Наиболее часто патулином поражаются яблоки, где содержание токсина может доходить до 17,5 мг/кг. Интересно, что патулин концентрируется в подгнившей части яблока, в отличие от томатов, где он равномерно распределяется по всей ткани.

Патулин в высоких концентрациях обнаруживается и в продуктах переработки фруктов и овощей: соках, варенье, пюре, джемах, томатной пасте. В яблочном соке патулин обнаруживается наиболее часто и концентрация его колеблется от 0,02 до 0,4 мг/л. Следует отметить, что цитрусовые и некоторые овощные культуры, такие как картофель, лук, редис, редька, баклажаны, цветная капуста, тыква и хрен обладают естественной устойчивостью к заражению грибами продуцентами.
Для определения микотоксинов в пробе его извлекают органическим растворителем, осуществляют предварительную очистку, переводят (в случае необходимости) в летучее, флуоресцирующее или окрашенное соединение. На конечном этапе используют различные виды хроматографии, для некоторых микотоксинов – радиоиммунные и иммуно-ферментные методы.


Методы определения микотоксинов. При рассмотрении различных групп микотоксинов уже упоминались возможные методы их определения. Обобщая информацию о современных методах обнаружения и определения содержания микотоксинов в продуктах питания и кормах, можно резюмировать, что в настоящее время используются скрининг-методы, количественные аналитические и биологические методы.

Скрининг-методы отличаются быстротой и удобны для проведения серийных анализов, позволяют быстро и надежно разделять загрязненные и незагрязненные образцы. К ним относятся такие широко распространенные методы, как миниколоночный метод определения афлатоксинов, охратоксина А и зеараленона; методы ТСХ для одновременного определения до 30 различных микотоксинов, флуоресцентный метод определения зерна, загрязненного афлатоксинами.


В качестве количественных аналитических методов определения микотоксинов используются химические, радиоиммунологические и иммуноферментные методы. Химические методы являются в настоящее время наиболее распространенными и включают стадии выделения и количественного определения микотоксинов. Стадия выделения включает экстракцию и очистку микотоксинов от соединений с близкими физико-химическими характеристиками. Окончательное разделение микотоксинов  проводится с помощью различных методов хроматографии: ГХ, ГЖХ, ТСХ, ВЭЖХ и масс-спектрометрия. Количественная оценка содержания микотоксинов осуществляется либо путем сравнения интенсивности флуоресценции в УФ области образца и стандарта (ТСХ), либо по площадям (высотам) пиков (ВЭЖХ, ГЖХ), но и в этом случае обязательным условием является наличие стандартных образцов определяемых веществ. 


Высокочувствительные и высокоспецифичные радиоиммуно-химические и иммуноферментные методы обнаружения, идентификации и количественного определения микотоксинов находят все более широкое применение. Эти методы основаны на получении антисывороток  к конъюгатам микотоксинов с бычьим сывороточным альбумином. Основным преимуществом этих методов является их исключительная чувствительность.

Биологические методы обычно не отличаются высокой специфичностью и чувствительностью и применяются, в основном, в тех случаях, когда отсутствуют химические методы выявления микотоксинов или в дополнение к ним в качестве подтверждающих тестов. В качестве тест-объектов, как упоминалось выше, используют различные микроорганизмы, куриные эмбрионы, различных лабораторных животных, культуры клеток и тканей.

Действие микотоксинов на организм человека и возможности предупреждения микотоксикозов. Сельскохозяйственные продукты и корма, пораженные грибками, изменяют свой внешний вид, что помогает установить их недоброкачественность. Такие продукты и корма могут стать причиной тяжелых заболеваний людей и животных вследствие накопления в них микотоксинов. Особое внимание следует обращать на обнаружение микотоксинов в продуктах животного происхождения (мясо, молоко, молочные продукты, яйца), которые могут попасть в них вследствие скармливания сельскохозяственным животным и птице кормов, зараженных микотоксинами. Последние частично накапливаются в тканях и органах животных, у яйценесущих птиц – также в яйцах. Из организма лактирующих животных микотоксины, метаболизируясь, выделяются с молоком. Такие продукты представляют наибольшую опасность для здоровья человека, т.к. микотоксины могут присутствовать в них без видимого роста плесени. Микотоксины обладают канцерогенным, мутагенным действием, подавляют иммунитет организма, поражают почки, печень, нервную и кровеносную системы, желудочно-кишечный тракт, вызывают заболевания крови, септическую ангину, дерматиты, судороги, острые боли, состояние тяжелого опьянения, нарушают гормональное равновесие и функции воспроизводства.
Микотоксины устойчивы к действию физических и химических факторов. Поэтому разрушение их в пищевых продуктах представляет собой трудную задачу. Общепринятые способы технологической и кулинарной обработки лишь частично уменьшают содержание микотоксинов в продукте. Высокая температура (свыше 200 градусов), замораживание, высушивание, воздействие ионизирующего и ультрафиолетового излучения оказались также малоэффективными. Микотоксины почти не разрушаются при нагревании, поэтому нельзя использовать для приготовления пищи подпорченные продукты: крупы, муку, хлеб, макаронные изделия, овощи, фрукты, орехи и т.д.

 Отравление может проявляться не сразу: понемногу накапливаясь в организме, микотоксины через десятилетия могут вызвать тяжелые заболевания, в том числе онкологические. Выявлено более 100 токсических соединений, вырабатываемых плесенью. Важно знать, что микотоксины находятся не только там, где плесень и гниль, но и во всем продукте. Нельзя использовать орехи, особенно очищенные, арахис, если они имеют истекший срок хранения, имеют запах плесени или заплесневели. Следует избегать употребления любых заплесневевших продуктов, в том числе заплесневевшего творога и колбасы. Вредно использовать заплесневевший хлеб: обрезание корок ничего не дает - токсинами заражен весь батон. Не следует есть или использовать для приготовления пищи (варенья, компотов) наполовину испорченные фрукты, особенно яблоки: здоровая на вид часть плода может быть сильно заражена микотоксином. То же относится и к другим овощам и фруктам – если свекла, морковь или кабачок наполовину загнили, то их нельзя использовать в пищу. Если плоды испорчены незначительно, то их следует сильно обрезать, а не просто вычистить подгнившее, заплесневевшее место. Летом, во время затянувшихся дождей, в саду быстро портятся и плесневеют ягоды малины и ежевики, особенно перезрелые. Даже частично подплесневевшие или размягченные ягоды нельзя использовать в пищу или для варки компотов или варенья – микотоксины находятся не только там, где плесень и гниль, а во всей ягоде.  Отсутствие микотоксинов в пищевых продуктах является одним из показателей их безопасности. 
Классифицируются микотоксикозы по преимущественному поражению тех или иных органов или систем. Так, к нейротоксикозам относят эрготизм (Claviceps purpurea), микотоксикозы, сопровождающиеся тремором (Aspergillus fumigatus и др.), сердечную форму бери-бери связывают с действием цитреовиридина (Penicillium citrеo-viride). Гепатоксикозы включают преимущественно довольно редкие случаи острых афлатоксикозов (Asp.flavus, Asp.parasiticus), синдром Рейя, циррозы печени, которые, как считают, вызываются циклохлоротином (P.islandicum). К нефротоксикозам относят Балканскую нефропатию, в этиологии которой прослеживается связь с охратоксином А (Asp.ochraceus). К токсикозам с преимущественным поражением желудочно-кишечного тракта и кроветворных органов относят алиментарную токсическую алейкию (АТА), причинным агентом которой являются главным образом токсины Fusarium sporotrichiella. Самостоятельный тип составляют дерматоксикозы и респираторные микотоксикозы (Stachybotrys chartarum, Dendrodochium toxicum, Myrothecium verrucaria и др.). Предполагают, что зеараленон (F-2 токсин), обладающий эстрогенным эффектом, может быть причиной наблюдавшихся случаев раннего полового созревания и изменения вторичных половых признаков (F.graminearum). 

Некоторые формы рака (первичный рак печени, легких, пищевода) также могут быть связаны с наличием микотоксинов в пищевых продуктах. 

Существующие классификации микотоксинов основаны преимущественно на их химической природе. Среди микотоксинов встречаются не только вещества белковой природы, а и глюкозиды, стероиды, поликетиды, сесквитерпеноиды, различные гетероциклы, полисахариды, органические кислоты, макролидные структуры и т. п. Многообразие химических структур микотоксинов затрудняет оценку путей их биогенеза. Однако при более детальном рассмотрении оказывается, что они синтезируются из довольно ограниченного числа продуктов основного метаболизма, таких как ацетат, мевалонат, некоторые аминокислоты путем конденсации, окисления, восстановления, алкилирования, циклизации. В настоящее время хорошо изучено 5 основных путей биосинтеза микотоксинов: 

-поликетидный, характерный для афлатоксинов, стеригматоцистина, патулина и др.;

-терпеноидный, характерный для обширной группы трихотеценовых микотоксинов;

-через цикл трикарбоновых кислот, характерный для рубратоксинов;
-аминокислотный, характерный для эргоалкалоидов, споридесмина и др.
-смешанный путь, характерный для производных циклопиазоновой кислоты.

Характерной особенностью продуцентов микотоксинов является их способность синтезировать семейства микотоксинов. Эта особенность хотя и не является для них уникальной, поскольку широко распространена среди микроорганизмов, образующих антибиотики, до настоящего времени не нашла убедительного объяснения. Образование семейств микотоксинов, незначительно различающихся по строению и физико-химическим свойствам, определяет исключительную сложность выделения многих их них. 

Для здоровья человека один из наиболее опасных токсинов – афлатоксин. Потребление пищевых продуктов, содержащих 1,7 мг/кг афлатоксина, за короткий период времени может привести к необратимым повреждениям в печени, а 75 мг/кг – к смерти.

Пораженная афлатоксином пища ассоциируется с синдромом Рейа или оспой, которая поражает детей. Симптомы: рвота, конвульсии и кома. Смертность может достигать 80%. Некоторые исследователи связывают гепатит B с афлатоксином, предположительно изменяющим генетическую структуру ДНК, в результате чего вирус гепатита поражает клетку.

Болезнь Кашин-Бека и алиментарная токсическая алеукия – прямое следствие потребления пищи, содержащей фузариотоксины. Первая была впервые описана в восточной части России более 150 лет назад. Причина этой болезни – грибки, растущие на пшенице. Симптомы включают хрупкость костей и двухсторонний деформирующий остеоартроз.

Основные источники опасных для человека микотоксинов – зерновые культуры (кукуруза, пшеница, рис), арахис и другие культуры. Однако микотоксины могут также переходить в продукты животного происхождения.


Для предупреждения контаминации пищевых продуктов микотоксинами необходимо соблюдать правила агротехники. Важным является возделывание устойчивых и аклиматизированных сортов, обработка семян и посевов фунгицидами, севооборот, своевременная уборка зерна и семян при полном созревании, немедленная сушка зерна до степени, безопасной для хранения, и дальнейшее поддержание этой влажности. В случае невозможности быстрого просушивания зерна рекомендуется охлаждение его с помощью активного вентилирования в кратчайшие сроки, удаление из массы недозрелых, дробленных семян, сорняков. Важное значение имеет постоянный контроль влажности и температуры при хранении, широкое использование инсектицидов для подготовки помещений, предупреждения загрязнения насекомыми и борьба с ними при хранении. Хранение продуктов рекомендуется в сухом, охлажденном состоянии без доступа воздуха.

Контрольные вопросы:
1. Что такое «микотоксины»?

2. Какие группы микотоксинов вы знаете?

3. Характеризуйте различные группы микотоксинов с точки зрения воздействия их на организм человека и распространенности в продуктах питания?

4. Как относятся микотоксины к кулинарной обработке?

5. Каковы возможные пути снижения содержания микотоксинов в продуктах питания?

6. Какие аналитические методы используются в определении содержания микотоксинов?

§ 3.3. Токсичные элементы

В результате воздействия загрязненной окружающей среды, а также при нарушении технологической обработки или условий хранения в пищевых продуктах могут появиться токсичные вещества. К их числу относятся и токсичные элементы. Тяжелые металлы чрезвычайно токсичны даже в микроскопических дозах. Поэтому важной задачей является постоянный контроль пищевого сырья и готовой продукции, чтобы обеспечить выпуск безвредных для здоровья продуктов питания. 

Понятие «токсичность» в экологическом контексте относится к химическому влиянию веществ, которые понижают жизнеспособность отдельной популяции и изменяют взаимоотношения между популяциями. Главный интерес при изучении токсичности сконцентрирован на возможном летальном эффекте. Однако, для того чтобы понять долговременные последствия загрязнений экосистемы, весьма существенно распознать и сублетальные эффекты. Такие эффекты следует различать по морфологическим  изменениям; скорости роста организма, половому развитию и репродуктивной скорости; поведенческим изменениям, т.е. понижению способности спасаться от хищников или эффективно конкурировать с другими организмами; генетическим модификациям.

Основа токсического действия лежит в самом общем случае во взаимодействии между металлами и биологически активными белками. И механизм токсичности аналогичен механизму, ответственному за действие необходимых металлов. 

Отрицательный эффект взаимодействия токсичных ионов металлов с биологически активными макромолекулами связан со следующими процессами:

· вытеснение необходимых металлов из их активных мест связывания токсическим металлом;

· связывание части макромолекулы, необходимой для нормальной жизнедеятельности организма;

· сшивание с образованием биологических агрегатов, вредных для организма;

· деполимеризация биологически важных макромолекул;

· неправильное спаривание оснований нуклеотидов и ошибки в белковых синтезах.

В состав организма человека входит 81 элемент. 99% массы тела представлены 4 основными элементами:

1. Углеродом (от лат. carboneum – C), 
2. Водородом (от лат. hydrogenium – H), 
3. Кислородом (от лат. oxgenium – O), 
4. Азотом (от лат. nitrogenium – N) 
и 8 макроэлементами, содержащимися в относительно больших количествах, а так же 69 микроэлементами. Содержание макро и микроэлементов в продуктах питания, а также их функции в организме были рассмотрены в разделе «Минеральные вещества». В данном разделе будут рассмотрены элементы, опасные в токсикологическом отношении.


Дозы токсичных металлов обозначены в международных требованиях, предъявляемых к пищевым продуктам объединенной комиссией ФАО (Продовольственная организация ООН) и ВОЗ (Всемирная организация здравоохранения), в документе под названием «Кодекс алиментариус». В соответствии с этим документом наиболее важными в гигиеническом контроле пищевых продуктов являются восемь элементов – ртуть, свинец, кадмий, мышьяк, медь, цинк, олово и железо. В нашей стране в этот перечень включают также никель, хром, селен, алюминий, фтор и йод. Разумеется, не все перечисленные элементы являются ядовитыми, некоторые из них необходимы для нормальной жизнедеятельности человека и животных. Поэтому часто трудно провести четкую границу между биологически необходимыми и вредными для здоровья человека веществами.


В большинстве случаев реализация того или иного эффекта зависит от концентрации. При повышении оптимальной физиологической концентрации элемента в организме может наступить интоксикация, а дефицит многих элементов в пище и воде может привести к достаточно тяжелым и трудно распознаваемым явлениям недостаточности.

Накопление химических элементов во внутренних органах человека приводит к развитию различных заболеваний. Больше всего в организме человека накапливаются кадмий, хром – в почках; медь – в желудочно-кишечном тракте; ртуть (от лат. hydrargyrum – Hg) – в центральной нервной системе; цинк – в желудке, двигательном аппарате; мышьяк – в почках, печени, легких, сердечно-сосудистой системе; селен – в кишечнике, печени, почках; бериллий – в органах кроветворения, нервной системе. Наибольшую опасность среди всех перечисленных элементов представляют ртуть, свинец и кадмий. И даже если тяжелые металлы не являются основной причиной каких-либо заболеваний, они, наряду с другими токсинами, могут быть сопутствующим фактором, вызывающим лавину эффектов, приводящих к расстройству иммунной системы индивида. Спровоцированная металлами иммунная недостаточность может просто давать возможность одному из вирусов остаться активным или неконтролируемым. Корь, вирусы-невидимки, герпес или другой вирус, так же как и дрожжи получают прочного союзника в лице тяжелых металлов. Более того, это может заставить иммунную систему направить свои усилия по ложному руслу. Отравленная токсинами ртути иммунная система может спровоцировать борьбу против ни в чем неповинных пыльцы, пыли или продуктов питания в форме сильной аллергии, игнорируя при этом болезнетворные организмы, с которыми ей следовало бы вести борьбу. Токсичные металлы могут также способствовать укреплению и стимулированию дрожжевых и бактериальных проблем. Некоторые люди попросту не могут справиться с брожением в организме, пока не очистятся от металлов. После этого дрожжи как будто исчезают. То же касается попыток избавиться от пищевых проблем. Очищение организма от металлов может помочь избавиться от многих пищевых непереносимостей – еще одна причина улучшить ситуацию с токсинами вместо того, чтобы затратить огромное количество времени, выискивая иллюзорно-проблематичные продукты.

Для большинства продуктов питания установлены ПДК токсичных элементов, к детским и диетическим продуктам предъявляются более жесткие требования. ПДК некоторых тяжелых металлов в продуктах питания приведены в таблице 3.4.

Таблица 3.4. – Предельно допустимые концентрации тяжелых металлов в продуктах питания (мг/кг)

	Продукты
	As
	Cd
	Cu
	Sn
	Hg
	Pb

	Зерно, крупа
	0,2
	0,1(0,03)
	10,0
	–
	0,03
	0,5(0,3)

	Хлеб

	0,1
	0,05
	5,0
	–
	0,01
	0,3

	Молоко, кисломолочные продукты
	0,06
	0,03(0,02)
	1,0
	–
	0,005
	0,1(0,05)

	Молоко сгущеное кон-сервированное
	0,15
	0,1
	3,0
	200,0
	0,015
	0,3

	Масло сливочное, живот-ные жиры
	0,1
	0,03
	0,5
	–
	0,03
	0,1

	Масло растительное
	0,1
	0,05
	0,5
	–
	0,3
	0,1

	Сыр, творог
	0,2
	0,2
	4,0
	–
	0,02
	0,3

	Овощи и картофель
	0,2
	0,03
	5,0
	–
	0,02
	0,5

	Консервы овощные
	0,2
	0,03
	5,0
	200,0*
	0,02
	0,5**

	Почки и продукты их переработки
	1,0
	1,0
	20,0
	–
	0,2
	1,0

	Грибы
	0,5
	0,1
	10,0
	–
	0,05
	0,5

	Чай
	1,0
	1,0
	100,0
	–
	0,1
	10,0

	Мясо и птица, охлажденные и мороженные
	0,1
	0,05
	5,0
	–
	0,03
	0,5

	Консервы из мяса и птицы
	0,1
	0,05
	5,0
	200,0*
	0,03
	0,5

	Колбасы
	0,1
	0,05
	–
	–
	0,03
	0,5

	Рыба свежая, охлажденная и мороженная
	1,0
	0,2
	10,0
	–
	0,3-0,5
	1,0

	Консервы рыбные
	1,0
	0,2
	10,0
	200,0*
	0,3-0,4
	1,0

	Моллюски и ракообраз-ные
	2,0
	2,0
	30
	–
	0,2
	10,0

	Минеральные воды
	0,1
	0,01
	1,0
	–
	0,005
	0,1

	Продукты детского питания:

	на молочной основе
	0,05
	0,02
	1,0
	–
	0,005
	0,05

	на зерномолочной основе
	0,1
	0,02
	5,0
	–
	0,01
	0,1

	Консервы рыбные
	0,5
	0,1
	10,0
	100*
	0,15
	0,5

	Консервы плодоовощные
	0,2
	0,02
	5,0
	–
	0,01
	0,3

	Примечания:
	в скобках указаны ПДК в сырье, предназначенном для производства детских и диетических продуктов;

	
	* –** –
	в сборной жестяной таре;

в стеклянной таре.


Свинец  (Pb) – является одним из самых распространенных в окружающей среде и одним из весьма токсичных элементов, в связи с чем действие его избытка на организм человека изучено наиболее подробно.

 История применения его очень древняя, что связано с относительной простотой его получения и большой распространенностью в земной коре. Соединения свинца – Pb3O4  и PbSO4 – основа широко применяемых пигментов: сурика и свинцовых белил. Глазури, которые используются для покрытия керамической посуды, также содержат соединения свинца. Металлический свинец со времен Древнего Рима применялся при прокладке водопроводов. В настоящее время перечень областей его применения очень широк: производство аккумуляторов, электрических кабелей, химическое машиностроение, атомная промышленность, производство эмалей, замазок, лаков, хрусталя, спичек, пластамасс и т.п. В результате производственной деятельности человека в природные воды ежегодно попадает 500–600 тыс. т свинца, а в атмосферу около 450 тыс. т, подавляющее большинство которого оседает на поверхности Земли. Основной источник загрязнения атмосферы – выхлопные газы автотранспорта  (260 тыс. т) и сжигание каменного угля (около 30 тыс. т). В тех странах, где использование бензина с добавлением тетраэтилсвинца сведено к минимуму, содержание свинца в воздухе удалось многократно снизить. Следует подчеркнуть, что многие растения накапливают свинец, который передается по пищевым цепям и обнаруживается в мясе и молоке сельскохозяйственных животных, особенно активное накопление свинца происходит вблизи промышленных центров и крупных автомагистралей.

Свинец попадает в организм человека с пищей. Например, в консервированных в металлической таре плодоовощных продуктах содержание свинца может увеличиваться в 10 раз по сравнению с естественным уровнем. В основном повышение содержания свинца наблюдается в консервах, помещенных в сборную жестяную тару, которая крепится сбоку и с крышкой припоем, содержащим определенное количество свинца. К сожалению, пайка не всегда бывает качественная (образуются брызги припоя). И, хотя консервные банки еще дополнительно покрывают специальным лаком, это не всегда помогает. Имеются случаи, правда довольно редкие (всего 2%), когда в консервах из этой тары накапливается, особенно при длительном хранении, до 3 мг/кг свинца, что уже представляет опасность для здоровья. По этой причине продукты в сборной жестяной таре не рекомендуется хранить более 5 лет. Нельзя хранить и приготавливать пищу в декоративной фарфоровой или керамической посуде (т.е. в посуде, предназначенной для украшения, но не для пищи), поскольку очень часто глазурь, особенно желтого и красного цветов, содержит соли свинца и кадмия, которые легко переходят в пищу. Мощным источником попадания свинца в организм человека является и питьевая вода. Доказано, что повышение содержания свинца в воде обусловливает, как правило, увеличение его концентрации в крови. 

Особенно опасны для человека отравления, вызванные органическим соединением свинца – тетраэтилсвинцом Pb(C2H5)4, который представляет собой маслянистую бесцветную жидкость со специфическим резким запахом, более токсичную, чем сам свинец. Тетраэтилсвинец, добавленный в бензин в количестве 0,1% для повышения его октанового числа, при сгорании моторного топлива выбрасывается в атмосферу. Он легко попадает в почву и загрязняет пищевые продукты, поэтому продукты сельского хозяйства, выращенные вдоль автострад, содержат повышенное количество свинца. В зависимости от интенсивности движения эта опасная зона может простираться от 10 до 500 м. Вдоль дорог следует выращивать только лесные породы деревьев. Однако этим иногда пренебрегают и часто вдоль дорог высаживают плодовые деревья, которые дают загрязненные свинцом плоды. В Дании запрещено использование в автомобилях этилированного бензина, и естественный уровень свинца в основных овощных продуктах (картофель, морковь, лук) сократился в 2–3 раза. В США с введением жестких нормативов на выхлопные газы и действенных методов контроля содержание свинца в продуктах с 1970 г. по 1980 г. удалось снизить примерно в 10 раз. 

Свинец, как уже говорилось, незаменим во многих отраслях промышленности. Изготовление аккумуляторов для автомобилей, использование содержащих свинец сплавов в типографском деле, производство кабелей и многие другие отрасли промышленности являются потребителями этого элемента. Профессиональные отравления свинцом людей, работающих в этих отраслях, происходят в основном путем ингаляции. Случаи острого отравления в настоящее время встречаются редко. Хронические отравления наблюдаются при вдыхании воздуха с высоким содержанием свинца (например, выхлопные газы), а также при поступлении с пищей и питьевой водой небольших количеств свинца в течение длительного времени. При хронических отравлениях отмечается общая слабость, бледность кожных покровов, боли в животе, «свинцовая кайма» по краям десен, анемия, нарушение функции почек. Отмечены также снижение умственных способностей, агрессивное поведение и другие симптомы. Установлено, что хроническая интоксикация наступает при потреблении 1–8 мг свинца в сутки. Свинец, подобно ртути, обладает кумулятивными свойствами. Отравление свинцом вызывает астено-невротический синдром, анемию, артериальную гипертонию, заболевания желудочно-кишечного тракта, злокачественные образования. Поглощенный свинец содержится в крови и других жидкостях организма, накапливается в костях в виде нерастворимых трифосфатов. Основными мишенями при воздействии свинца являются кроветворная, нервная и пищеварительная системы, а также почки. Свинцовая интоксикация  может приводить к серьезным нарушениям здоровья, проявляющимся в частых головных болях, головокружении, утомляемости, ухудшении сна,  в наиболее тяжелых случаях к параличам, умственной отсталости. В наибольших количествах свинец накапливается, как упомянуто выше  в костях, а также  в печени, почках и поджелудочной железе. Свинец, отложившийся в костях в виде нерастворимого соединения, не оказывает непосредственного ядовитого действия. Однако под влиянием определенных условий запасы его в костях становятся мобильными, свинец переходит в кровь и может вызвать отравление даже в острой форме. К факторам, способствующим мобилизации свинца, относятся повышенная кислотность, недостаток кальция в пище, злоупотребление спиртными напитками. Неполноценное питание, дефицит в рационе кальция, фосфора, железа, пектинов, белков увеличивают усвоение свинца. Выделение свинца из организма происходит через пищеварительный тракт и почки, причем повышенное содержание свинца в моче (более 0,05 мг/л) служит одним из показателей отравления свинцом. Установлено выделение свинца и с женским молоком. Исследованиями, проведенными в США, доказано, что в значительной степени риску свинцового отравления подвержены дети, особенно младшего возраста. Это объясняется тем, что детский организм сорбирует до 40% поглощенного с пищей свинца, в то время как организм взрослого человека – всего от 5 до 10%. 

В настоящее время в качестве гигиенического норматива утверждена ПДК свинца в питьевой воде на уровне 0,03 мг/л, а в воздухе так же, как и для ртути, составляет 0,0003 мг/м3. Комитет экспертов ФАО и ВОЗ установил, что допустимый еженедельный прием свинца для человека составляет 3 мг, а ДСД свинца – 0,007 мг/кг. Это основано на данных о токсичности для взрослых людей и на предположении, что поглощается только 10% принятого с пищей свинца. Установленная величина не относится к грудным и маленьким детям, поскольку не известна степень отрицательного воздействия свинца на эту возрастную группу, хотя существует предположение, что в организме детей усваивается 30–40% поступившего свинца. Ежедневное поступление свинца в организм человека с пищей составляет 0,1–0,5 мг, с водой – 0,02 мг. Содержание свинца в различных продуктах таково: фрукты 0,01–0,6, овощи 0,02–1,6, мясо и рыба 0,01–0,78, молоко 0,01–0,1 (мг/кг). 

Для определения свинца используют различные методы, чаще методы атомной абсорбции, эмиссионной спектроскопии, рентгеновской флуоресценции. Для анализа продуктов питания на содержание свинца и кадмия используют также метод переменнотоковой  полярографии с ртуным капельным электродом. Для пробоподготовки используется как сухое озоление с добавкой нитрата маг​ния или алюминия и кальция, так и мокрое – смесью азотной и хлорной кислот, применение серной кислоты не реко​мендуется.

Ртуть (Hg) по своим свойствам резко отличается от других металлов: в нормальных условиях ртуть находиться в жидком состоянии, обладает очень слабым сродством к кислороду, не образует гидроксидов. Это высокотоксичный, кумулятивный яд. В организм человека может поступать различными способами, например, при производстве хлора электролитическим методом возможно образование сточных вод, загрязненных хлором, ртутью и ее солями. Присутствие в таких водах ртути даже в ничтожно малых концентрациях (менее 0,001%) способствует подавлению и полному прекращению в них всех биологических процессов. Это делает невозможной очистку воды на полях орошения, на сооружениях искусственной биологической очистки и в естественных водоемах. Ртутные соединения, сбрасываемые в водоемы, имеют свойство накапливаться в рыбе, обычно пропорционально ее возрасту и размеру. Особенно велико содержание ртути в хищных рыбах. При этом метилртуть в рыбе составляет от 50 до 90% общей ртути, а кулинарная тепловая обработка снижает содержание ртути в рыбе лишь на 20%. Иногда источником повышенного содержания ртути в продуктах становится зерно, обработанное ртутьорганическими препаратами, такими как гранозан. Этилмеркурхлорид, являющийся действующим веществом гранозана, обладает большой стойкостью, вследствие чего ошибочное использование протравленного им зерна или продуктов из него для пищевых или кормовых целей может привести к тяжелым отравлениям, даже спустя много времени после его переработки. Токсичность зерна в этом случае сохраняется и после многократного промывания его в воде. Из растительных продуктов ртути более всего содержится в какао-бобах, а, следовательно, и в шоколаде (до 0,1 мг/кг), изготовленном на их основе. 

Ртуть и ее соединения поражают кроветворную, ферментативную, нервную системы и почки, вызывают множество различных патологических состояний, и вредны в любых количествах. Ртуть относится к числу элементов, постоянно присутствующих в окружающей среде и живых организмах. Содержание ее в организме человека составляет 13 мг. Кодексным комитетом объединенной комиссии ФАО и ВОЗ установлена недельная безопасная доза присутствия общей ртути – 5 мкг, т.е. пять миллионных долей грамма (!) на каждый килограмм массы человеческого тела. Допустимая суточная доза – 0,3 мг, причем не более 0,2 мг в виде метилртути. Допустимая концентрация металлической ртути в воздухе – 0,0003 мг/м3;  для воды хозяйственно-питьевого и культурно-бытового назначения ПДК – 0,0005 мг/л, а для водных объектов рыбохозяйственного назначения – 0,0001 мг/л. Что же касается метилртути, то ее доля еще меньше – всего 3,3 мкг/кг массы тела. Прием 1 г ртутной соли смертелен.

Ртуть, как уже говорилось,  один из самых опасных и высокотоксичных элементов, обладающий способностью накапливаться в растениях, т.е. является ядом кумулятивного действия. Наиболее токсичны алкилртутные соединения с короткой цепью – метил-, этил- и диметил ртуть. Механизм токсичного действия ртути связан с ее взаимодействием  с сульфгидрильными группами белков. Блокируя их, ртуть изменяет свойства или инактивирует ряд жизненно важных ферментов. Неорганические соединения  ртути нарушают обмен аскорбиновой кислоты, кальция, меди, цинка, селена, обмен белков, токоферолов и др.

Метилированная форма ртути из-за большей растворимости в жирах быстрее проходит через биологические мембраны по сравнению с неорганической ртутью. Например, метилированная ртуть легче проникает через плаценту, в результате чего воздействует на развивающиеся эмбрион и плод. Выявлены случаи высокой концентрации метилртути в крови новорожденных, в то время как содержание ртути в материнской крови соответствовало норме. При поступлении в организм из окружающей среды ртуть распределяется по органам и субклеточным структурам. В организме ртутные соединения проникают в различные органы и ткани, но больше всего их обнаруживают в крови, печени, почках и головном мозге. В клетках наблюдается неравномерное распределение ртути: 54% накапливается в растворимой фракции, 30% – в ядерной, 11% – в митохондриальной, 6% – в микросомальной. В крови снижается количество эритроцитов, в печени и почках развиваются дегенеративные изменения. В желудочно-кишечном тракте возникают сильные воспалительные процессы. При остром отравлении ртутными соединениями отмечаются характерный металлический вкус во рту, слюнотечение, боли в деснах, зубах, животе, жидкие выделения из желудка, содержащие кровь. В дальнейшем вследствие поражения почек наступает полное прекращение мочеотделения, в организме накапливаются вредные вещества, усугубляющие тяжелое состояние, что приводит к смертельному исходу через 5–6 дней, а иногда и ранее. Выделение ртути из организма осуществляется различными путями, но очень медленно: через желудочно-кишечный тракт (18–20%), почками (40%), слюнными железами (20–25%) и т.д.

 Некоторые сильнодействующие соединения ртути (гранозан, меркуран и другие) длительное время использовали в качестве обеззараживающих средств, например для протравливания семян. Хлорид ртути (II) HgCI2, или сулему, применяли для дезинфекции медицинского инвентаря, лабораторной посуды, поверхностного обеззараживания кожи. Естественно, что при этом не были исключены случаи попадания ее в организм. Использовали растворы с концентрацией от 1:1000 до 1:5000. Однако сулема даже в столь низких концентрациях очень токсична, оказывает повреждающее действие на животные ткани, обладает коррозионными свойствами. Сейчас применение сулемы для дезинфекции строго ограничено. Более эффективными и менее токсичными оказались некоторые органические соединения ртути. Для наружного применения рекомендованы, например, нитрат фенилртути и амидохлорид ртути. Последний применяют в виде 10%-й мази при лечении ран и грибковых поражений кожи. Следует помнить, что применение любых ртутных препаратов требует строгого соблюдения правил предосторожности, поскольку ртуть способна проникать в организм и через кожу. 

Защитным эффектом при воздействии ртути на организм обладают цинк и, особенно, селен. Предполагают, что защитное действие селена обусловлено деметилированием ртути и образованием нетоксичного соединения – селено-ртутного комплекса.


В организм человека ртуть поступает в наибольшей степени с рыбопродуктами, в которых ее содержание может многократно превышать ПДК. Мясо рыбы отличается наибольшей концентрацией ртути и ее соединений, поскольку активно аккумулирует их из воды и корма, богатых ртутью. Например, хищные  пресноводные рыбы могут содержать от 107 до 509 мкг/кг, нехищные пресноводные рыбы от 78 до 200 мкг/кг, а океанские нехищные рыбы от 300 до 600 мкг/кг ртути. Организм рыб способен синтезировать метилртуть, которая накапливается в печени. У некоторых видов рыб в мышцах содержится белок – металлотионеин, который с различными металлами, в том числе и со ртутью, образует комплексные соединения, способствуя тем самым накапливанию ртути в организме и передаче ее по пищевым цепям. У таких рыб содержание ртути достигает очень высоких концентраций: рыба сабля содержит от 500 до 20 000 мкг/кг. Для других продуктов характерно следующее содержание ртути (мкг/кг). В продуктах животноводства: мясо – 6–20, печень 20–35, почки 20–70, молоко 2–12, сливочное масло 2–5%; в съедобных частях сельскохозяйственных растений: овощи 3–59, фрукты 10–124, зерновые 10–103; в шляпочных грибах 6–447, в перезрелых до 2000 мкг/кг, причем в отличие от растений в грибах может синтезироваться метилртуть. При варке рыбы и мяса концентрация ртути в них снижается, при аналогичной обработке грибов остается неизменной. Это различие объясняется тем, что в грибах ртуть связана с аминогруппами азотсодержащих соединений, в рыбе и  мясе – с серосодержащими аминокислотами. Потребление человеком рыбы, даже при концентрации в ней ртути 0,8–1,6 мг/кг приводит к отложению в волосах металла до 50 мг/кг, при этом начинают проявляться признаки отравления. Содержание ртути в волосах более 300 мг/кг угрожает жизни человека.

Наилучшие результаты определения ртути дает метод атомной абсорбции с использованием техники низкотемпературного холодного пара. Этот метод является арбитражным.  Для текущих исследований может быть использована колориметрия с иодидом меди (фотометрируют  раствор тетрайодмеркуриата меди). Колориметрия с дитизоном не рекомендуется, так как для большин​ства продуктов не позволяет определять величины ПДК. Метилртуть определяют методом газожидкостной хроматографии.

Из-за летучести элемента возможны потери даже при хранении и сушке образца. Поэтому  в качестве пробоподготовки рекомендуют только мокрое озоление смесями азотной, серной, иногда хлорной кислот с добавкой перманганата или молибдата при невысоких темпера​турах и в специальной герметичной аппаратуре. 

Кадмий (Cd) – высокотоксичный элемент. Кадмий широко применяется в различных отраслях промышленности. В воздух кадмий поступает вместе со свинцом при сжигании топлива на ТЭЦ, с газовыми выбросами предприятий, производящих или использующих кадмий. Загрязнение почвы происходит при оседании кадмий-аэрозолей из воздуха и дополняется внесением минеральных удобрений: суперфосфата (7,2 мг/кг), фосфата калия (4,7 мг/кг), селитры (0,7 мг/кг). Заметно содержание кадмия в навозе, где он обнаруживается в результате следующей цепи переходов: воздух-почва-растения-травоядное животное-навоз. В определенных условиях ионы кадмия, обладая большой подвижностью в почвах, легко переходят в растения, накапливаются в них и затем поступают в организм животных и человека. Содержание кадмия в растительных продуктах зависит от дозы удобрения полей суперфосфатом. Избыток суперфосфата смывается дождями в реку. Туда же несут его и грунтовые воды. Другой могучий источник кадмия – сточные воды гальванических цехов и производств. Кадмий может появиться и в консервном производстве при использовании жестяной тары (соединение деталей которой осуществляется пайкой) при нарушении технологии пайки, применении случайных припоев или некачественных покрытий. Возможны загрязнения пищи кадмием, применяемым для окрашивания пластмасс.

Содержание кадмия в некоторых продуктах  (в мкг/кг): горох 15–19, картофель 12–50, помидоры 10–30, растительное масло 10–50, грибы 100–500, молоко 2,4. Установлено, что примерно 80 % кадмия поступает в организм человека с пищей, 20% – через легкие из атмосферы или при курении (в одной сигарете 1,5–2,0 мкг кадмия). С рационом получаем до 150 мкг/кг и выше кадмия в сутки. Кадмий может накапливаться в печени рыб до весьма значительного количества. Установлено и большое содержание его в устрицах. Он может накапливаться и в печени животных. 

Подобно ртути и свинцу кадмий не является жизненно необходимым элементом. Попадая в организм, кадмий проявляет сильное токсичное действие, главной мишенью которого являются почки. Отмечены канцерогенный, мутагенный и тератогенный эффекты кадмия. ДСД – 1 мкг/кг массы тела. ПДК кадмия в воде  хозяйственно-питьевого и культурно-бытового назначения – 0,001 мг/л, в объектах рыбо-хозяйственного назначения  0,005 мг/кг. 

Исследования, проведенные на животных различных уровней организации – от микроорганизмов до млекопитающих, – показали, что соли кадмия обладают мутагенными, тератогенными и канцерогенными свойствами и представляют потенциальную генетическую опасность. Кадмий блокирует работу ряда важных для жизнедеятельности организма ферментов. Кроме того, он поражает печень, почки, поджелудочную железу, способен вызвать эмфизему или даже рак легких. Вредность кадмия усугубляется его исключительной кумулятивностью. В связи с этим даже при незначительном количестве поступающего элемента его содержание в почках или в печени может через некоторое время достигнуть опасной концентрации. Кадмий плохо выводится, и от 50 до 75% его от попавшего количества удерживается в организме. Наиболее типичным проявлением отравления кадмием является нарушение процессов поглощения аминокислот, фосфора и кальция в почках. После прекращения действия кадмия повреждения, вызванные его действием в почках, остаются необратимыми. Учеными доказано, что нарушение процессов обмена в почках может привести к изменению минерального состава костей. Следует заметить, что на токсичность кадмия влияет содержание цинка в пищевых продуктах. При достаточном поступлении цинка в организм токсичность кадмия снижается. 

Определяют кадмий в продуктах питания методами атомной абсорбции, полярографии, нейтронной активации.

Мышьяк (As) – химический элемент из группы неметаллов, содержится в небольших количествах во всех животных и растительных организмах. Мышьяк – высокотоксичный кумулятивный яд, поражающий нервную систему. Попадает в организм с пищей и накапливается главным образом в печени, селезенке, почках и крови (в эритроцитах), а также волосах и ногтях. Этот факт используется в судебной медицине для проведения анализа волос и ногтей при подозрении на отравление мышьяком. Выделяется мышьяк с потом, мочой и другими продуктами обмена веществ. 

Разовая доза мышьяка 30мг является смертельной для человека. Хроническая интоксикация наблюдается при потреблении 1–5 мг в сутки. При остром отравлении симптомы его обычно наступают через 20–30 мин. При этом наблюдаются резко выраженные признаки расстройства желудочно-кишечного тракта, чувство жжения и металлического вкуса во рту. Отмечается резкая общая и сердечная слабость, резкое снижение кровяного давления, потеря сознания. Нередко отравление заканчивается летальным исходом. Если пострадавшего удается вывести из тяжелого состояния, у него наблюдаются угнетение центральной нервной системы, изнурительные боли в конечностях. ФАО и ВОЗ установлена недельная безопасная доза – 5 мкг/кг массы тела. Для более токсичных неорганических соединений мышьяка установлена норма 2 мкг/кг массы тела в сутки.

 Поступая из желудочно-кишечного тракта, мышьяк и различные мышьяковистые соединения быстро поглощаются тканями организма, особенно печенью. Токсическое действие мышьяка связано с нарушением им окислительных процессов в тканях вследствие блокады ряда ферментных систем организма (блокированием сульфгидрильных групп ферментов, с которыми мышьяк образует стойкие токсические соединения).

 Наиболее быстро под влиянием мышьяка разрушается нервная ткань. Долгое время мышьяк считался классическим ядом, и это привело к постоянному ужесточению его ПДК. В многолетних опытах на животных при определении недостатка мышьяка наблюдались неоднократные случаи внезапной смерти от сердечной недостаточности. Кроме того, дефицит мышьяка вызывает задержку роста животных и деформацию их конечностей. Медики установили, что в малых количествах мышьяк оказывает благотворное действие на организм человека: улучшает кроветворение, повышает усвоение азота и фосфора, ограничивает распад белков и ослабляет окислительные процессы. Эти свойства мышьяка используются при назначении с лечебной целью мышьяковистых препаратов. Неорганические препараты (раствор арсената (III) натрия, мышьяковистый ангидрид и др.) назначают при истощении, малокровии, некоторых кожных заболеваниях. В зубоврачебной практике применяют пасту с мышьяковистым ангидридом («белый мышьяк»). Органические препараты мышьяка применяются при лечении возвратного тифа, малярии и ряда других инфекционных заболеваний. 


По действующим нормативам содержание мышьяка в продуктах питания не должен превышать 1 мг/кг. Повышенное содержание мышьяка отмечается в рыбе, ракообразных. ДСД – 0,05 мг/кг массы тела. ПДК в воде  хозяйственно-питьевого и культурно-бытового назначения  – 0,05 мг/л.

Арбитражным методом определения мышьяка является колориметрия с диэтилдити​окарбаматом серебра после отгонки мышьяка из гидролизата (или раствора золы) в виде гидрида или трихлорида мышьяка. В последнее время все чаще используется атомно-абсорбционное определение, но оно возможно только пос​ле предварительного концентрирования мышьяка в виде гидрида AsH3 и с ис​пользованием графитовой кюветы.

Селен (Se) – один из наиболее токсичных элементов таблицы Менделеева. Попадая в организм селен  разрушает стенки мембран эритроцитов. По современным данным, токсическое действие избытка селена  проявляется в нарушении им обмена серы в организме. Селен вытесняет серу из серосодержащих аминокислот – метионина, цистина и др. Наряду с этим отрицательное действие избытка селена зависит от свойственного ему химического сродства с гемоглобином. Селен нарушает функции гемоглобина и снижает уровень тканевого дыхания в организме. Имеются сообщения о канцерогенных свойствах селена для человека и животных. В тоже время селен является компонентом глютатионпероксидазы и других ферментов и рассматривается как необходимый элемент для жизнедеятельности организма. Селен открыт около 20 лет назад и его роль в организме раскрывается в последние годы все шире и глубже. Уже известна роль селена в снижении риска сосудистых заболеваний (особенно кардиомиопатии), повышении сопротивляемости к онкологическим заболеваниям, улучшении кровоснабжения кожи. Особенно эффективен селен в сочетании с витамином Е и β-каротином, с которыми проявляет синергичность, что делает их важными компонентами антиоксидантных программ. Селен помогает в сохранении эластичности тканей, предупреждает появление перхоти.  Селен – антагонист ртути и мышьяка и способен защищать организм от этих элементов и кадмия, в меньшей степени от свинца  и таллия  (в последнем случае особое значение имеет витамин Е), обладает выраженным защитным действием по отношению к сперматозоидам и обеспечивает их подвижность. Селен управляет снижением риска рака кожи, легких, желудка и женских половых органов; а умеренное изменение содержания селена ведет к возникновению чувства тревоги и усталости.

Селен поступает в организм человека из почвы с продуктами растениеводства и животноводства, что определяет зависимость уровня обеспеченности микроэлементом от геохимических условий проживания. Содержание селена в продуктах питания городов России (с учетом привозных продуктов) колеблется в пределах (в мкг/кг): мука  пшеничная – 80–600, мука ржаная – 6–70, крупы – 10–200, хлеб  пшеничный и ржаной (в пересчете на сухую массу) – 60–400 и 50–300 соответственно, говядина – 100–100, колбасы – 60–200, цыплята – 200, рыба 150–450, морепродукты – 300–600, молоко сухое – 10–150, молоко цельное – 10–15, творог, сыры – 100–150, яйца – 100–250. Интересно, что накопителем селена является бледная поганка, очень много селена также  в красном мухоморе. Овощи и фрукты содержат крайне мало селена и являются поэтому плохими источниками микроэлемента для человека. Отдельные органы животных (особенно печень, почки) могут накапливать микроэлемент в высоких концентрациях.  

ПДК в воде  хозяйственно-питьевого и культурно-бытового назначения – 0,001 мг/л. 

Алюминий (Al) – элемент, который с недавних пор обнаруживает неприятные для человека свойства. Например, проведенные в Англии исследования показали наличие связи между содержанием алюминия в питьевой воде и болезнью Альцгеймера (дегенерация нервных клеток). Алюминий нашел широкое применение в технике и в быту. Поставщиками алюминия в организм человека является алюминевая посуда, если она контактирует с кислой или щелочной средой, причем содержание алюминия может увеличиться в продуктах  почти два раза; вода, которая обогащается ионами алюминия при обработке ее сульфатом алюминия на очистительных станциях. Не следует злоупотреблять содержащими гидрооксид алюминия лекарствами (например, понижающими кислотность желудочного сока).


При нарушении деятельности почек происходит накапливание алюминия, сопровождающееся ростом хрупкости костей, развитием различных форм анемии, что связано с нарушением метаболизма  кальция, магния, фосфора и фтора. Кроме того, были обнаружены и более грозные проявления токсичности алюминия: нарушения речи, провалы в памяти, нарушение ориентации. Все это позволяет приблизить «безобидный», считавшийся нетоксичным  до недавнего времени алюминий, к «мрачной тройке» супертоксикантов: ртуть, свинец, кадмий.

Для определения алюминия может быть использована колориметрия с ауринтрикарбоновой кислотой, 8-оксихинолином, алюминоном или эриохромцианом. Однако в последнее время алюминий чаще всего определят методом атомной абсорбции. Подготовку пробы осуществляют только мокрым озолением.

Хром (Cr)  часто относят к вероятно необходимым организму элементам. Его токсическое действие было установлено в 1826 г. Gmelin C.G. вскоре после открытия этого металла, а жизненно важная необходимость для животного организма доказана только в 1956–1957 гг. в опытах K.Schwarz и W.Mertz.  Хром может защитить от клинически выраженного диабета, путем усиления способности организма регулировать содержание сахара в крови; создание запасов хрома может помочь в преодолении стресса и расщеплении избыточного жира. Безусловно доказана незаменимость трехвалентного хрома  (содержание которого преобладает перед другими его формами в продуктах питания) в процессах обмена углеводов, липидов, утилизации глюкозы в организме. Хром усиливает эффект действия инсулина в периферических тканях организма человека. Дефицит хрома проявляется у подопытных животных угнетением роста и признаками нарушения обмена глюкозы, что приводит к развитию симптомов диабета. 


С другой стороны  хром известен как мутагенный и канцерогенный металл, что и  обусловило его рассмотрение в разделе «Токсичниые элементы». Сам хром и его трехвалентные соединения малотоксичны. Неорганические соединения минимально проходят сквозь кишечный барьер и с трудом проникают в клетки, поэтому Cr (III) фактически нетоксичен и немутагенен. Хроматы в больших дозах токсичны. Наиболее ядовиты соединения шестивалентного хрома. Они характеризуются раздражающим и прижигающим действием на слизистые оболочки и кожу, вызывая их изъязвления. Хром, поступая через дыхательные пути и кожу, может накапливаться в печени, почках (повреждаются почечные канальца), эндокринных железах. В отличие от цинка и меди, хром очень медленно выводится из организма. При незначительных концентрациях хрома в воздухе возникает раздражение слизистой оболочки верхних дыхательных путей, что вызывает насморк, першение в горле, сухой кашель. При более высоких концентрациях могут появиться кровотечения из носа и даже разрушение носовой перегородки. Наряду со специфическим действием на слизистые оболочки соединения хрома обладают общетоксическим действием, поражая желудочно-кишечный тракт. Хронические отравления хромом сопровождаются головными болями, снижением массы тела, поражением почек. Организм приобретает большую склонность к воспалительным и язвенным изменениям желудочно-кишечного тракта и катаральному воспалению легких.

В растениях обнаруживается следующее количество хрома (мкг/кг): во фруктах – 0–200, овощах – 0–360, злаках – 10–520, в моло​ке – 10, мясопродуктах – 20–560, морепродуктах – 10–440. Суточное потребление хрома с пищей в США колеблется от 10 до 100 мкг. Усваивается он примерно на 10%. Этот элемент выделяется из организма преимущественно с мочой, хорошо накапливается в волосах, где его обычно содержится 2 мкг/г.
ПДК в воде, хозяйственно-питьевого и культурно-бытового назначения  – Cr3+ – 0,5 мг/л; Cr+6 – 0,05 мг/л.

Исследуют хром разнообразными физико-химическими и физическими методами: эмиссионная спектроскопия, атомная абсорбция, нейтронная активация, фотометрически с дифенилкарбазидом.

Олово (Sn) – элемент средней токсичности. Наблюдались случаи массового отравления при потреблении различных соков с содержанием олова 300–500 мг/кг. В консервированных продуктах, особенно в присутствии нитратов, содержание олова из-за жестяной коррозии при длительном хранении может достичь величины, опасной для здоровья.


В разделе «Минеральные вещеста» были рассмотрены важнейшие макро- и микроэлементы, потребность в них и отрицательное влияние на организм. Завершая рассмотрение токсичных элементов, представляется полезным указать причины дефицита и избытка как токсичных, так и жизненно необходимых и вероятно или условно необходимых макро- и микроэлементов. 

Причины дефицита и избытка макро- и микроэлементов:
1. Прием очищенных, обработанных и консервированных пищевых продуктов, обработка и смягчение питьевой воды, употребление алкоголя. 

2. Прием продуктов с дефицитом или избытком того или иного микроэлемента в зависимости характера земледелия и от того, на какой почве он произрастал. Беларусь – территория, эндемичная по йоду, селену и другим микроэлементам. Так, 50% территории Республики относится к биогеохимическому региону, в котором уровень селена ниже критического (0,1 мкг/кг), особенно Минская, Гродненская и Витебская области (0,05 мкг/кг). Кроме того, даже у мигрантов из других климатогеографических районов, прибывших на обучение в Беларусь, в первые 2–3 года происходит интенсивное снижение микроэлементов в биосредах (например, у студентов из стран Юго-Восточной Азии на 2–3 году обучения снижается на 20–70% содержание марганца, меди, серебра, кобальта). В настоящее время актуальными становятся проблемы влияния геохимической среды на организм человека и животных (промышленное загрязнение почв, воздуха и воды, использование удобрений). Тяжелые металлы являются основным активным ингридиентом в большинстве пестицидов из-за их действенности.

3. Напряжение – физическое или эмоциональное – может вызвать дефицит жизненно-необходимых макро-микроэлементов, а затем на фоне этого и накопление токсичных металлов. 

4. Генетика и наследственность – предрасположенность к нарушению обмена микроэлементов. Обычные здоровые люди должны быть способны регулярно выводить из организма определенное количество этих токсичных элементов. Однако иногда организм оказывается настолько перегруженным ими, что уже не может сопротивляться. Некоторые люди биологически более уязвимы, тогда как другие оказываются более стойкими. Это генетический фактор. Сколько ртути или мышьяка, или чего-либо другого достаточно, чтобы отравить организм, зависит от уникальной биохимии каждого конкретного индивида. 

5. Лечение ксенобиотиками, чужеродными для человека веществами (синтезированными химическими соединениями). Токсичные элементы присутствуют в некоторых вакцинах (ртуть и алюминий используются в качестве консервантов). Так, мочегонные средства вызывают дефицит калия, магния, кальция, избыток натрия; антациды, цитрамон содержат алюминий; аспирин, контрацептивы, антиаритмические препараты вызывают дисбаланс меди. 

6. Тяжелые металлы являются важной составляющей в различных областях современных технологий. Тяжелые металлы присутствуют в амальгамовых пломбах («серебряная» пломба с растворимыми металлами содержит как минимум 50% ртути, 35% алюминия, серебро, олово и иногда медь); во многих антиперсперантах (алюминий); некоторых матрацах и огнезащитных пижамах (мышьяк и сурьма); водопроводной воде; и во многих видах рыбы. Мышьяк используется для предотвращения гниения изделий из дерева (зеленоватое дерево – это дерево, обработанное мышьяком). Если такая древесина используется вблизи садов, то выращенные там «здоровым методом» овощи могут содержать поразительное количество мышьяка. В табаке содержится значительное количество кадмия, в средствах для окрашивания волос присутствует никель.

7. Биологически активные добавки.  Неконтролируемый прием большого количества того или иного элемента может вызвать макро- и микроэлементный дисбаланс. Существует большое количество биологически активных минорных компонентов пищи, которые, в отличие от основных нутриентов не восполняют энергетические затраты, а выступают катализаторами обменных процессов. Поэтому прием пищевых добавок должен быть согласован с врачом!

Контрольные вопросы:
1. Какова основа токсического действия металлов на организм человека?

2. Каковы источники и пути попадания токсичных металлов в продукты питания?

3. Какие металлы являются наиболее опасными для организма человека? Характеризуйте эти металлы по следующим пунктам:биологическое воздействие на организм, кумулятивность, ПДК в воде и продуктах питания, реальное содержание в продуктах питания.

4. Какие методы используются для определения содержания  отдельных токсичных металлов?

§ 3.4. Радиоактивное загрязнение


Источники радиоактивности, как и другие загрязнители, являются компонентами пищевых цепей: атмосфера-ветер-дождь-почва-растения-животные-человек. Анализируя данные о взаимодействии радионуклидов с компонентами природной среды и организмом человека, необходимо отметить следующее. Радионуклиды естественного происхождения (3H, 7Be, 14C, 22Na, 24Na, 40K, 238U, 232Th) постоянно присутствуют во всех объектах неживой и живой природы, начиная с момента образования нашей планеты. При этом радиационный фон в различных регионах Земли может отличаться  в 10 и более раз. 


В результате производственной деятельности человека, связанной с добычей полезных ископаемых, сжиганием органического топлива, созданием минеральных удобрений и т.п., произошло обогащение атмосферы естественными радионуклидами, причем естественный радиационный фон постоянно меняется.


С момента овладения человеком ядерной энергией в биосферу начали поступать радионуклиды, образующиеся на АЭС, при производстве ядерного топлива и испытаниях ядерного оружия. Таким образом, встал вопрос об искусственных радионуклидах и особенностях их влияния на организм человека. Среди радионуклидов искусственного происхождения выделяют 21 наиболее распространенный, 8 из которых составляют основную дозу внутреннего облучения населения: 14C, 137Cs, 90Sr, 89Sr, 106Ru, 144Ce, 131I, 95Zr.

В результате аварии на Чернобыльской АЭС были выброшены в атмосферу продукты деления, благородные газы, реакторное топливо, графит. Более тяжелые вещества выпали вблизи самой АЭС, а легкие продукты деления в виде радиоактивных облаков были отнесены на север и запад. Самые легкие вещества были подняты на высоту более 1 км, достигли Скандинавских стран и включились в глобальную циркуляцию атмосферы. Общее количество выброшенного радиоцезия составило 140Ч 1015 Бк, а йода-131 – 2Ч 1018 Бк. 

Около 70% радиоактивных веществ, выброшенных из разрушенного реактора в атмосферу, выпало на территорию Беларуси. При этом 23% территории Республики Беларусь (46,5 тыс. км2) с 3668 населенными пунктами оказалось загрязненной цезием-137 более 37 кБк/м2. 

В ядерном реакторе при делении ядерного горючего накапливается большое количество изотопов с массами 80–150 и 130–150 единиц. Из всех изотопов особое внимание следует уделить йоду-131, цезию-134, 137, стронцию-90 и плутонию-239. Радиоактивные йод, цезий и стронций растворимы в воде и могут участвовать в пищевой цепочке человека. Йод-131 имеет период полураспада 8,05 дней, цезий-134 – 2,06 года, цезий-137 – 30 лет, стронций – 29,12 года, плутоний – 24390 лет. Активность радиоактивных изотопов за 10 периодов уменьшается в 1000 раз, до безопасных пределов. 

После аварийного выброса значительная часть радионуклидов аккумулировалась в верхнем слое почвы и теперь почва представляет собой главный источник поступления радионуклидов в сельхозпродукцию. Радиоактивное загрязнение экосистемы в сочетании с выбросом свинца и нитратами создало условия, при которых на протяжении многих десятилетий невозможно нормальное ведение сельскохозяйственного производства и лесного хозяйства. 

При оценке радиоэкологических последствий Чернобыльской катастрофы основополагающими факторами являются следующие обстоятельства: цезий-137 продолжает оставаться в корнеобитаемом слое растений, а следовательно, будет долго потенциально доступен для них; стронций-90 наполовину перешел в свободную форму, стал легко доступен для растений и в большей степени способен включаться в пищевые цепочки, поступать в организм людей и накапливаться там, увеличивая риск для здоровья. Стронций-90 мигрирует по пищевым цепям и накапливается в костной ткани человека. Отложившийся в костной ткани стронций-90 подвергает хроническому облучению костный мозг и органы кровотворения. 

Дети являются критической группой при оценке последствий облучения, поскольку обладают большей радиочувствительностью, как растущие организмы, а особенности их обменных процессов и структура питания создают условия для накопления значительных количеств цезия-137 в их организме и получения более высоких доз облучения, чем у взрослых. Основным источником такого недопустимо высокого накопления радионуклидов в организме детей является потребление местных продуктов питания, содержащих цезий-137 выше допустимых уровней (детское питание всех видов более 37 Бк/кг,л). 


Облучение нарушает химические, биохимические процессы, происходящие в клетках; разрушает клеточные мембраны. Одновременно возможны все виды мутаций: геномные, хромосомные, генные.


При облучении в организме наблюдается снижение общего содержания липидов, их перераспределение между различными тканями с увеличением уровня в крови и печени. Кроме того, наблюдается угнетение ряда антиоксидантов, что в свою очередь способствует образованию токсичных гидроперекисей.


Важнейшим фактором предотвращения накопления радионуклидов в организме людей является питание. Это и употребление в пищу определенных продуктов и их отдельных компонентов. Особенно это касается защиты организма от долгоживущих радионуклидов, которые способны мигрировать по пищевым цепям, накапливаться в органах и тканях, подвергать хроническому облучению костный мозг, костную ткань и т.п. Установлено, что обогащение рациона рыбой, кальцием, фтором, витаминами А, Е, С, которые являются антиоксидантами, а также неусвояемыми углеводами (пектин) способствует снижению риска онкологических заболеваний.  

Для лиц, проживающих на загрязненных радионуклидами территориях, целесообразно включение в рацион питания продуктов с повышенным содержанием белков, продуктов и пищевых добавок, содержащих альгинаты, пектины и пищевые волокна, лакто- и бифидобактерии. Рацион должен быть обогащен кальцием и калием и дополнен специальными витаминно-минеральными пищевыми добавками.

Эффективной мерой радиационной защиты детей является обеспечение их чистыми продуктами питания. Высокую эффективность по ускоренному выведению радионуклидов, тяжелых металлов, нитратов из организма человека показало применение пищевых добавок – пектиновых препаратов, изготовленных в Украине («Яблопект»), Германии («Медетопект»), США («Спирулина») с комплексом поливитаминов и микроэлементов. Имеется разрешение Минздрава РБ на применение пектиновых препаратов в качестве пищевых добавок. 

Известно, что последствия воздействия ионизирующей радиации на организм человека определяется суммарной дозой облучения, полученной с момента аварии на ЧАЭС до настоящего времени. Масштабы последствий облучения можно уменьшить только минимизацией коллективной дозы облучения за счет мер радиационной защиты. 

Правительственная комиссия СССР по ликвидации последствий аварии на ЧАЭС установила Временные нормативы по дозовым нагрузкам: 1986–1987 гг. – 100 мЗв/год, 1988 г. – 30 мЗв/год, 1989–1990 гг. – 25 мЗв/год (50% – внешнее облучение, 50% – внутреннее облучение). Исходя из этих пределов доз с учетом рационов питания Минздравом СССР, а затем и Минздравом Беларуси устанавливались временные допустимые уровни (ВДУ-86, ВДУ-88) и республиканские допустимые уровни (РКУ-90, РДУ-92 и РДУ-96) содержания радионуклидов в продуктах питания. Временные допустимые уровни 1986 г допускали содержание цезия-137 в продуктах питания в среднем в 5 раз выше, чем ВДУ-88 (в питьевой воде и жирах – в 20 раз). Законом РБ «О социальной защите граждан, пострадавших от катастрофы на Чернобыльской АЭС» 1990 года был установлен дозовый предел для населения – 1 мЗв/год. 

Спустя 20 лет после аварии на ЧАЭС основной вклад в дозовые нагрузки населения (80–90%) составляют радионуклиды цезия-137, поступающие с продуктами питания. Главную дозовую нагрузку (>80%) население получает за счет потребления продуктов питания местного производства, растительного и животного происхождения (мясо и молоко), которые входят в повседневный рацион питания (особенно у детей). 

Для обеспечения выполнения требований Закона РБ (1 мЗв/год) целесообразно проведение защитных мероприятий для снижения фактического содержания цезия-137 в молоке до 74 Бк/л, в свинине, птице, рыбе – до 185 Бк/кг, в картофеле и корнеплодах – до 74 Бк/кг, в овощах, бахчевых – до 74 Бк/кг, в фруктах, ягодах садовых и дикорастущих - до 74 Бк/кг. 

Существует также мнение, что с учетом установленного допустимого уровня содержания цезия-137 в детских продуктах питания (37 Бк/кг) и фактического рациона питания детей садового и школьного возраста (данные НИИ санитарии и гигиены Минздрава РБ) дозовый предел для детей должен быть установлен не более 0,3 мЗв/год. 

В соответствии с Законом Беларуси «О правовом режиме территорий, подвергшихся радиоактивному загрязнению в результате Чернобыльской катастрофы» в республике создана сеть государственного радиационного контроля продуктов питания. Во всех министерствах, выпускающих продукты питания, созданы радиологические службы на всех предприятиях, продукция получает радиационный сертификат. Наиболее действенная служба создана Минсельхозпродом на всех мясокомбинатах, хлебокомбинатах, молокозаводах, масло-сыр-заводах, предприятиях переработки овощей и фруктов. Аналогичные службы радиационного контроля созданы в Белкоопсоюзе, Минлесхозе и др. Областные и районные санэпидемслужбы Минздрава РБ ведут выборочный радиационный контроль продуктов питания в общественном производстве и должны обеспечивать представительный и достоверный контроль продуктов у населения. В этом же Законе РБ предусмотрено и создание местных центров радиационного контроля (МЦРК) продуктов питания у населения. 

В настоящих условиях особое значение приобретает приоритетность и концентрирование усилий по радиационной защите населения. Принятие эффективных, экономных и реалистических решений по уменьшению дозовых нагрузок возможно только тогда, когда лица, принимающие решения, имеют адекватную информацию о радиационной ситуации, о радиационной гигиене и способах защиты. При этом наиболее важные решения должны приниматься на уровне села, семьи, отдельного человека. Многочисленные данные свидетельствуют, что население способно защитить себя от значительной доли радиации. В связи с этим, необходимо знать какие культуры и как накапливают радионуклиды, а также быть осведомленным о путях снижения содержания радионуклидов в продуктиах питания. Этими вопросами активно занимается целый ряд исследовательских лабораторий на территории РБ и СНГ.

По степени накопления радионуклидов овощные культуры располагаются в следующем возрастающем порядке: капуста, огурцы, кабачки, томаты, лук, перец сладкий, чеснок, салат, картофель, морковь, свекла, редька, редис, горох, бобы, фасоль, щавель. Из плодово-ягодных культур в большей степени подвержены радиоактивному загрязнению красная и черная смородина, крыжовник, в меньшей степени – земляника садовая, клубника, малина, яблоки, груши, вишня, слива, черешня. 

В вареном мясе (говядина, свинина, баранина и др.) остается 40% радионуклидов от содержащихся их в исходном свежем мясе. В бульоне остается до 60% от содержащегося в исходном мясе цезия-137. 

Соли радиоцезия имеют тенденцию оставаться в водной фазе. Поэтому переработка молока является эффективным способом снижения содержания радионуклидов в конечных молочных продуктах. В исследованиях установлено, что радионуклиды цезия и стронция не связаны с жировой фазой молока. Отсюда, перерабатывая молоко на жирные молочные продукты (сливки, масло), можно существенно снизить поступление радионуклидов в пищевую цепочку. 

При переработке молока на сливки переход цезия-137 составляет 4,5–10% (среднее – 7,5%), на масло – 0,2–1,0% (среднее – 0,5%). При сепарировании молока в сливки даже в производственных условиях переходило до 10% цезия-137 и 2,7–5,2% стронция-90. Получение на сепараторе из молока сливок и последующее разбавление их чистой кипяченой водой – эффективный способ уменьшения содержания цезия-137 в детских продуктах питания. В пахте при этом остается 95% цезия-137 и 93% стронция-90 и такой продукт надо исключать из откорма свиней, птицы. 

При переработке молока в сыры содержание цезия-137 снижается при сычужном сбраживании до 1–5%, при молочнокислом сбраживании – до 10–12%. Конечно, практически все радионуклиды остаются в сыворотке. И естественно, такую сыворотку нельзя использовать для приготовления блинов, оладий и др. 

Картофель освобождают от радионуклидов вымачиванием в течение 3–4 часов в слегка подсоленной воде, при этом выводится до 40% радионуклидов. Тушение очищенной морковки снижает содержание в ней цезия-137 на 50%, очищенной свеклы до 30%, а тушение помидор – до 50%.

Консервирование снижает содержание цезия-137 в шпинате и капусте до 20%; очистка, промывка, кипячение лука – до 50%. Соление, маринование огурцов снижает содержание цезия-137 до 15%, консервирование – до 6% от исходного. 

Основная часть активности грибов может быть выведена при варке в 2%-ном растворе соли (до 20%); при вымачивании как свежих, так и сухих грибов в таком же солевом растворе – до 10–20%, при обваривании кипятком – до 10–40%. 

Помол зерна пшеницы в белую муку снижает содержание цезия-137 до 20–80% от исходного, в темную муку – до 5–10% (а стронция-90 – до 10–20%), в манную крупу – до 15–50%. 

Контрольные вопросы:
1. Назовите радионуклиды естественного и искусственного происхождения.

2. В чем проявляется воздействие радиации на организм человека?

3. Каковы пути предотвращения накопления радионуклидов в организме?

4. Характеризуйте продукты питания по степени накопления ими радионуклидов?

5. Какие существуют пути снижения содержания радионуклидов в продуктах питания?

§ 3.5. Диоксины и диоксинподобные соединения  (полихлорированные ароматические соединения)

Проблема диоксинов привлекла внимание специалистов, занимающихся охраной окружающей среды, сравнительно недавно. Однако сейчас стало очевидно, что ее история насчитывает десятки лет. Уже в 30-х годах появились первые сведения о заболеваниях людей, вызванных воздействием сильных антисептиков – хлорфенолов. Тогда ошибочно полагали, что болезнь, названная хлоракне, происходит не от воздействия диоксинов, которые присутствовали как примеси в хлорфеноле, а от контакта с основным продуктом.


Во время войны во Вьетнаме (1962–1971 гг.) американские войска, пытаясь подавить партизанское движение, широко использовали дефолиант (вызывающий ускоренное опадание листьев деревьев), называемый «agent orange» – «оранжевый реактив». Всего над джунглями было распылено 57 тыс. т этого препарата, в котором, как оказалось, в виде примеси содержалось около 170 кг диоксина. В результате у участников этих событий были отмечены многочисленные заболевания, в том числе и онкологические. Сейчас этот дефолиант известен под названием 2,4-Д (2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота).
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Он находит применение в сельском хозяйстве и в настоящее время, и поэтому выпуск препарата продолжается при тщательном контроле со стороны различных служб, призванных охранять среду обитания и здоровье человека.

Через несколько лет в г.Севезо (Италия) на заводе химических продуктов произошла катастрофа, в результате которой сотни тонн пестицида 2,4,5-трихлорфеноксиуксусной кислоты (2,4,5-T) были распылены в окрестностях предприятия.
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Погибло много людей, а также сельскохозяйственных животных. В выбросе оказалось около 3–5 кг диоксинов как примесей в основном продукте, о чем тогда еще не было известно. Сейчас препарат 2,4,5-T не производят.

После этих событий покров тайны с диоксинов был снят, а научное сообщество осознало важность проблемы, поскольку опасность распространения этого класса суперэкотоксикантов стала очевидной. Появились сообщения о содержании диоксинов как примесей в различных препаратах (гербицидах, хлорфенолах), о накоплении их в водных экосистемах, миграции и т.д. Диоксины стали находить в выхлопных газах автомобилей (1980 год), продуктах сжигания мусора, в грудном молоке женщин (1984 год), в выбросах целлюлозно-бумажной промышленности (1985 год, США, Швеция). Проблема диоксинов приобрела глобальный характер. Хотя микропримеси диоксинов в промышленных продуктах никогда не являлись конечной целью человеческой деятельности, а большая часть из них попадала в среду обитания в результате побочных процессов (при синтезе, например, хлорорганических соединений, в том числе и пестицидов), однако их присутствие в настоящее время в окружающей среде не вызывает сомнений. Можно сказать, что диоксины и родственные им по структуре соединения непрерывно генерируются человеческой цивилизацией и поступают в биосферу. Появилось даже понятие «диоксиновый фон».

Диоксины, являющиеся представителями полихлорированных ароматических соединений,  – высокотоксичные вещества, обладающие мутагенными, канцерогенными и тератогенными свойствми. Они представляют серьезную угрозу загрязнения пищевых продуктов, включая воду.


К полихлорированным ароматическим соединениям (ПАС) относятся полихлорированные дибензо-n-диоксины (ПХДД), дибензофураны (ПХДФ), бифенилы (ПХБ), имеющие в структуре молекул бензольные кольца с атомами хлора в количестве от 1 до 8:
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                        ПХДД                                 ПХДФ                                   ПХБ
В настоящее время идентифицировано 75 изомеров ПХДД, 135 изомеров ПХДФ и 209 изомеров ПХБ с молекулярной массой 186–456. Все эти соединения обладают сходными структурными особенностями, физико-химическими, медико-биологическими свойствами и механизмом токсического действия. ПАС – твердые, бесцветные вещества с Тпл. = 170–340ºС, нелетучие, плохо растворимые в воде (причем с увеличением числа атомов хлора растворимость падает), хорошо растворимые в жирах и органических растворителях, хорошо адсорбируются почвами и донными отложениями. ПАС не взаимодествуют с сильными кислотами и щелочами, не гидролизуются водой, не окисляются кислородом воздуха, термически стабильны. Эти вещества чрезвычайно устойчивы в объектах окружающей среды. Все соединения характеризуются высокой химической устойчивостью, сохраняющейся даже при высокой температуре. В присутствии примесей кислот под влиянием света, например солнечного, соединения сравнительно легко теряют атомы хлора и при этом становятся нетоксичными. При отсутствии органических растворителей этот процесс замедляется, однако при ультрафиолетовом облучении некоторых предшественников диоксинов, например пентахлорфенола, наряду с дехлорированием может происходить образование высокотоксичного изомера диоксина. Время полураспада диоксинов в донных отложениях равно приблизетельно 7 лет, в почве около 10–20 лет, в организме человека – 6–7 лет. 

Группа диоксинов, как говорилось выше, объединяет сотни веществ, каждое из которых содержит специфическую гетероциклическую структуру с атомами хлора (брома) в качестве заместителей. Структура 2,3,7,8-тетрахлордибензо-n-диоксина (ТХДД) включает два ароматических кольца, связанных между собой кислородными мостиками:
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ТХДД – так называемый классический диоксин, действие которого сильнее цианидов, зомана, зорина. ТХДД выбран за эталон онкотоксичности, отличается высокой стабильностью, не поддается гидролизу и оксилению, устойчив к высокой температуре (разлагается лишь при 750ºС), устойчив к действию кислот и щелочей, хорошо растворим в органических растворителях. Растворимость 2,3,7,8-ТХДД  в воде – 19,3 нг/л, но это уже в 1000 раз больше ПДК.

Диоксины являются побочными продуктами производства пластмасс, пестицидов, бумаги, дефолиантов (вызывают опадение листьев у растений; применяются для предуборочного удаления листьев, с целью облегчения механизированной уборки урожая). Диоксины обнаружены в составе отходов металлургии, деревообрабатывающей и целлюлозно-бумажной промышленности. Они образуются при уничтожении отходов в мусоросжигательных печах, на ТЭС; присутствуют в выхлопных газах автомобилей, при горении  синтетических покрытий и масла, на городских свалках. Таким образом, проблема диоксинов приобрела глобальный  характер.

При попадании в окружающую среду диоксины интенсивно накапливаются в почве, водоемах, активно мигрируют по пищевым цепям.

В организм человека диоксины попадают в основном с пищей. Общее количество диоскинов, поступающих в организм человека, составляет от 78 до 119 пг/сутки. Из них 97% поступает в организм  с продуктами питания. Среди основных продуктов опасные концентрации диоксинов обнаруживаются в мясе, рыбе, животных жирах, молочных продуктах (содержание диоксинов будет определяться жирностью этих продуктов, т.к. диоксины – жирорастворимые соединения). Источниками диоксинов могут быть и корнеплоды (картофель, морковь и др.). 36% диоксинов поступает в организм с говядиной, с молоком и молочными продуктами – 24,1% (содержание диоксинов в молоке в 40–200 раз превышает их наличие в тканях животного); со свининой – 12,2%. И только 2,2% диоксинов поступает в организм с воздухом. Болезнетворное действие на организм оказывают количества диоксинов, измеряющиеся в мкг, нг и пг.

Для диоксинов не существует таких норм, как ПДК – эти вещества токсичны при любых концентрациях. Здесь представляется интересным сопоставить ЛД100 (моль/кг) для различных ядов. По этому показателю диоксины и фураны (3,1(10–9)  превосходят самые сильные химические яды: кураре (7,2(10–7), стрихнин (1,5(10–6), цианистый натрий (3,1(10–4), боевое отравляющее вещество диизопропилфосфат (31,6(10–5) и уступают только  природным токсинам ботулинуса (3,3(10–17) и дифтерии (4,2(10–12).

Сейчас признано недопустимым присутствие диоксинов в продуктах питания, воздухе и питьевой воде. Достичь же этого практически невозможно. Поэтому различными службами контроля и охраны окружающей среды и здоровья человека в большинстве развитых стран установлены нормы допустимого поступления диоксинов в организм человека, а также ПДК или уровни их содержания в различных средах (воздухе, воде, почве и т.д.). 


В целом, установление санитарных норм по диоксину в различных странах базируется на различных критериях. В Европе как основной принят показатель онкогенности (т.е. за основу берут возможность возникновения раковых опухолей), в США – показатель иммунотоксичности (т.е. угнетение иммунной системы). Расчет ДСД ведется таким образом, чтобы за 70 лет жизни в организм человека поступило не более 10–11 г/кг (10 пг/кг) в сутки.

В различных странах установлены различные предельно допустимые дозы поступления диоксинов в организм человека. Так, в Германии – 1, Нидерландах – 4, Дании – 5, в Италии, России, Канаде – 10 пг/кг веса. Рекомендация ВОЗ – 10 пг/кг веса.
 Диоксины обладают широким спектром биологического действия на человека и животного. Особенностью поведения диоксинов и фуранов в организме человека является тот факт, что в результате биологических процессов в клетках менее токсичные диоксины в результате дегидрохлорирования могут превращаться в самые опасные из них. В малых дозах диоксины вызывают мутагенный эффект, отличаются кумулятивными свойствами. Диоксины при хроническом и остром воздействии вызывают различные патологические изменения в организме. При отравлении, у людей наблюдаются пищеварительные растройства, головная и мышечная боли. В случае острых отравлений одним из ранних признаков является прогрессирующее снижение массы тела. При хроническом воздействии образуется редкая опухоль – саркома мягких тканей. Последние данные свидетельствуют о значительно более высокой опасности ПХДД и ПХДФ по риску поражения  иммунных систем, а не канцерогенности. Видимо, это объясняет  распространение в районах расположения химических предприятий, производящих хлорорганические вещества, заболеваний вирусным гепатитом, геморраической лихорадкой, разнообразием кишечных инфекций. Опасность диоксинов очень велика и не случайно диоксины и диоксинподобные соединения относят к группе суперэкотоксикантов.

Следует отметить явление синергизма – эффекта воздействия, превышающего сумму эффектов воздействия каждого из факторов. Такими синергистами по отношению к диоксину могут являться: радиация, кадмий, свиней, ртуть, нитраты, хлорфенолы, соенинения серы (II).

В биосфере циркулирует огромное число ксенобиотиков техногенного происхождения, многие из которых имеют исключительно высокую токсичность. Это так называемые суперэкотоксиканты. Хоть данный термин и не является общепризнанным, он все же позволяет выделить из большого числа загрязняющих веществ те, которые представляют наибольшую опасность для человека. Из органических соединений это прежде всего рассмотренные выше полихлорированные диоксины, дибензофураны и бифенилы. К суперэкотоксикантам относят также хлор- и фосфорсодержащие пестициды, полиароматические углеводороды, нитрозамины и др., а из неорганических соединений – ртуть, свинец, кадмий, радионуклиды. Определение суперэкотоксикантов как в объектах окружающей среды, так и в продуктах питания имеет свои особенности.

Определение содержания диоксинов и других суперэкотоксикантов в биологических объектах и окружающей среде является одной из труднейших аналитических задач. Сложность измерений ПАС вызвана не только высокими требованиями к чувствительности (нижний предел обнаружения 10–8–10–13 г), но и аналогичными требованиями к селективности и специфичности метода из-за наличия большого количества конгенеров (например, среди 22 изомеров ТХДД необходимо определить лишь один изомер – 2,3,7,8-ТХДД). 
К отбору проб биологического происхождения, в которых предполагается наличие следовых количеств суперэкотоксикантов, а диоксины являются таковыми, также предъявляются особые требования. Важно, чтобы проба была репрезентативной для всего исследуемого организма (человека и животного). В частности, в пробах крови, взятых из различных органов, часто обнаруживаются существенные различия. По этой причине надо указывать точно условия отбора проб, в том числе и место отбора в организме. Следует учитывать и особенности биологии исследуемых видов, стадию их разделения и степень контактов с природной средой.
Большинство методик отбора проб биологического материала в качестве индикаторных, для оценки загрязнения природных сред  суперэкотоксикантами, рекомендуют следующие виды: хищные млекопитающие – волк, лисица, песец, соболь; рыбы – щука, окунь; двустворчатые моллюски – перловицы, беззубки. В случае обнаружения в них опасных концентраций загрязняющих веществ отбираются пробы тканей и других животных, в том числе массовых охотничьих видов – зайцев, оленей, кабанов и т.д. Обычно отбор тканей млекопитающих производится в зимний период, а для отбора проб тканей рыб их вылавливают в летний период.

Как первая стадия анализа приблизительно в 65% методик применяется экстрагирование. Оно может обеспечивать достаточно полное разделение, хотя всегда существует опасность того, что часть следового компонента не растворится, останется в матрице и, таким образом, будет утеряна. Проконтролировать эффективность экстрагирования довольно трудно, поскольку, как правильно, не существует удовлетворительных стандартов, с твердой матрицей которых следовый компонент связан точно так же, как и определяемое вещество с матрицей образца.


Экстрагирование в аппарате Сокслета уже давно применяется в анализе пищевых продуктов для выделения соединений. Таким путем наряду с частью основных компонентов матрицы обычно весьма полно извлекаются и следовые компоненты. Экстрагирование в аппарате Сокслета достаточно эффективно только в случае пористых и тонко измельченных материалов. Трудно поддаются извлечению следовые компоненты, входящие в состав внутренних кристаллических фаз или стенок толстых биологических мембран. Существует также возможность адсорбции следовых компонентов на измельченном матричном материале. 


Упаривание растворов определяемых веществ, являющееся следующей стадией анализа, также имеет свои особенности. Несмотря на кажущуюся простоту, эта стадия анализа может существенным образом влиять на конечный результат определения, поскольку многие органические соединения обладают заметным давлением пара даже при комнатной температуре. Сообщалось, например, о потерях определяемых веществ при упаривании растворов, содержащих производные нафталина и бифенила. Часто такого рода потери удается учесть путем добавления внутренних стандартов и введения соответствующих поправок.

Выбор методов аналитических измерений во многом определяется принадлежностью экотоксиканта к определенному классу химических веществ и его токсичностью. Аналитические измерения полиароматических соединений (ПАС) в объектах окружающей среды классифицируются как целевой анализ.

Целевой анализ ПАС, как правило, требует использования аутентичных соединений, стандартов и эталонов, для которых известны хроматографические параметры удерживания, коэффициенты чувствительности. Основное требование – достоверная интерпретация, высокая чувствительность детектирования и высокая точность количественного определения, небольшой доверительный интервал и селективная пробоподготовка, сопровождающаяся тщательной очисткой пробы и контролем над степенью выделения из матрицы.

Имеющиеся в мировой практике методы для анализа суперэкотоксикантов хорошо известны и, как правило, ограничены использованием комбинированного метода, сочетающего высокоэффективную газовую и жидкостную хроматографию с масс-спектрометрией низкого разрешения (ГЖХ-МСНР) и высокого разрешения (ГЖХ-МСВР). Требования по специфичности анализа диоксинов можно выполнить, используя ГЖХ, тогда как, используемый в качестве хроматографического детектора масс-спертометр выполняет условия специфичности (моноионного селективного детектирования). Оба метода (ГЖХ-МСНР, ГЖХ-МСВР) обладают наивысшей чувствительностью, способной контролировать присутствие экотоксикантов на фетограммовом уровне. Имеется много примеров использования масс-спектрометрии и ее сочетания с газовой хроматографией для анализа пищевых продуктов.

Такие достоинства масс-спектрометрии, как высокая чувствительность, селективность, анализ проб в разных агрегатных состояниях, быстрота определений, возможность идентификации соединений делают ее незаменимым методом при мониторинге суперэкотоксикантов на различных стадиях исследования.

Основной принцип хромато-масс-спектрометрии состоит в хроматографическом разделении определяемых соединений, их ионизации и детектировании ионов по величине отношения массы у заряду, которые осуществляются в масс-спектрометре.

Как правило, в хромато-масс-спектрометрах используются серийные газовые хроматографы с капиллярными колонками (ГХ – МС). При этом разделение смеси веществ осуществляется методом газовой хроматографии, а масс–спектрометр выполняет роль высокоэффективного детектора. Такой метод определения позволяет достигнуть следующих пределов обнаружения диоксинов в различных матрицах: молоко – 0,1–0,5 нг/л, рыба – 0,1–1,0 нг/кг, жировая ткань 2–10 нг/кг, печень – 1,0 нг/кг.

 
В связи с опасностью накопления диоксинов в организме детей через молоко и молочные продукты Всемирной организацией здравоохранения была разработана международная программа исследований по этой глобальной проблеме. С 1987 г. международные научные группы работают в этом направлении. Сейчас мониторинг диоксинов осуществляется в США, Канаде, Японии, большинстве стран Западной Европы. В России также проводятся подобные работы. В настоящее время пять аккредитованных лабораторий мониторинга диоксинов имеют соответствующие разрешения на его проведение, а результаты их анализа являются официальным документом, характеризующим содержание этого класса суперэкотоксикантов в объектах окружающей среды со всеми вытекающими отсюда последствиями. Следует отметить, что осуществление подобного рода мониторинга требует больших финансовых затрат и усилий многих специалистов. Оборудование для этих целей также применяется достаточно сложное. Здесь используются так называемые тандем-приборы, сочетающие принципы методов газожидкостной хроматографии и масс-спектрометрии. Сначала диоксины извлекают из взятой пробы растворителями, затем после удаления растворителей компоненты пробы разделяют на составляющие на газожидкостном хроматографе и с использованием масс-спектрометра высокого разрешения определяют содержания разделенных диоксинов и сопутствующих им компонентов. Стоимость каждого такого определения достигает 1–3 тыс. долл. США. Конечно, при таких больших затратах массовый мониторинг диоксинов сейчас невозможен, и его проводят в основном в горячих точках – регионах, где назрела экологическая опасность и предполагается их присутствие. Как правило, это места производства и переработки хлорорганических продуктов и территории потенциально опасных химических и нефтехимических предприятий, о чем говорилось выше. Другие, более дешевые методы определения диоксинов не применяют из-за их неэффективности, хотя современная аналитическая химия располагает чувствительными методами и средствами определения веществ на уровне следовых концентраций. Уместно подчеркнуть не только чрезвычайно высокую роль химического анализа в современном мире, но и ответственность аналитика за достоверность данных, по которым оценивают состояние природной среды.

В борьбе с диоксинами уже достигнуты определенные успехи. Это произошло благодаря тому, что не только ученые, но и правительства многих стран осознали опасность общепланетарного отравления среды диоксинами. Во многих странах мира проводится экологический мониторинг по диоксинам в различных отраслях промышленности. В соответствии с полученными данными решаются вопросы совершенствования тех или иных технологических процессов. В качестве основных мер, поволящих снизить уровень диоксинового загрязнения, можно назвать следующие:

· совершенствование технологических процессов  и разработка новых;

·  запрет на внедрение «диоксиновых» производств;

· исключение хлорирования воды;

· сортировка бытовых отходов (США, Западная Европа); 

· реконструкция мусоросжигательных заводов (Япония, Германия, США, Нидерланды), 

· предотвращение эмиссии диоксинов, сокращение производства и потребления хлорсодержащих продуктов.  (Австралия, Канада, Индонезия, Япония и др. отказались от использования ПВХ для производства бутылок, упаковок, игрушек, в строительстве. «Вольво» и «Сааб» уже в 1997 г. отказались от использования ПВХ в производстве автомобилей.)

· обезвреживание отходов, содержащих диоксины (термически или  химически).

Контрольные вопросы:
1. Какие химические соединения относят к диоксинам?

2. Каковы источники и пути попадания диоксинов в организм человека?

3. Характеризуйте воздействие диоксинов на организм человека и допустимые дозы поступления?

4. Каковы пути снижения диоксинового загрязнения?

5. Каковы особенности анализа диоксинов?

6. Какие аналитические методы используются для определения содержания диоксинов?

§ 3.6. Полициклические ароматические углеводороды

ПАУ представляют собой обширный класс химических соединений, насчитывающий более 200 представителей. Они широко распространены в объектах окружающей среды и стабильны в течение длительного времени. ПАУ обладают канцерогенной и мутагенной активностью. 

ПАУ не производятся промышленностью. Канцерогенные ПАУ образуются в природе путем абиогенных процессов. Ежегодно в биосферу поступают тысячи тонн бенз(а)пирена природного происхождения (выделяются из гуминовых компонентов почвы). Большая же часть ПАУ поступает в биосферу за счет техногенных источников  (сгорание нефтепродуктов, угля, дерева, мусора, пищи, табака, причем, чем ниже температура, тем больше образуется ПАУ). 
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                      Хризен                      1,2,5,6-Дибензантрацен                   Тетрафен

Согласно принятой классификации, ПАУ представляют собой органические соединения, основным элементом структуры которых является бензольное кольцо. Помимо незамещенных ПАУ, существует большое число  полициклических соединений, содержащих различные функциональные группы в кольце или в боковой цепи (нитро-, амино,- сульфопроизводные, спирты, альдегиды, эфиры, кетоны и др.) Все соединения  имеют углубление в структуре молекулы, так называемую «Вау»-область, характерную для многих канцерогенных веществ (рис. 2.2.).                       
«углубление» в структуре 
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Бенз(а)пирен
Большинство ПАУ – кристаллические соединения (за исключением некоторых производных нафталина) с высокой температурой плавления. В воде ПАУ плохо растворимы. При переходе к органическим растворителям растворимость ПАУ возрастает и зависит от их молекулярной массы. Как правило, с увеличением числа ароматических колец и алкильных радикалов растворимость ПАУ уменьшается. Следует отметить, что многие хорошо растворяющиеся в воде ПАУ не являются канцерогенами, но под действием УФ-излучения переходят в соединения, остротоксичные для водных организмов.


Большинство ПАУ интенсивно поглощают УФ-излучение (300–420 нм) и быстро фотоокисляются в атмосфере с образованием хинонов и карбонильных соединений. Так, в результате 20-минутного УФ-облучения происходит разложение 84,5% антрацена; 70,7% тетрафена; 52,0% 3,4-бензпирена; 51,5 хризена; 33,6% пирена.

Один из главных показателей токсичности ПАУ – их канцерогенность. Из обычного набора ПАУ, содержащихся в окружающей среде, наибольшую канцерогенную активность имеют бенз(а)пирен и 1,2,5,6-дибензантрацен. Канцерогенной активностью обладают и многие нитропроизводные ПАУ. Например, 1-нитропирен является токсичным мутагенным и канцерогенным веществом. Он попадает в окружающую среду при сжигании каменного угля, а также содержится в выхлопах дизельных двигателей. В результате развития высокочувствительных методов анализа в последнее время наряду с незамещенными ПАУ в окружающей среде и продуктах питания обнаружены их гетероциклические аналоги, иногда более канцерогенные, чем исходные соединения. Их присутствие в смеси с ПАУ может вызвать синергетический эффект.

Канцерогенная активность реальных сочетаний ПАУ на 70–80% обусловлена бенз(а)пиреном. Поэтому по присутствию бенз(а)пирена в пищевых продуктах и других объектах можно судить об уровне их загрязнения ПАУ и степени онкогенной опасности для человека.

Бенз(а)пирен используется в качестве индикатора ПАУ. Его обнаружение свидельствует лишь о факте загрязнения окружающей среды этими соединениями. Для получения реальной картины необходимо знать концентрацию 16 приоритетных веществ, которые формируют фоновое содержание ПАУ в атмосферном воздухе: нафталина, аценафталина, аценафтена, флуорена, фенантрена, антрацена, флуорантена, пирена, хризена, тетрафена, 3,4-бензфлуорантена, 11,12-бензфлуорантена, 3,4-бензпирена, 1,12-бензперилена, 2,3-о-фениленпирена, 1,2,5,6-дибензантрацена.

В группу приоритетных ПАУ для природных поверхностных вод входят шесть представителей данного списка: 3,4-бензпирен и 3,4-бензфлуорантен (сильные канцерогены), 1,12-бензперилен и 2,3-о-фениленпирен (слабые канцерогены), а также неканцерогенные, но токсичные флуорантен и 11,12-бензфлуорантен. Общая концентрация шести приоритеных ПАУ в питьевой воде не должна превышать 0,2 мкг/л. 

ПАУ могут переходить из почвы в растения, корма для животных и затем в пищу человека. Фоновые концентрации бенз(а)пирена в растениях зависят от их способности накапливать ПАУ. В траве концентрации бенз(а)пирена довольно низкие (менее 1 нг/г), хотя в отдельных видах растений они могут достигать 20–30 нг/г. При этом растения усваивают бенз(а)пирен как через корневые системы, так и непосредственно из воздуха – загрязнение листьев и плодов. Так, в капусте содержание бенз(а)пирена заметно выше, чем в помидорах – соответственно 15,6 и 0,22 мкг/кг. В зернах пшеницы бенз(а)пирен обнаружен в количествах от 0,68 до 1,44 мкг/кг. В сушеных фруктах его содержание достигает 23,9 мкг/кг.

Содержание ПАУ в растениях тесно связано с их содержанием в почве. Необходимо следить, чтобы в почву не вносились такие удобрения, как ил, который, как правило, содержит большое количество бензопиренов.

Среднее содержание бенз(а)пирена в морской рыбе находится в диапазоне 0,1–0,2 мкг/кг. Исключение составляют угорь (1,1 мкг/кг) и лосось (5,96 мкг/кг). В речной рыбе содержание ПАУ зависит от степени загрязнения водоема. Так, при концентрации бенз(а)пирена в донном иле 2,1–4,3 мкг/кг в плотве было найдено 0,03–0,04 мкг/кг, а в окуне 0,05–1,9 мкг/кг. Фактор биоконцентрированиия ПАУ в рыбе меньше, чем в водных растениях и донных отложениях.


В пищевом сырье, полученном из экологически чистых растений, концентрация бенз(а)пирена 0,03–1,0 мкг/кг. Условия термической обработки значительно увеличивают его содержание до 50 мкг/кг и более. Полимерные упаковочные материалы могут играть немаловажную роль в загрязнении пищевых продуктов ПАУ, например, жир молока экстрагирует до 95% бенз(а)пирена из парафинобумажных пакетов или стаканчиков. 

С пищей взрослый человек получает бенз(а)пиренаа 0,006 мг/год; в России, только с продуктами питания – 1–2 мг. В интенсивно загрязненных районах эта доза возрастает в 5 и более раз. По другим сведениям, доза поступления бенз(а)пирена в организм человека за 70 лет только с продуктами растительного происхождения с учетом их кулинарной обработки составляет 3–4 мг.

Бенз(а)пирен попадает в организм человека с такими пищевыми продуктами, в которых до настоящего времени существование канцерогенных веществ не предполагалось. Он обнаружен в хлебе, овощах, фруктах, маргарине, в обжаренных зернах кофе, копченостях, жаренных мясных продуктах. Причем его содержание значительно колеблется в зависимости от способа технологической и кулинарной обработки  или от степени загрязнения окружающей среды. В литературе имеются следующие данные о содержании бенз(а)пирена в продуктах питания (табл. 3.5).

О предельных концентрациях, оказывающих на человека канцерогенное действие, нет точных данных, так как локальное действие этих веществ проявляется только при непосредственном контакте. Опыты с животными показали, что при нанесении вещества кисточкой на отдельные участки тела активность проявляют уже количества порядка 10–
Таблица 3.5. – Содержание бенз(а)пирена в различных пищевых продуктах 

	Наименование продукта
	Содержание бенз(а)пирена, мкг/кг
	Наименование продукта
	Содержание бенз(а)пирена, мкг/кг

	Свинина свежая
	Не обнаружено
	Сахар
	0,23

	Говядина свежая
	Не обнаружено
	Мука
	0,2–1,6

	Телятина свежая
	Не обнаружено
	Ржаной хлеб
	0,08–1,63

	Колбаса вареная
	0,26–0,50
	Помидоры
	0,22

	Колбаса копченая
	0–2,1
	Цветная капуста
	24

	Жареная телятина
	0,18–0,63
	Картофель
	1–16,6

	Камбала свежая (сухая масса)
	15
	Кофе умеренно пожареный
	0,3–0,5

	Красная рыба
	0,7–1,7
	Кофе пережареный
	5,6–6,1

	Сельдь холодного копчения
	до11,2
	Сушеные фрукты:
	

	Молоко
	0,01–0,02
	сливы
	23,9

	Сливочное масло
	0–0,13
	яблоки
	0,3

	Подсолнечное масло
	0,93–30,0
	груша
	5,7


100 мкг. При попадании в организм ПАУ под действием ферментов образуют эпоксисоединение, реагирующее с гуанином, что препятствует синтезу ДНК, вызывает  нарушения или приводит к возникновению мутаций, несомненно, способствующих развитию раковых заболеваний.

Нормативы содержания ПАУ  в питьевой воде составлены с учетом их возможного канцерогенного действия. Для стран Европейского сообщества ПДК составляет 0,2 мкг/л, а по рекомендациям ВОЗ – 0,01 мкг/л, по нормативам, принятым еще в СССР, технически допустимая концентрация  – меньше 0,005 мкг/л. 

 Житель больших городов  вынужден вдыхать до 200 мг бенз(а)пирена в год (ПДК для бенз(а)пирена в  воздухе населенных мест – 1 нг/м3 (среднесуточная). Следует отметить, что ежегодная дополнительная  доза курильщика, выкуривающего до 40 сигарет в день, составляет около 150 мг. Для горожан-курильщиков опасность состоит в том, что удвоенное поступление канцерогенов может привести к возникновению рака легких. Это подтверждается многочисленными медицинскими обследованиями курящих и некурящих людей в городах и сельской местности. 


Определение бенз(а)пиренаа в пробах продуктов питания, воздуха и почвы проводят флуоресцентным методом. Методика основана на экстракции ПАУ из проб, фракционировании экстрактов методом ТСХ с последующей идентификацией и количественным определением бенз(а)пирена по спектрам флуоресценции при температуре жидкого азота. Предел обнаружения 10–5 мг/кг.

Контрольные вопросы:
1. Каковы источники и пути попадания ПАУ в организм человека?

2. Характеризуйте воздействие ПАУ на организм человека. 

3. Какие продукты питания содержат наибольшие количества ПАУ и почему?

4. Какие аналитические методы используются для определения содержания ПАУ?

§ 3.7. Пестициды


Пестициды – собирательное название средств, представляющих собой вещества различной химической природы (табл. 3.6) и используемых для борьбы с вредителями и болезнями растений, с сорной растительностью, вредителями зерна и зернопродуктов, древесины, шерсти, кожи, изделий из хлопка, с эктопаразитами домашних животных, с переносчиками заболеваний человека и животных. 
Таблица 3.6. – Структурные формулы некоторых пестицидов

	Структурные формулы пестицидов

	Алахлор 
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К пестицидам относят химические вещества, применяемые для борьбы с различными вредными организмами: растительноядными клещами (акарициды), насекомыми (инсектициды), бактериями (бактерициды), высшими растениями (гербициды), грибами (фунгициды), моллюсками (лимациды), круглыми червями (нематоциды), паразитическими червями у животных (антигельминты), тлей (афицид), личинками и гусеницами (ларвициды) и др. Ядохимикаты также применяются для борьбы с грызунами, переносчиками заразных болезней (энцефалит, малярия, сыпной и возвратный тифы, сонная болезнь и многие другие). В эту группу веществ обычно включают регуляторы роста растений и антисептики, применяемые для предохранения неметаллических материалов от разрушения микроорганизмами, а также вещества, употребляемые для предуборочного удаления листьев с растений (дефолианты), вызывающие обезвоживание тканей растений, что ускоряет их созревание и облегчает уборку урожая (десиканты), предпосевную обработку семян (протравители семян) и др. 


Мировой рынок пестицидов оценивается в сумму около 30 миллиардов долларов ежегодно. Используется более миллиона тонн пестицидов, причем 60% из них – в сельском хозяйстве. Сегодня предлагается выбор из 5000 видов пестицидов и 700 химических ингредиентов. По сравнению с началом 40-х гг., когда были впервые использованы пестициды, их потребление в сельском хозяйстве возросло в десятки раз, а потери урожая из-за насекомых за последние 50 лет увеличились вдвое. Эта статистика ставит под сомнение «эффективность» пестицидов. Интересно, что применение пестицидов привело к развитию 650 видов вредителей, устойчивых к некоторым из этих ядов.

Пестициды подразделяются на два основных класса: хлорорганические и фосфорорганические. 


Хлорорганические пестициды (ХОП) представляют собой хлорпроизводные многоядерных углеводородов (ДДТ), циклопарафинов (гексахлорциклогексан), соединения диенового ряда (гептахлор), алифатических карбоновых кислот (пропанид) и др. Отличительная особенность ХОП – присутствие в молекулах бензольных колец.

К фосфорорганическим производным относятся оединения общей формулы:
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	где:
	X и Y –
	соответственно атом кислорода или серы;

	
	R –
	углеводородная или оксиуглеводородная группа;

	
	Z –
	комплексная органическая группа).



В качестве ФОП применяются сложные эфиры фосфорной (ДДВФ – диметилдихлорвинилфосфат, дибром, гардона), тиофосфорной (тиофос, метафос, метилмеркаптофос, кильваль, роннел и др), дитиофосфорной (карбофос, рогор, фосфамид, фталофосамифос), фосфоновой (хлорофос,) кислот, амиды пирофосфорной кислоты, алкилфосфорной, алкилфосфоновой и фторфосфорной кислоты.

Считается, что в мире сменилось за последнее столетие (эпоху наиболее массового их применения) три поколения пестицидов. Первое из них зародилось почти одновременно с первой мировой войной и составляли его в значительной степени обычные яды, токсичные для человека и позвоночных соединения мышьяка и ртутьорганические соединения, применявшиеся в больших концентрациях.


Появлению и внедрению второго поколения пестицидов способствовала Вторая мировая война. В военное время средства контроля над насекомыми были особенно необходимы, так как было много паразитов – вши, блохи, клопы, способствующие возникновению эпидемий. Поэтому широкое распространение получили впервые примененные для борьбы с насекомыми хлорорганические пестициды, в том числе, такие как ДДТ и гексахлоран, он же 1,2,3,4,5,6-гексахлорциклогексан (ГХЦГ). Инсектицидом, собственно, является гамма-изомер ГХЦГ – линдан. Тогда же появились и хлорорганические пестициды, ряд которых – альдрин, дильдрин, гептахлор, хлордан, являются наиболее опасными загрязнителями окружающей среды. К хлорорганическим соединениям также относятся несколько получивших широкое распространение гербицидов, в том числе, применяющийся до сих пор, 2-4-Д. Для хлоорганических пестицидов характерна высокая устойчивость в объектах окружающей среды. Так, период полураспада в почве большинства хлоорганических пестицидов превышает 1,5 года, а в случае ДДТ и дильдрина – 15–20 лет.


Другой класс соединений, к которому относятся многие пестициды второго поколения, – фосфорорганические соединения, в том числе эфиры тиофосфорной кислоты. Среди соединений этого класса – инсектициды октаметил, тиофос, меркаптофос. К этому поколению пестицидов относятся так же карбаматные гербициды и инсектициды, производные мочевины гербицидного действия, различные синтетические фунгициды, бактерициды, зооциды, нематоциды.


Отрицательные последствия применения пестицидов второго поколения обнаружились уже в 1950-е гг. Интересна судьба открытого в 1939 г. швейцарцем Паулем Мюллером инсектицида ДДТ. (Препарат токсичен, ЛД50 – 200 мг/кг, ПДК в воде 0,1 мг/л, допустимые остатки в овощах и фруктах – 0,5 мг/кг, в других продуктах не допускается.)  ДДТ сыграл огромную роль в борьбе с малярией, и в 1948 г. Мюллер был удостоин Нобелевской премии в области медицины за свое открытие. Однако, уже начиная с 1950 г., начали поступать сообщения о токсических свойствах ДДТ и реальной угрозе с его стороны для здоровья человека. Благодаря своей стойкости и летучести (период обращения вокруг Земли составлял всего 3–4 недели), ДДТ оказался одним из первых глобальных загрязнителей. Он был обнаружен на всех континентах, в том числе и в Антарктиде. Его способность аккумулироваться и передаваться по пищевым цепям привела к тому, что он был обнаружен в жировом слое пингвинов и в грудном молоке женщин. Все это способствовало тому, что уже в 60-х гг. в большинстве стран препарат был запрещен (в СССР с 1970 г). 

 
Это стало толчком к появлению третьего поколения, состоящего в основном из синтетических пиретроидов и гормональных препаратов. Пиретроиды – это синтетические соединения, характер и механизм действия которых сходен с природными веществами – пиретринами (пиретрины, содержащиеся в цветках ромашек рода пиретрум (хризантемум), использовали еще в армии Александра Македонского для борьбы с паразитами человека). Основные их отличительные особенности – способность к более быстрому разрушению в окружающей среде, но при этом более высокая токсичность, позволяющая уменьшить нормы расхода. Благодаря этому уменьшается содержание остатков пестицидов в сельскохозяйственных продуктах, но зато повышается вероятность несчастных случаев при их применении (согласно отчету Всемирной организации здравоохранения от 1988 г., число таких несчастных случаев достигает миллиона ежегодно – впрочем, эта оценка считается чрезвычайно заниженной).

По данным американских ученых, 60% всех гербицидов, 90% фунгицидов и 30% инсектицидов вызывают опухоли у животных. Многие из них помимо высокой токсичности обладают ярко выраженными кумулятивными свойствами, последствия которых проявляются в изменении иммунологического статуса организма, мутагенном и тератогенном действии.

Пестициды подразделяются по принятой в России классификации токсичности при введении в желудок экспериментальным животным на:

· особо токсичные – с ЛД50 до 50 мг/кг, 

· высокотоксичные – с ЛД50 до 50–200 мг/кг, 

· среднетоксичные – с ЛД50 200–1000 мг/кг и 

· малотоксичные – с ЛД50 более 1000 мг/кг.

Отравления людей пестицидами разделяются на острые и хронические, и оценить количественно те и другие чрезвычайно сложно. Хронические отравления вообще пока не поддаются количественной оценке. По оценке американских исследователей, до 40% людей, профессионально связанных с производством и применением пестицидов, судя по биохимическим показателям крови, имеют признаки серьезного отравления. Это, однако, не единственная группа риска, подвергающаяся опасности со стороны пестицидов. К ним относятся также люди, живущие в окрестностях мест применения пестицидов; потребители, получающие пестициды в продуктах питания; те, кто пьет воду из источников, находящихся рядом с захоронениями неиспользованных и запрещенных пестицидов, и другие. 
В 1960-е гг. основным источником  отравления пестицидами  являлись ртутьорганические пестициды, поражающие у человека в первую очередь нервную систему, затем на смену пришли хлорорганические пестициды. До настоящего времени из их числа остался среди используемых гранозан. Наиболее токсичны из этого класса пестицидов альдрин (ЛД50 40–50 мг/кг), дильдрин (ЛД50 25–50 мг/кг), ГХЦГ, полихлорпинен, линдан (ЛД50 25–200 мг/кг), хлориндан и ДДТ. Все это яды разностороннего воздействия, поражающие нервную систему, печень, почки, сердце, органы внутренней секреции. 


Механизм токсического воздействия хлорпроизводных углеводородов на организмы еще не ясен. Ряд авторов полагают, что при отравлении ими нарушается тканевое дыхание. Механизм токсического действия ХОП связывают также с изменением ряда ферментных систем, в частности они блокируют SH-группы тканевых белков, нарушают биосинтез белка. Известно, что ХОП растворяются в жировой оболочке, окружающей нервные волокна, и влияют на перенос ионов в волокна и из них. Этот процесс очень важен для передачи нервных импульсов. Нарушения в движении ионов выражаются в появлении содроганий и конвульсий, приводя к смерти. Для млекопитающих ХОП особенно опасны способностью воздействия на репродуктивную функцию. Некоторые ХОП способны нарушать также структуру генетического аппарата. При высокой устойчивости в природе и широком распространении действие ХОП во многом аналогично действию диоксинов и дибензофуранов.


Среди фосфорорганических пестицидов наиболее опасными являются меркаптофос, метилмеркаптофос, октаметил, бутифос, трихлорметафос, метафос (ЛД50 35 мг кг), тиофос (ЛД50  6–50 мг/кг). Все эти вещества ныне запрещены, хотя многие из них – лишь недавно, и запреты долгое время нарушались. Продолжает использоваться инсектицид метафос, ставший причиной массовых отравлений в Гватемале и Никарагуа.


Если механизм действия, патогенез и принципы терапии отравлений хлор- и фосфорорганическими соединениями хорошо известны, то про адонис, представитель пиретроидов, мало кто знает, что это высокотоксичный препарат с ЛД50 для крыс 100 мг/кг. Токсикодинамика и токсикокинетика его в организме сельскохозяйственных животных не изучены, антидоты не известны. 


Потенциальную опасность пиретроидов врачи явно недооценивают. Общепризнанно мнение, что это малотоксичные и быстро разлагающиеся в объектах окружающей среды, организме животных и человека соединения. Однако экспериментальные данные свидетельствуют о том, что лишь у насекомых быстро вырабатывается устойчивость к этим препаратам. Для сельскохозяйственных животных и человека  они более опасны.


Синтетические пиретроиды – это нейротропные яды. Накопление их в меньшей степени происходит в стволовой части, а больше в ингибиторных синапсах переднего мозга. Мишенью для этих препаратов являются натриевые каналы, которые переходят в пролонгированное открытое состояние, ведущее к возбуждению нервной системы. По мнению ряда авторов, пиретроиды более токсичны, чем фосфорорганические соединения и карбаматы.

Каждый день в мире происходит около  3000 случаев отравления пестицидами. Это более миллиона отравлений в год химическими веществами, загрязняющими воздух, почвы, воду и продукты. В 2005 году страны ЕС начали пытаться ввести единые стандарты в оценке опасности химических веществ, попадающих в продукты питания, и единую маркировку для продуктов питания. 


Спектр оказываемого вредного влияния пестицидов, особенно хлорорганических, для здоровья человека очень широк: от острого отравления до мутагенной их активности. Пестициды – одна из причин вымирания видов. Являясь фактором отбора, они обладают способностью повреждать генетический аппарат клетки и вызывать мутации. Даже небольшие эволюционные сдвиги приводят, в конце концов, к изменению в генетической системе организма, а затем и к изменению поведения, что может повлиять на дальнейший ход эволюции. Известно, что ДДТ нарушает численность популяций некоторых микроорганизмов, а это может приводить к изменениям видового разнообразия сообществ и разрывам пищевых цепей.

Организация по защите окружающей среды допускает, что из 320 пестицидов, разрешенных к применению в агрономии, по меньшей мере, 66 – предполагаемые канцерогены. Многие из этих пестицидов смешиваются с 1200 нейтральными ингредиентами, состав которых производители не обязаны разглашать, ссылаясь на «коммерческую тайну». Для 800 из них до сих пор не установлены уровни токсичности, они предположительно являются канцерогенами.


Во многих странах действует автоматизированный мониторинг, обеспечивающий информацию об уровнях пестицидов и других хлорорганических соединений в продуктах питания. При мониторинге, в большинстве стран, определяются остаточные количества более 150 пестицидов, относящиеся к 45 группам, в более чем 260 видах пищевых продуктов. Результаты продолжительного мониторинга показывают возрастание общего содержания пестицидов в продуктах растительного и животного происхождения. Особенно это касается таких продуктов, как картофель, лук, капуста, помидоры, огурцы, морковь, свекла, яблоки, виноград, пшеница, рыба прудов и водохранилищ, молоко. Причем повышение допустимого уровня содержания пестицидов в 5 и более раз следует понимать как экстремальное загрязнение, а оно наблюдается, к сожалению, в широком ассортименте продуктов питания.


Максимально допустимые уровни содержания пестицидов в некоторых растительных и животных пищевых продуктах приведены в «Медико-биологических требованиях и санитарных нормах качества продовольственного сырья и пищевых продуктах», утвержденных 1.08.89 № 5061-89. Особенно строгий контроль должен быть за содержанием пестицидов в продуктах, предназначенных для детского и диетического питания. В таблице 3.7. приведены предельно допустимые остаточные количества некоторых пестицидов в продуктах питания.

Таблица 3.7. – Предельно допустимые остаточные количества некоторых пестицидов в продуктах питания

	Наименование пестицида
	Наименование пищевого продукта
	Допустимое остаточное кол-во в мг/кг

	Гексахлоран 

(смесь изомеров гексахлорциклогексана)
	Молоко, мясо,яйца, масло. Все остальные пищевые продукты.
	не допускается

1,0

	Гербициды группы 2,4-Д
	Все пищевые продукты
	не допускается

	Гептахлор
	Все пищевые продукты
	не допускается

	ДДД
	Зерно 

Овощи, фрукты
	3,5 

7,0

	ДДТ
	Овощи, фрукты

Все остальные продукты
	0,5

не допускается

	Карбофос
	Овощи, фрукты и др. продукты

Зерно
	1,0

3,0

	Меркаптофос
	Зерно

Плоды
	0,35

0,7

	Метафос
	Все пищевые продукты
	не допускается



Сегодня без применения пестицидов не решить проблем уничтожения ряда насекомых и повышения урожайности, поэтому очень важен контроль за производством и применением пестицидов со стороны различных ведомств и организаций, а также информация населения о неблагоприятном воздействии этих соединений на организм человека. Однако в решении проблемы, связанной с негативным влиянием пестицидов на организм человека, существуют свои объективные трудности. Пестициды, поступающие в организм с пищевыми продуктами, подвергаются биотрансформации, и это затрудняет их обнаружение и осложняет раскрытие механизмов воздействия на человека. Кроме того, промежуточные продукты биотрансформации бывают более токсичны, чем первоначальный пестицид, и, в связи с этим, огромное значение приобретает опасность отдаленных последствий. Особую тревогу специалистов вызывает отсутствие чувствительных и хорошо воспроизводимых в лабораторных условиях методов определения остаточных количеств пестицидов вообще, и синтетических пиретроидов в частности.


В условиях расширяющегося рынка пестицидных препаратов существующие методы определения остаточных количеств пестицидов в объектах окружающей среды, продуктах растительного и животного происхождения распространяются лишь на малую часть применяемых пестицидов. 


Используемые в практике методы испытаний, как правило, нуждаются в тщательной экспертизе и стандартизации. Большинство из них разработано на низком техническом уровне, многие методы трудоемки, длительны и не позволяют получать достоверную информацию о массовой концентрации этих веществ в объектах исследования. В результате при использовании официально утвержденных методов определения пестицидов в токсикологических лабораториях станций защиты растений, агрохимических, ветеринарных лабораториях и лабораториях других министерств и ведомств часто получают разноречивые результаты. 


Это связано с отсутствием стандартных образцов пестицидов, что обусловливает построение калибровочных кривых на основе технических препаратов, и с низкой воспроизводимостью в условиях наших лабораторий методик, предлагаемых фирмами-производителями, и с несовершенством используемых методов математической обработки полученных результатов.

Методы определения пестицидов. Поиск оптимальных методов анализа пестицидов – одна из важнейших проблем аналитической химии. С современных позиций к ним, в первую очередь, относятся капиллярная газовая хроматография (ГХ), высокоэффективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ), тонкослойная хроматография (ТСХ) и капиллярный электрофорез (КЭ). Эти методы обладают высокой разделяющей способностью, необходимой при анализе многокомпонентных образцов, и высокой чувствительностью, позволяющей определять пестициды на уровне концентраций 1 мкг/дм3 и ниже. 

 Выбор конкретного метода анализа во многом определяется самой аналитической задачей. К типичным задачам можно отнести следующие: 

−определение пестицидов на разных стадиях их производства, приготовления готовых форм, при их хранении; 

−определение остаточных количеств пестицидов в сельскохозяйственной продукции, в почве и в природных водах; 

−определение пестицидов в биологических образцах; 

−определение пестицидов в продуктах питания, в атмосфере, в питьевой воде. 


Две последние задачи являются наиболее сложными, так как они требуют одновременного определения не заведомо известных веществ, а набора соединений из всего списка применяемых на практике пестицидов, количество которых превышает 1000 названий. Задачи такого типа иногда называют скриннинговыми. Их решают, главным образом, с помощью метода ГХ с масс-спектрометрическим детектированием (ГХ-МС), когда идентификация пестицидов осуществляется по заранее созданной библиотеке масс-спектров. 


Учитывая большое разнообразие пестицидов при выборе методов их определения предпочтение, очевидно, надо отдавать «универсальным» методикам. Лаборатория, работающая по принципу «для каждого вещества свой метод анализа», может обеспечить высокую производительность лишь только по отношению к относительно малому количеству веществ. Переход от одной группы пестицидов к другой требует больших затрат времени на перестройку и калибровку приборов, приготовление стандартов и пр. 


Рассматривая химико-аналитические методы с точки зрения их «универсальности» по отношению к анализу пестицидов, можно сделать следующие замечания. 

 
Метод ТСХ достаточно чувствительный и простой в исполнении, однако в силу своей относительно невысокой разрешающей способности «универсальным»  быть не может. 

 
Метод ГХ обладает очень высокой разрешающей способностью, но его применение ограничивается термической лабильностью ряда пестицидов и необходимостью привлекать различные способы химической дериватизации многих пестицидов для повышения их летучести. 

 
Метод капиллярного электрофореза, имея высокую разрешающую способность, не обеспечивает приемлемую концентрационную чувствительность и требует весьма высокую степень концентрирования образца, что часто нельзя осуществить из-за ограниченной растворимости пестицидов. 

 
Метод ВЭЖХ обеспечивает для решения многих задач достаточное разрешение, не требует, как правило, предварительной дериватизации и пригоден для анализа термолабильных пестицидов. В сочетании с ГХ он позволяет решить практически все задачи, и именно эти два метода нашли наибольшее распространение в современной экологической аналитической химии. 

 Пестициды, как уже говорилось, отнесены к приоритетным экотоксикантам, и поэтому, должны находиться под постоянным контролем в объектах окружающей среды. Мониторинг пестицидов предусматривает их количественное определение в широком интервале концентраций, включающем уровень фона. Среди методов анализа, которые применимы к определению пестицидов, в первую очередь относятся высокоэффективные варианты газовой и жидкостной хроматографии. 

Высокоэффективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ) – один из самых информативных аналитических методов. Он широко используется во всех развитых странах, но, по сравнению с другими физико-химическими методами анализа, требует весьма высокой квалификации персонала, а стоимость одного анализа достигает нескольких десятков и даже сотен долларов США. Таким образом, упрощение самой процедуры ВЭЖХ-анализа и снижение ее стоимости предоставляется важной задачей. 

Указанные недостатки ВЭЖХ обусловлены тем, что для каждого пестицида (или группы пестицидов) нормативные документы регламентируют свой «уникальный» вариант ВЭЖХ-анализа. Это приводит к необходимости часто перестраивать хроматограф, что занимает много времени и требует определенного опыта. Кроме того, аналитическая лаборатория, выполняющая анализы с привлечением многих разных методик, вынуждена содержать целый склад дорогостоящих колонок, органических растворителей и стандартных образцов пестицидов. 


К пестицидам, определяемым в мировой практике методом ВЭЖХ, относятся труднолетучие и термолабильные соединения. К ним относятся атразин, симазин,  хлорпрофам, линурон, хлортолурон, алахлор, трифлюоалин.


В анализе пестицидов используются особые методы пробоподготовки, которые  представляется полезным рассмотреть более подробно.



Жидко-жидкостная экстракция (ЖЖЭ) – классический способ извлечения пестицидов из водных образцов. Обычно проводят повторяющуюся несколько раз экстракцию из 500–1000 мл водного образца в делительной воронке. Наиболее популярным растворителем является дихлорметан. Он способен экстрагировать соединения с различной полярностью и легко упаривается. Методы Агентства по охране окружающей среды США (ЕРА US) 8120 и 8140  используют ЖЖЭ с помощью дихлорметана для определения в воде 15 хлорорганических и 21 фосфорорганических пестицидов. Для извлечения гербицидов – производных карбоновых кислот – исходную воду подкисляют до рН<2 и затем экстрагируют неионизованные молекулы диэтиловым эфиром или дихлорметаном. 


Классическая ЖЖЭ трудно автоматизируется, требует больших объемов токсичных растворителей и весьма продолжительна по времени. Разделению слоев растворителей при анализе сильно загрязненных вод часто мешает образование устойчивых эмульсий. В таких случаях рекомендуют одиночную длительную ЖЖЭ делительной воронке объемом 1л c растворителем, тяжелее воды. 


Хотя классическая ЖЖЭ имеет много недостатков, она продолжает совершенствоваться. Так появилась микроЖЖЭ, разработаная как альтернативный метод для определения гербицида алахлор и двух его метаболитов. Принцип микроЖЖЭ – экстракция из большого объема воды (400 мл) очень маленьким объемом растворителя (500 мкл толуола) – может быть применена в качестве подготовки пробы для анализа методом ГХ без стадии испарения, что важно для определения высоколетучих соединений. В сравнении с твердофазной экстракцией этот метод подготовки пробы быстрее и дешевле. 


Большое число разных гербицидов (фенилмочевины, триазины, динитроанилины, хлорацетамиды и урацилы) экстрагируют из пищевых продуктов механическим встряхиванием или гомогенизацией с органическими растворителями, такими как метанол, ацетонитрил, часто смешанными с водой дихлорметаном или этилацетатом, иногда при кислом значении рН. 


Высокополярные гербициды, такие как глифосат, нерастворимы в большинстве органических растворителей и их экстрагируют водой или водой с хлороформом, иногда при кислом значении рН. При этой процедуре другие растворимые в воде компоненты (аминокислоты, аминосахара и др.) экстрагируются также. Их присутствие мешает определению глифосатов и делает необходимой очистку экстрактов, которая чаще всего осуществляется на ионообменных хроматографических колонках. 


Бипиридиновые пестициды (дикват и паракват – четвертичные аммониевые соединения) обычно экстрагируют из матриц дефлегмацией или нагреванием с серной или с соляной кислотами, после чего проводят твердо-фазную экстракцию и хроматографию. 


Твердофазная экстракция (ТФЭ) как метод подготовки образцов известна уже 50 лет. Ее преимущества: экономия времени и растворителей, исключение опасности образования эмульсий, возможность выделения следовых количеств аналита, возможность автоматизации. Особенно часто ТФЭ применяют при анализе природных вод. 

ТФЭ активно применяют для определения триазиновых пестицидов и продуктов их распада – гидрокси-s-триазинов, гербицидов – производных мочевины, N-метилкарбаматов и их полярных метаболитов, хлорорганических и фосфорорганических инсектицидов, полярных пестицидов пиретроидов, триазольных и пиримидиновых пестицидов. Разработаны методы ТФЭ многокомпонентных смесей, включающие большое число пестицидов различных классов. Для повышения эффективности экстракции полярных пестицидов иногда применяют колонки со смесью двух сорбентов, например фаз С18 и Фенил. 

При ТФЭ кислот на фазах С18 для уменьшения потерь раствор образца целесообразно подкислить до рН<2. Для ТФЭ неионных соединений иногда применяют графитированные сорбенты и фазы, представляющие собой макросетчатые стирол-дивинилбензольные полимеры. Для пестицидов триазиновой группы, производных мочевины и группы феноксикислот успешно используют картриджи с активированной графитированной сажей Carbopack B, ионообменные смолы в ацетатной форме и фазу пропил-NH2. Для ТФЭ фосфорорганических пестицидов применяют мембранные диски из полистирол-дивинилбензола типа «XAD». 


Сверхкритическая жидкостная экстракция (СКЖЭ) является относительно новым методом, применяемым для извлечения веществ с помощью специальных экстрагентов – «сверхкритических» жидкостей. Такими экстрагентами могут быть жидкие СО2, NH3, пропан, бутан и др. Перечисленные газы переходят в жидкое состояние при высоких давлениях, поэтому СКЭЖ проводят в автоклавах. После окончания экстракции давление в автоклавах сбрасывают до атмосферного, газ-экстрагент улетает, и в автоклаве остаются только экстрагированные вещества. Их растворяют в подходящих растворителях и растворы анализируют. 

 СКЖЭ используется главным образом для анализа различных классов пестицидов в почвах, тканях животных и растений. Регулируют эффективность экстракции путем добавок к экстрагенту других растворителей. Наиболее распространенный сорастворитель, добавляемый к углекислоте – метанол. Его добавление позволяет преодолеть матричные эффекты, когда пестициды, прочно связанные с матрицей, чистой углекислотой не экстрагируются. Кроме этого, добавка метанола или ацетона повышает растворимость в углекислоте полярных соединений. 

 
Прямая СКЖЭ редко используется для экстракции аналитов из водной матрицы. Ограничение метода связано с проблемой образования льда и с проблемой удаления воды 


 По окончании пробоподготовки количественное определение пестицидов осуществляют методом ВЭЖХ и часто с УФ-детектором.
Контрольные вопросы:
1. Дайте определение пониятию «пестициды».

2. Классификации пестицидов по каким признакам вы знаете?

3. Характеризуйте ХОП, ФОП и пиретроиды по их токсическому воздейстию на организм, распространенности и устойчивости в окружающей среде?

4. Каковы механизмы токсического воздействия различных классов пестицидов на организм человека?

5. Какие особые методы пробоподготовки используются при определении пестицидов?

6. Какие аналитические методы используются для определения содержания пестицидов в продуктах питания?

§ 3.8. Нитраты, нитриты, нитрозоамины


Нитраты широко распространены в природе, они  являются нормальными метаболитами любого живого организма, как растительного, так и животного, даже в организме человека образуется и используется в обменных процессах более 100 мг нитратов. Тем не менее, мы постоянно слышим об опасности нитратов.

Главной причиной всех негативных последствий являются не столько нитраты, сколько их метаболиты – нитриты. Нитриты, взаимодействуя с гемоглобином, образуют метгемоглобин, не способный переносить кислород. В результате уменьшается кислородная емкость крови и развивается гипоксия (кислородное голодание). Для образования 2000 мг метгемоглобина достаточно 1 мг нитрита натрия. В нормальном состоянии у человека содержится в крови около 2% метгемоглобина. Если содержание метгемоглобина возрастает до 30%, то появляются симптомы острого отравления (одышка, тахикардия, цианоз, слабость, головная боль), при 50% метгемоглобина может наступить смерть. Концентрация метгемоглобина в крови регулируется метгемоглобинредуктазой, которая восстанавливает метгемоглобин в гемоглобин. Метгемоглобинредуктаза начинает вырабатываться у человека только с трехмесячного возраста, поэтому дети до года, и особенно до трех месяцев, перед нитратами беззащитны. 
 
В литературе, посвященной химизму нитратов, нет сообщений о выделении нитритов из организма человека. Н.И. Опополь считает, что основная их часть идет на образование метгемоглобина. Доказано, что даже при больших концентрациях нитратов в крови (2215 мг/кг) содержание метгемоглобина составляет только 2,1–4,5%, что намного меньше опасных концентраций. Содержание меггемоглобина возрастает до опасных значений только при поступлении в кровь нитритов. Восстанавливают нитраты в нитриты различные микроорганизмы, заселяющие преимущественно кишечник. Степень восстановления нитратов, как и при хранении продуктов, зависит от тех же факторов: количества нитратов в продуктах и условий жизнедеятельности микроорганизмов. Для развития кишечной микрофлоры благоприятна слабощелочная и нейтральная среда. Наиболее чувствительны к нитратам люди с пониженной кислотностью желудка. Это дети до года и больные гастритом и диспепсией. У таких людей микрофлора толстого кишечника может проникать в желудок, и тогда резко увеличивается процент восстановления нитратов по сравнению со здоровыми людьми.   

   
 Если до 60-х годов главной опасностью неумеренного использования нитратных удобрений считалась метгемоглобинемия, то сейчас большинство исследователей считают главной опасностью рак, в первую очередь рак желудочно-кишечного тракта. В присутствии нитритов практически из любых продуктов, как в желудке, так и в кишечнике могут синтезироваться канцерогенные нитрозамиды и нитрозамины. 
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где R1 и R2 – алкильные, арильные, гетероциклические радикалы
Восемьдесят процентов образующихся нитрозоаминов обладают канцерогенным, мутагенным, тератогенным действием, причем канцерогенное действие этих соединений определяющее. Нитрозоамины могут образовываться и в окружающей среде, так, с питьевой водой человек получает 0,01 мкг нитрозосоединений в сутки. В результате технологической обработки сырья, полуфабрикатов (интенсивная термическая обработка, копчение, соление, длительное хранение) образуется  широкий спектр нитрозосоединений. Кроме этого, как уже говорилось, нитрозоамины образуются в организме человека в результате эндогенного синтеза из предшествен​ников (нитратов, нитритов).

Наибольшее распространение получили такие нитрозосоединения как N-нитрозодиметиламин (НДМА), N-нитрозодиэтиламин (НДЭА), N-нитрозодипропиламин (НДПА), N-нитрозодибутиламин (НДБА), N-нитрозопиперидин (НПиП), N-нитрозопирролидин (НПиР).

Основными источниками поступления нитратов и нитритов в организм человека являются, в первую очередь, растительные продукты и питьевая вода. И поскольку нитраты являются нормальным продуктом обмена азота в растениях, нетрудно предположить, что их содержание зависит от следующих факторов:

· индивидуальных особенностей растений; существуют так называемые растения «накопители» нитратов, это в первую очередь, листовые овощи (салат, шпинат), а также корнеплоды, например, редис, свекла;

· степени зрелости плодов; недозрелые овощи, картофель, а также овощи ранних сроков созревания могут содержать нитратов больше, чем достигшие нормальной уборочной зрелости;

· возрастающего и часто бесконтрольного применения азотных удобрений (неправильная дозировка и сроки внесения);

· использование некоторых гербицидов и дефицит молибдена в почве нарушают обмен веществ в растениях, что приводит к накоплению нитратов.

Интересно, что нитраты неравномерно распределяются в пределах различных частей растения. Поскольку источник поступления нитратов в растения один – внешняя среда, то чем ближе к корням и чем богаче органы растения проводящими системами, тем больше в них нитратов. В стебле, черешках и главных жилках листьев, в корнеплодах, особенно в центральной части. Нитратов мало в самих тканях, бутонах, цветках, плодах и семенах. Плоды могут содержать значительно меньше нитратов, чем другие части растений. Особенно это характерно для томатов, кабачков, початков кукурузы, зеленого горшка. В наружных листьях капусты нитратов в 2 раза больше, чем в центральной части качана. При удалении с плода огурца кожицы, содержание нитратов уменьшается в 2 раза. В недозревших овощах нитратов оказывается намного больше, чем в созревших.

Выше  говорилось об общей закономерности накопления нитратов. Однако у различных растений есть и свои индивидуальные особенности. Известны, так называемые,  «накопители» нитратов. К ним относятся зеленые овощи: салат, ревень, петрушка, шпинат, щавель, которые могут накапливать до 200–300 мг нитратов в 100г зелени. Свекла и редис могут шокирующие значения нитратов. В таблице 3.8 приводятся литературные данные по обнаруживаемому содержанию нитратов в некотрых продуктах питания. Следует отметить, что вопрос загрязнения нитратами продуктов питания и питьевой воды исследутеся на кафедре аналитической химии Белгосуниверситета профессором Е.М.Рахманько.  В результате исследований выяснилось, что литературные данные оказываются не такми уж и страшными по сравнению с реальной ситуацией. Так, Е.М.Рахманько анализировались образцы: свеклы, содержащей нитратов более 10000 мг/кг при ПДК 1400 мг/кг; редиса – более 6000 мг/кг. 
Таблица 3.8. – Содержание нитратов в некоторых видах продуктов 

(данные иститута питания РАМН)

	Наименование продукта
	Содержание нитратов, мг/кг
	Наименование продукта
	Содержание нитратов, мг/кг

	Свекла
	39–7771
	Шпинат
	621–2417

	Редис
	41–4527
	Щавель
	53–875

	Редька
	98–2731
	Арбуз
	6–94

	Капуста ранняя (свежая)
	509–1010
	Соки плодово-ягодные (конс.)
	0–56

	Капуста поздняя (свежая)
	14–3467
	Соки  овощные (консервир.)
	10–108

	Капуста квашеная
	46–320
	Яблоки
	2,7–55

	Картофель
	4–1218
	Слива
	2,5–3,1

	Морковь
	15–900
	Клюква
	2,5–3,3

	Огурцы (закрытый грунт)
	67–765
	Черника
	2,6–4,0

	Огурцы соленые
	83–120
	Молоко 
	1,1–14,0

	Помидоры
	3–365
	Творожные изделия
	1,5–6,5

	Кабачки
	291–672
	Говядина свежая
	0–4,0

	Укроп
	30–4074
	Колбаса «Докторская»
	2,4–5,8

	Петрушка 
	388–2022
	Рыба речная
	3–43

	Лук перо
	701–968
	Рыба морская
	14–21

	Перец сладкий
	10–517
	


Результаты анализа питьевой воды тоже неутешающие: в образцах воды, отобранных из скважин за пределами г. Минска, стабильно обнаруживается 50–90 мг/л нитратов, а в образцах воды из колодцев – 400-1500 мг/л при ПДК нитратов в питьевой воде 45 мг/л, а для детей – 10 мг/л!


Для сравнения реально обнаруживаемого содержания нитратов  с предельно допустимым, ниже приводятся установленные в РБ  значения ПДК нитратов для овощей и фруктов (табл. 3.9).

Таблица 3.9. –  Предельно допустимые концентрации нитратов в продуктах растениеводства

	Продукт
	Содержание, мг/кг

	Kартофель
	250

	Kапуста белокочанная ранняя
	900

	Kапуста белокочанная поздняя
	500

	Морковь ранняя
	400

	Морковь поздняя
	250

	Томаты
	150/300

	Огурцы
	150/400

	Свекла столовая
	1400

	Лук репчатый
	80

	Листовые овощи (салат, петрушка, укроп)
	2000

	Перец сладкий
	200

	Kабачки
	400

	Дыни
	90

	Арбузы
	60

	Виноград
	60

	Яблоки, груши
	60


Помимо растений, источниками нитратов и нитритов для  человека являются мясные продукты, а также колбасы, рыба, сыры, в которые добавляют нитрит натрия или калия. Нитриты используются в качестве  консерванта и для сохранения привычной окраски мясопродуктов, т.к. образующийся при этом NO-миоглобин сохраняет красную окраску даже после тепловой денатурации, что существенно улучшает внешний вид и товарные качества мясопродуктов.    

Что касается нитрозаминов,  то их больше всего содержится в копченых мясных изделиях, колбасах, приготовленных с добавлением нитритов, – до 80 мкг/кг, в соленой и копченой рыбе – до 110 мкг/кг. В свежем мясе и рыбе нитрозамины не обнаруживаются или находятся в следовых количествах – менее 1 мкг/кг. При жарении мяса на открытом пламени белки взаимодействуют с жирами с образованием нитрозоаминов. Из молочных продуктов нитрозамины обнаружены главным образом в сырах, прошедших фазу ферментации (до 10 мкг/кг). Из растительных продуктов нитрозамины обнаруживаются в основном в солено-маринованных изделиях, а из напитков – в пиве, где суммарное содержание их может достигать 12 мкг/л.

Широкое применение нитрозоаминов в промышленности, а также использование азотных удобрений и пестицидов в сельском хозяйстве приводит к загрязнению поверхностных и подземных вод, т.к. нитрозамины хорошо растворимы в воде. Установлено, что меньше всего нитрозоаминов содержится в зернах пшеницы, тогда как в корнеплодах их содержание очень высокое. В овощах (картофель, помидоры, лук, перец), а также в винограде и дынях, не подвергавшихся технологической обработке и содержащих относительно малое количество нитритов, нитрозоамины практически отсутствуют. Наибольшее количество нитрозоаминов найдено в свекле и черной редьке (0,7–1,5 мкг/кг), в которых содержание нитритов и нитратов составляло соответственно 4370 и 360 мг/кг. При длительном хранении продуктов растительного происхождения концентрация нитрозоаминов возрастает. Если для кормления животных (коров) используют корма с пастбищ, где вносились азотные удобрения, то в сыре обнаруживаются нитрозоамины.             

Нитраты являются одними из наиболее часто встречающихся вредных веществ в продуктах питания, поэтому необходимо и полезно знать возможности снижения нитратов в пище, а также пути подавления образования канцерогенных нитрозосоединений.    

Известно, что нейтрализация нитритов позволяет тормозить образование нитрозосоединений. Введение крысам в желудок сначала ионола и аскорбиновой кислоты, а затем нитратно-нитритной смеси уменьшает образование нитрозоаминов в желудке крыс на 27,5–30% и 26–76% соответственно. Введение овощных или фруктовых соков вместо ионола и аскорбиновой кислоты приводит к снижению (от 85,7 до 29,1%) содержания нитрозоаминов и степень ингибирования прямо пропорциональна количеству введенных соков. Клюквенный сок, напротив, увеличивает образование нитрозоаминов. Поэтому, перед употреблением высоконитратной пищи (капусты, огурцов, колбасы) можно принять аскорбиновую кислоту или выпить фруктовый сок. Рекомендуется добавлять в продукты несколько сот миллиграммов на килограмм аскорбиновой кислоты (сто миллиграммов – это 2–3 драже витамина С), что во многих случаях полностью предотвращает образование N-нитрозодиметиламина. Предполагают, что резкое уменьшение количества витамина С в растительной продукции при хранении вызвано взаимодействием его с нитратами и нитритами. При варке и тушении удаление нитрозоаминов с паром преобладает над их образованием, поэтому в процессе приготовления капусту, свеклу, кабачки не нужно закрывать крышкой.

Следует также указать, что в зависимости от способа приготовления пищи количество нитратов снижается неодинаково. При варке картофеля в воде уровень нитратного азота падает на 40–80%, на пару – на 30–70%, при жарений в растительном масле – на 15%, во фритюре – на 60%. При предварительном замачивании картофеля в 1%-ном растворе хлористого калия и 1%-ном аскорбиновой кислоты и дальнейшем жарений во фритюре степень нитратов падает на 90%. В отварной моркови количество нитратного азота снижается в 2 раза. В отварной свекле количество нитратов остается таким же, как и в сырых корнеплодах. Наибольшее количество нитратов теряла в процессе варки капуста, почти 60% от  исходного уровня. Морковь, свекла и картофель неочищенный теряют примерно одинаковое их количество (17–20%). Очистка клубней картофеля привела к резкому (более чем в 2 раза) увеличению потерь нитратов, т.е. кожица клубней является определенным барьером для перехода нитратов в воду. В плодах соленых томатов количество нитратного азота возрастает в 1,4–1,8 раза. При этом в рассоле содержание нитратов в 2,2–2,8 раза больше, чем в исходных свежих плодах, что обусловлено применением приправы зеленых овощей (укроп, петрушка, чеснок), содержащих повышенное количество нитратов.  
   
В томатном соке, подвергающемся термической обработке, количество нитратов уменьшается в 2 раза. При 57%-ном выходе сока моркови и 80%-ном выходе сока из столовой свеклы значительная часть нитратов переходит в жидкую фазу, хотя их количество в соке зависит от вида продукции. Так, в морковный сок из корнеплодов переходит около 44% нитратного азота от общего количества его в сырье. У свеклы почти 80% их также переходит в сок. При производстве сухих вин нитраты переходят в сок. Полученные вина могут содержать от 1 до 47,8 мг/л нитратного азота. Известно, что концентрация нитратов выше 8 мг/л существенно сказывается на вкусовых качествах продукта, он приобретает вяжущий, кисловато-соленый вкус. Свежеприготовленные соки могут стать опасными для здоровья, если длительное время не подвергаются дальнейшей обработке вследствие быстрого перехода нитратов в нитриты. При хранении свекольного сока в течение суток при 37°С количество нитритов возросло от нулевого содержания до 296 мг/л, при комнатной температуре – до 188 мг/л, а в холодильнике – до 26 мг/л. В процессе сушки продукта или упаривания жидкости зачастую происходит увеличение количества нитратов.   

Нитраты, как отмечалось выше, сами по себе не обладают выраженной токсичностью, однако одноразовый прием 1–4 г нитратов вызывает у людей острое отравление, а доза 8–14 г может оказаться смертельной. Допустимая суточная доза, в пересчете на нитрат ион, составляет 5 мг/кг массы тела. В России реальная суточная доза составляет в среднем 150–350 мг на человека, достигая иногда 500 и более мг. В обычных условиях в организм человека 70–85% нитратов поступает с продуктами растительного происхождения. Значительная часть нитратов поступает также с питьевой водой. 

Принятая ПДК для нитритов – 1 мг/л – установлена по токсикологическим критериям без учета канцерогенного эффекта. В связи с этим в литературе высказывается мнение, что необходимо уменьшить существующие ПДК до 0,01 мг/л. ПДК в питьевой воде для нитрозодиэтиламина – 0,03 мкг/л.


Определение нитратов, нитритов и нитрозаминов. Для определения нитратов и нитритов разработан целый ряд методик. Определять нитрозамины в продуктах питания гораздо сложнее. Благодаря летучести нитрозаминов, как правило, в этих целях используют газовую хроматографию с флуоресцентным детектором.
    
Фотометрический метод определения нитратов и нитритов. Фотометрический метод определения нитратов и нитритов распространяется практически на все продукты: на все виды свежей и кулинарно-переработанной раститель​ной продукции; на плодоовощные консервированные, продукты, включая консервы для детского питания, в рецептуру которых могут вхо​дить, помимо растительной части, также жиры, мясо, молочные продукты; на все виды зерна и зернопродуктов; на все виды молочных продуктов.
 Сущность метода определения нитритов заключается в экстрагировании их водой, очистке экстракта и фотометрическом измерении интенсивности окраски азосоединения, образующегося при взаимодействии нитритов с ароматическими аминами. Нижний предел определения нитритов – 0,02 мг NO2 в 1 см3 колориметрируемого раствора. Нижний предел определения нит​ритов в анализируемой пробе – 0,1 мг NO2/кг (для жидких продук​тов) и 0,5 мг NO2/кг (для твердых продуктов).

 Сущность метода определения нитратов заключается в экстрагировании их водой, очистке экстракта, восстановлении нитратов до нитритов на кадмиевой колонке с последующим фо​тометрическим измерением интенсивности окраски азосоединения, образующегося при взаимодействии нитритов с ароматическими ами​нами. Нижний предел определения нитратов – 0,03 мг NO3 в 1 см3 ко​лориметрируемого раствора.
 
Ионометрический метод определения нитратов. Сущность метода состоит в извлечении нитратов из анализируемого материала раствором алюмокалиевых квасцов с последующим измерением их концентрации в полученной вытяжке с помощью ИСЭ. Для ускорения анализа вместо вытяжки может быть использован сок анализируемой продукции, разбавленной раствором алюмокалиевых квасцов. При анализе капусты для разрушения примесей, мешающих определению нитратов, дополнительно проводят их окисление марганцовокислым калием.
     
Метод непригоден, если содержание хлоридов в анализируемом материале более чем в 25 раз превышает содержание нитратов при их концентрации до 50 мг/кг и в 50 раз – при более высоких.

       
Существует методика выполнения измерений концентраций нитратов в пищевых продуктах методом ионной хроматографии, основанная на извлечении нитратов из анализируемого продукта водой и анализе полученной водной вытяжки методом ионной хроматографии. 

Для определения N-нитрозаминов используют два варианта флуориметрического метода и хемилюминесцентный метод.
Флуориметрический метод определения нитрозаминов. Метод определения N-нитрозаминов в пищевых продуктах и продовольственном сырье включает следующие стадии:  выделение летучих N-нитрозаминов нитрозаминов путем перегонки с паром или в вакууме; экс​тракция хлористым метиленом нитрозаминов из водного дистиллята; концен​трация экстракта; денитрозирование нитрозаминов бромистым водородом в уксусной кислоте; алкилирование образовавшихся аминов 8-метокси-5-хинолинсульфонилазиридином (КАЗ), разделение и количественное определение образовавшихся флуоресцирующих  8-метокси-5[N-(2-N-диэтиламино)]хинолинсульфонамидных произ​водных (КАЭ-производные) в тонком слое силикагеля.
    
Идентификацию нитрозаминов осуществляют сравнением подвижности в тонком слое силикагеля флуоресцирующих КАЭ-производных из образца с подвижностью соответствующих стандартных производ​ных: диметиламина – КАЭ-ДМА, диэтиламина – КАЭ-ДЭА, ди​пропиламина – КАЭ-ДПА.

В основе полуколичествениого определения лежит визуальное сравнение интенсивности флуоресценции пятен КАЭ-производных из образца с интенсивностью флуоресценции пятен стандартных соединений.

 Для количественного определения их извлекают из сорбента и измеряют величины флуоресценции КАЭ-производных с использованием флуориметра.

Хемилюминесцентный метод определения нитрозаминов (арбитражный). Метод идентификации и количественного определения нитрозаминов со​стоит в выделении летучих нитрозаминов путем перегонки с паром или в ва​кууме, экстракции хлористым метиленом нитрозаминов из водного дистилля​та, концентрировании экстракта, разделении смеси методом газо​жидкостной хроматографии и количественном определении немодифицированных нитрозаминов с помощью высокоселективного и высоко​чувствительного хемилюминесцентного (термоэнергетического) детектора ТЕА-502.
   
Идентификацию нитрозаминов осуществляют по времени удерживания в сравнении с параметрами удерживания стандартных нитрозаминов. Количе​ственное определение проводят методом абсолютной калибровки с систематическим контролем калибровочного коэффициента.

Контрольные вопросы:
1. Каковы источники поступления нитратов и нитритов в организм человека?

2. Каковы механизмы токсичности нитратов и нитритов для организма человека?

3. Какие соединения называют нитрозаминами и каковы источники поступления нитрозаминов в организм человека?

4. Как соотносятся значения ПДК нитратов в воде и продуктах питания с реально обнаруживаемыми количествами?

5. Характеризуйте продукты питания по содержанию и степени накопления нитратов?

6. Каковы пути снижения содержания нитратов в продуктах питания?

7. Какие методы используются для определения нитратов, нитритов и нитрозаминов?

§ 3.9. Пищевые добавки

Пищевые добавки – природные, идентичные природным или искусственные (синтетические) вещества, обычно неупотребляемые в качестве пищевого продукта, но которые преднамеренно вводят в пищевой продукт по технологическим соображениям на различных этапах производства, хранения, транспортировки с целью улучшения или облегчения производственного процесса или отельных операций, увеличения стойкости продукта к различным видам порчи, сохранения структуры и внешнего вида продукта или специального изменения его органолептических свойств. Следовательно, пищевые добавки – это вещества, соединения, которые сознательно вносят в пищевые продукты для выполнения определенных функций. Такие вещества, называемые также прямыми пищевыми добавками, не являются посторонними, как, например, различные контаминанты, «случайно» попавшие в пищу на различных этапах ее производства.

Существует принципиальное различие между пищевыми добавками и вспомогательными материалами, употребляемыми в ходе технологического процесса.

Вспомогательные материалы – любые вещества или материалы, которые, не являясь пищевыми ингредиентами, преднамеренно используются при переработке сырья и получении пищевой продукции с целью улучшения технологии. В готовых пищевых продуктах вспомогательные материалы либо отсутствуют, либо могут сохраняться в незначительных количествах в виде неудаляемых остатков. 

Ряд пищевых добавок появляется в пище независимо от желания производителя – в процессе производства продукта или его упаковки. Человек ежегодно вместе с пищевыми продуктами получает от 0,2 до 1,0 мг бенз(а)пирена: за счет веществ из дыма при копчении; ксенобиотиков, появляющихся из упаковочных пластмасс.

История пищевых добавок (уксусная кислота, поваренная соль и др.) насчитывает несколько тысячелетий. Однако только в ХХ в., в его второй половине, им стали уделять особое внимание.


Пищевые добавки в наше время выступают как самые распространенные биологически активные ксенобиотики, вводимые в организм из внешней среды. При этом развитые страны испытывают наибольшее воздействие этого мощного химического потока. Так, в США, например, в качестве добавок используются 8000 различных веществ.

В настоящее время в Беларуси действуют Санитарные правила и нормы 13-10 РБ 2002  «Гигиенические требования к качеству и безопасноти пищевых добавок и их применению». 


Пищевые добавки допускается применять только в том случае, если они даже при длительном использовании не угрожают здоровью человека. В то же время требования к оценке безопасности пищевых добавок заведомо ниже, чем к лекарствам.


Обычно пищевые добавки разделяют на несколько групп:

· вещества, регулирующие вкус продукта (ароматизаторы, вкусовые добавки, усилители вкуса, подслащивающие вещества, кислоты и регуляторы кислотности);

· вещества, улучшающие внешний вид продукта (красители, стабилизаторы цвета, отбеливатели); Красители заметно выделяются из пищевых добавок  своими опасными свойствами. Среди красителей встречается много канцерогенов.

· вещества, регулирующие консистенцию и формирующие текстуру (загустители, гелеобразователи, стабилизаторы, эмульгаторы и др.);

· вещества, повышающие сохранность продуктов и увеличивающие сроки хранения (консерванты, антиоксиданты и др.).


В каждом классе пищевых добавок встречаются соединения, опасные для здоровья. Для пищевых добавок существуют ПДК, ДСП, ДСД, которые постоянно совершенствуются. Для некоторых натуральных пищевых добавок, не представляющих угрозу для здоровья даже в больших количествах, предельно допустимые концентрации в продуктах не устанавливаются. Количество их определяется технологией и вкусовыми качествами. К ним относят Е164 «шафран», Е160 «натуральные экстракты каротинов», Е260 «уксусную кислоту», Е290 «двуокись углерода». 

Число пищевых добавок, применяемых в производстве пищевых продуктов в разных странах, достигает сегодня 500, не считая комбинированных добавок, отдельных пищевых веществ и ароматизаторов. В Европейском Союзе классифицировано около 300 пищевых добавок, для гармонизации использования которых Европейским Союзом разработана рациональная система цифровой кодификации пищевых добавок. Она включена в кодекс ВОЗ для пищевых продуктов как международная цифровая система кодификации пищевых добавок. Каждой пищевой добавке присвоен цифровой трех- или четырехзначный номер (в Европе с предшествующей ему буквой Е). Эти номера (коды) используются в сочетании с названиями функциональных классов, отражающих группу пищевых добавок по технологическим функциям (подклассам).


Букву Е специалисты отождествляют как со словом Европа, так и со словами essbar/edible, что в переводе на русский соответственно с немецкого или английского означает съедобный. Присвоение  конкретному веществу статуса пищевой добавки и трехзначного идентификационного номера Е имеет четкое толкование, подразумевающее, что:

· данное вещество проверено на безопасность;

· вещество может быть применено в рамках его установленной безопасности технологической необходимости при условии, что применение этого вещества не введет потребителя в заблуждение относительно типа и состава пищевого продукта, в который оно внесено;

· для данного вещества установлены критерии чистоты, необходимые для достижения определенного уровня качества продуктов питания.

Следовательно, разрешенные пищевые добавки, имеющие идентификационный номер, обладают определенными свойствами.
После некоторых Е-номеров  стоят строчные буквы, например: Е160а – каротины. В этих случаях речь идет о классификационном подразделении пищевой добавки. Строчные буквы являются неотъемлемой частью номера Е.


Наличие пищевых добавок в продуктах питания должно фиксироваться на этикетке, при этом пищевая добавка может обозначаться как индивидуальное вещество или как представитель функционального класса в сочетании с номером Е. Например, бензоат натрия или консервант Е211.

Однако наименование и доза (в числовом выражении) пищевой добавки, как правило, не выносится на этикетку, поскольку на ней не поместятся зачастую длинные и трудно читаемые обозначения веществ в составе добавок. Обычно на этикетке фигурирует индекс добавки. Классификация пищевых добавок (по основным группам) в ЕС и большинстве стран Европы в соответствии с назначением согласно предложенной системе цифровой кодификации выглядит следующим образом:

1. Красители (Е-100–Е-199); 

2. Консерванты (Е-200–Е-299); 

3. Антиоксиданты, регуляторы кислотности (Е-300–Е-391); 

4. Стабилизаторы, эмульгаторы, загустители (E-400–E-481); 

5. Разные (E500–E-585); 

6. Усилители вкуса и аромата (Е-600–Е-699); 

7. Глазирующие агенты, улучшители хлеба и муки, пеногасители и подсластители (Е-900–Е-999); 

8. Ферментные препараты (E-1100–E-1105). 

Многие пищевые добавки, включенные в этот список, имеют комплексные технологические функции, которые проявляются в зависимости от особенностей  пищевой системы. Например, добавка Е339 (фосфаты натрия) может проявлять свойства регулятора кислотности, эмульгатора, стабилизатора, комплексообразователя и водоудерживающего агента. 

Для свободного перемещения по территории сообщества продуктов питания с пищевыми добавками директивой ЕС определен список пищевых добавок, которые  разрешенны к применению в продуктах стран ЕС и  могут быть экспортированы из одной страны сообщества в другую и ввезены на территорию любой страны ЕС из третьих стран (не членов ЕС). На упаковочных материалах такие добавки должны быть обозначены буквой E и далее соответствующий номер, согласно директиве ЕС, в которой они сгруппированы в  несколько классов. Обозначения E700 – E899 не встречаются в настоящее время на упаковках пищевых продуктов, так как это запасные индексы. Химические названия пищевых добавок с индексом Е можно увидеть в специальных Приложениях. 

На территории США органом, определяющим безопасные уровни пищевых добавок, является FDA (Food and Drug administration – администрация по пище и лекарствам). FEMA (Flavor and Extract Manufacturers' Association – ассоциация производителей ароматизаторов и экстрактов) с 1965 г. под эгидой FDA и с ее разрешения публикует в научной печати (журнал «Food Technology») списки GRAS (generally recognized as safe – общепризнанных безопасными) веществ с указанием их доз в различных категориях пищевых продуктов на территории США. Каждое вещество получает свой номер. На этикетках пищевых продуктов США при использовании пищевой добавки указывается слово GRAS и его номер. 

Индексы E и GRAS могут быть указаны на пищевых продуктах белорусского производства. Некоторые продукты зарубежного производства, имеющие на упаковке эти индексы, разрешены к употреблению на территории нашей страны.

Характеристика групп пищевых добавок. Красители (Е-100–Е-199). Натуральные (природные) пищевые красители – это красящие вещества, выделенные физическими способами из растительных и животных источников. Иногда их подвергают химической модификации для улучшения технологических и потребительских свойств. Ряд красителей получают не только  выделением из природного сырья, но и синтетически. Например, бета-каротин, выделенный из моркови, по своему химическому строению соответствует бета-каротину, полученному микробиологическим или химическим путем (при этом, натуральный бета-каротин существенно дороже и поэтому, редко используется в пищевой промышленности, как краситель). 
Сырьем для натуральных пищевых красителей могут быть ягоды, цветы, листья, корнеплоды и т.д., в том числе, в виде отходов переработки растительного сырья на консервных и винодельческих заводах. 

Содержание красящих веществ в растительном сырье относительно невелико (обычно, несколько процентов или доли процента). Но количество других химических соединений – сахаристых, пектиновых, белковых веществ, органических кислот, минеральных солей и т.д. – может превышать содержание красящих в несколько раз. Эти вещества не представляют опасности для здоровья, а часто даже полезны для человека, но своим присутствием они снижают интенсивность окрашивания готового продукта. Поэтому при производстве препаратов натуральных пищевых красителей от побочных веществ, в той или иной степени, избавляются. Современные технологии позволяют получать препараты натуральных пищевых красителей с заданными свойствами и стандартным содержанием основного красящего вещества. 

Синтетические пищевые красители – это органические соединения, не встречающиеся в природе, то есть, искусственные. Почти все они используются в мировой пищевой промышленности уже десятки лет. Синтетические пищевые красители, в отличие от натуральных, не обладают биологической активностью и не содержат ни вкусовых веществ, ни витаминов. При этом они обладают значительными технологическими преимуществами по сравнению с натуральными, поскольку менее чувствительны к условиям технологической переработки и хранения, а также   дают яркие, легко воспроизводимые цвета. 

В большинстве стран ЕС (для внутреннего рынка) и СНГ не подлежат окрашиванию или подкрашиванию: все виды минеральной воды, питьевое молоко, сливки, кисломолочные продукты, растительные и животные жиры, яйца и яичные продукты, мука, крахмал, макаронные изделия (в Беларуси  нарушается это требование), сахар, продукты из томатов, соки и нектары, рыба и морепродукты, какао и шоколадные изделия, кофе, чай, цикорий, вина, зерновые водки, продукты детского питания, сыры, мед, масло из молока овец и коз.

Консерванты (Е-200–Е-299). Консерванты предотвращают размножение микроорганизмов (бактерий, вирусов, грибов), т.е. предотвращают порчу продуктов. В качестве консервантов применяются неорганические соединения, органические кислоты и их производные, а также специальная группа консервантов.
Для увеличения сроков хранения ветчины, колбасы и других мясных продуктов в них добавляют нитрит натрия NаNО2 (Е250) и нитрат натрия NaNO3 (Е251). Эти вещества в пищевом продукте выполняют также роль стабилизатора цвета. Нитриты при взаимодействии с ферментами мяса (миоглобином) образуют нитрозогемоглобин – вещество красного цвета. При тепловой обработке нитрозогемоглобин переходит в гемоглобин, придающий мясным продуктам стойкий красный цвет. Из количества внесенного нитрита натрия на реакцию с миоглобином расходуется около 30% добавки, остальное взаимодействует со структурными компонентами макронутриентов: с амино- и сульфгидрильными группами белков, гидроксильными группами других компонентов, превращаясь в гидроксиламин и аммиак. По мнению отдельных авторов, при посоле мяса  5–15% нитритов связывается с метгемоглобином; 1–10% переходит в нитраты; 5–20% остается в виде нитритов; 1–5% выделяется в виде газообразных продуктов; 1–5% взаимодействует с липидами; 20–30% – с белками. 


Добавляют нитрит итнитрат натрия и в твердые сыры, для предупреждения вспучивания. 

Нитрит натрия и нитрат натрия считаются ответственными за повышенную возбудимость нервной системы у детей. Об опасности этих веществ речь шла в предыдущем разделе.

Людям, страдающим заболеваниями печени, кишечника, дисбактериозом, холециститом необходимо исключить из рациона продукты, содержащие  нитрит натрия и калия. У таких людей часть нитратов, попадая в желудочно-кишечный тракт, превращается в более токсичные нитриты, которые, в свою очередь, образуют довольно сильные канцерогены – нитрозоамины.

Бензойную кислоту (Е210), бензоат натрия С6Н5СОONа (Е211) и  калия (Е212) вводят в некоторые пищевые продукты, в качестве бактерицидного и противогрибкового средства. К таким продуктам относятся джемы, фруктовые соки, маринады и фруктовые йогурты. Продукты, содержащие бензоаты натрия и кальция, не рекомендуется употреблять астматикам и людям, чувствительным к аспирину. 

Нередко, с целью предотвращения роста микроорганизмов, в продукты добавляют сульфит натрия Na2SO3 (Е221) и даже диоксид серы SО2 (Е220) (концентрированный сок «Mehukаtti», производитель Турция).  Существенный недостаток диоксида серы и сульфитов, используемых в качестве консервантов, тот, что они разрушают витамины В1 (тиамин) и витамин Н (биотин). 

Для сохранения хлебных продуктов нередко применяют пропионат кальция (СН3-СН2-СОО)2Са (Е282) (запрещен в России), который препятствует росту плесени. 

Нередко, чтобы предотвратить порчу пищевых продуктов, используют сорбиновую кислоту СН3-СН=СН-СН=СН-СООН (Е200) (икра осетровых рыб) или ее производные: 
-сорбат натрия СН3-СН=СН-СН=СН-СООNa (E201); 

-сорбат калия СН3-СН=СН-СН=СН-СООК (E202). 

Сорбиновая кислота является одним из наиболее популярных консервантов вследствие физиологической безопасности и органолептической нейтральности. Сорбиновая кислота представляет собой белые, слабопахнущие, кисловатые на вкус монокристаллы. 

Главная область применения сорбиновой кислоты – сыры всех сортов. Ее применяют в качестве консерванта вследствие эффективности при высоких значениях рН и специфического действия на плесневые грибы. Сорбиновую кислоту и сорбаты применяют для твердых сыров, как во время созревания, так и при хранении в потребительской упаковке. Сорбиновую кислоту добавляют к сыру в концентрации 0,05–0,07%. 

Обработка 10–20% раствором сорбата калия подавляет рост плесневелых грибов на твердых колбасах и сардельках. В сочетании с посолом, охлаждением и вакуумной упаковкой сорбиновая кислота оказывает антибактериальное действие на свежую рыбу. 

Для предотвращения появления меловой плесени, появляющейся иногда на ржаном хлебе, сорбиновую кислоту добавляют в количестве 0,1–0,2% к массе муки во время замеса теста. 

Сорбиновая кислота вследствие нейтрального вкуса, эффективности в области высоких рН и действенности против осмофильных дрожжей применяется для консервирования наполнителей шоколада. 

Сорбиновая кислота, сорбат калия разрешены во всех странах мира для консервирования многих пищевых продуктов. Разрешенные максимальные количества составляют от 0,1 до 0,2%. Следует отметить, однако, что сорбиновая кислота может вызывать кожные реакции.

Синтетические консерванты не разрешается вводить в продукты массового потребления: молоко, муку, хлеб, свежее мясо, специальные диетические продукты, продукты для детского питания и в продукты с обозначением «натуральные».


Стремление обеспечить людей максимально широким ассортиментом пищевых продуктов независимо от времени и места производства вызвало необходимость создания различных способов обработки сырья и готовых продуктов с целью предупреждения порчи и удлинения сроков хранения. Особенно остро эта проблема стала при появлении импортных продуктов питания с увеличенным сроком хранения. В России ограниченно использовались консерванты и антиокислители, но с появлением большого разнообразия импортных продуктов, в особенности из слаборазвитых стран (Чили, ЮАР, Турция, Польша и др.), где нормативы содержания консервантов и антиокислителей значительно занижены, на нашем рынке оказались пищевые продукты, не соответствующие требованиям Минздрава. Консерванты воздействуют, прежде всего, на микроорганизмы. Но в желудочно-кишечном тракте человека также находятся полезные микроорганизмы (бифидобактерии), которые обитают в толстом кишечнике и, гидролизуя гемицеллюлозы, поставляют в наш организм другие (кроме глюкозы) биологически активные моносахариды. Длительное применение пищевых продуктов с консервантами приводит к угнетению бифидобактерий и способствует развитию у человека дисбактериоза. 
Антиоксиданты, регуляторы кислотности (Е-300–Е-391). Если консерванты препятствуют биологической порче продукта, то антиоксиданты предотвращают химическое окисление. Механизм действия антиоксидантов предельно прост. Это вещества, которые легко окисляются, превращаясь при этом в безвредные для организма продукты. При этом  расходуется кислород – главный потенциальный окислитель. Следовательно, продукт будет окислен в меньшей степени. 
Наиболее распространенные антиоксиданты – аскорбиновая кислота С6Н8О6 (Е300) и аскорбат натрия С6Н7О6Na (Е301). Выше говорилось уже, что аскорбиновая кислота – водорастворимый витамин и она влияет на различные функции организма, например, повышает сопротивляемость к неблагоприятным воздействиям, способствует регенерации тканей. Отсутствие аскорбиновой кислоты в пище человека вызывает цингу, понижает сопротивляемость к заболеваниям. 

Бутилоксианизол (Е320) – антиоксидант, используемый в пищевой отрасли промышленности для замедления окисления животных топленых жиров, соленого шпика, жевательной резинки. Может оказывать токсическое действие на организм человека, в связи, с чем необходимо его гигиеническое нормирование. 

Бутилокситолуол (Е321) – антиоксидант, используемый в пищевой отрасли промышленности для замедления окисления животных топленых жиров, соленого шпика, жевательной резинки. Может оказывать токсическое действие на организм человека, выражающееся в содействии канцерогенезу. 

Изо-аскорбат натрия (E316) – высокоэффективный антиоксидант, предотвращающий окислительную порчу пищевых жиров, а также преобразования нитратов и нитритов в колбасном и консервном производстве. В винах усиливает антиокислительное действие сернистой кислоты. 
Стабилизаторы, эмульгаторы, загустители (E-400–E-481). Эмульгаторы способствуют созданию однородной консистенции пищевых продуктов, как жидких (препятствуют осаждению взвешенных частиц), так и твердых (которые в процессе изготовления находились в жидком состоянии). 
К таким веществам относятся лецитины, или просто лецитин (Е322). Они широко используются при изготовлении шоколада, шоколадных конфет, жевательной резинки, маргарина. Лецитины, о которых также шла речь в разделе «Липиды», – это группа сложных липидов, входящих в состав клеточных мембран. Особенно много лецитинов в нервной ткани. Препараты лецитинов применяют и в медицине как общеукрепляющее средство при упадке сил, малокровии, неврозах. 

Лимонная кислота (Е330) – широко распространена в природе. Ее получают из махорки и брожением углеводов (сахар, патока); применяют в фармацевтической и пищевой отраслях промышленности. Соли лимонной кислоты (цитраты) используют в пищевой отрасли промышленности в качестве кислот, консервантов, стабилизаторов, в медицине для консервирования крови. 

Целлюлоза (Е460) – выполняет роль разделителя, текстурирующего и диспергирующего вещества в пищевой отрасли промышленности. 

В качестве эмульгаторов, нередко используют и эфиры полиглицерина взаимоэтерифицированных рициноловых кислот (Е476, запрещены в России и Германии). 

Тартрат натрия или динатриевая соль винной кислоты С4Н4О6Na2 (Е335) хорошо зарекомендовал себя в качестве эмульгатора в сыроваренной отрасли промышленности. 


В качестве стабилизаторов при производстве напитков наиболее часто применяют цитраты натрия и калия (Е331 и Е332, соли лимонной кислоты). Эти соли одновременно являются и консервантами. 

Загустители (Е). К загустителям относятся пектины (Е440) – различные полисахариды, образованные остатками галактуроновой кислоты. Они присутствуют во всех наземных растениях (особенно много в плодах и некоторых водорослях). Получают пектиновые вещества из яблочных выжимок, жома сахарной свеклы. Используют пектиновые вещества для изготовления самых разнообразных кондитерских изделий – мармелада, пастилы, зефира и т.п. 
Нельзя забыть и о пищевой добавке, без которой не состоялось бы любимое многими лакомство – конфеты «птичье молоко». При изготовлении молочного суфле применяют агар-агар (Е406) – смесь двух кислых полисахаридов, содержащихся в клетках красных водорослей. В процессе производства агар-агар растворяют в горячем взбитом молоке, при охлаждении образуется плотный студень. Используется агар-агар и химиками для изготовления так называемого солевого мостика, обеспечивающего передачу электричества между растворами электролитов. 

Еще один загуститель, применяемый при изготовлении конфет («Fruit tella», Голландия), – гуммиарабик (Е414). Гуммиарабик представляет собой вязкую прозрачную жидкость, выделяемую некоторыми видами акаций. Он растворяется в воде, образуя клейкий, загустевающий раствор. 
В качестве загустителя можно использовать карбоксиметилцеллюлозу (Е466),  продукт взаимодействия целлюлозы с монохлоруксусной кислотой. Наибольшее значение имеет в промышленности натриевая соль карбоксиметилцеллюлозы, применяемая для стабилизации глинистых суспензий, используемых при бурении скважин, а также в текстильном производстве, как загуститель зубных паст, косметических средств, компонент клеевых композиций для обоев. Карбоксиметилцеллюлозу применяют и для загущения соков, муссов, сметаны, йогуртов и других молочных продуктов. 

Разрыхлители и другие вещества, улучшающие структуру и текстуру пищевого продукта (Е). Для улучшения структуры и текстуры пищевых продуктов применяют дигидрофосфат натрия (Е339). 
Пищевые фосфаты увеличивают влагосвязывающую и эмульгирующую способность мышечной ткани, повышая тем самым выход продукции; заметно улучшают органолептические показатели; стабилизируют цвет и улучшают консистенцию продукта; замедляют окислительные процессы. 

Полифосфаты являются игибиторами – веществами, замедляющими реакцию. Полифосфаты применяются для умягчения воды, обезжиривания волокна, как компонент стиральных порошков и мыла, ингибитор коррозии, катализатор, в пищевой промышленности. Полифосфаты малотоксичны. Однако использование фосфатов может привести к нарушению баланса в организме между фосфором и кальцием.

 Чрезмерное употребление фосфатов чревато ухудшением усвоения кальция, что приводит к отложению в почках кальция и фосфора и способствует развитию остеопороза. Поэтому нужно осторожно относиться к употреблению продуктов, содержащих фосфаты. Особенно рискуют люди, в рационе которых много продуктов, содержащих природный фосфор. 

Близкую функцию выполняют разрыхлители для теста – тартрат аммония С4Н4О6(NH4)2, гидрокарбонат натрия NaHCO3, широко используемые и в домашней выпечке (на упаковках некоторых продуктов этим номером обозначается также дигидроцитрат натрия, применяемый в качестве эмульгатора), а также гидрокарбонат аммония, используемый для приготовления некоторых сортов печенья. 

Каррагинан (E407) и его натриевая, калиевая, аммонийая соли, включая фурцеллеран – загуститель, желирующий агент, стабилизатор, придает продукту плотную структуру, устраняет расслоение.

Каррагинан – это собирательное определение для полисахаридов, полученных путем щелочного выделения из красных водорослей. Разные виды водорослей дают разные вида каррагинана. Каррагинан является линейным полимером, состоящим  более чем из 25000 остатков моносахаридов с постоянной, но подверженной изменениям структурой, в зависимости от условий переработки. 

Все каррагинаны крайне эластичны, и применение их обусловленно, главным образом, способностью желироваться, набухать и образовывать суспензии. 

Каррагинан применяется при производстве молочных продуктов (как стабилизатор в шоколадном молоке, молочных коктейлях и продуктах с фруктовыми наполнителями; как текстурирующий агент для придания кремистости продуктам типа мороженного и сливок; для контроля за кристаллизацией льда в замороженных продуктах),  при производстве мясных продуктов (для удержания воды, как закрепляющий агент для жиров, устраняющий их разделение; для приготовления рассолов), при производстве кондитерских изделий (как желирующий, набухающий и стабилизирующий агент, для удержания влаги в таких продуктах, как шоколадный мусс, мармелад, желейные конфеты и т.д.). 

Усилители вкуса и аромата (Е-600–Е-699). Только что собранные овощи, свежее мясо, рыба и другие продукты имеют ярко выраженный вкус и аромат. Это объясняется высоким содержанием в них нуклеотидов – веществ, усиливающих вкусовое восприятие путем стимулирования окончаний вкусовых нервов. В процессе хранения и промышленной переработки пищевого сырья количество нуклеотидов в нем уменьшается, что сопровождается потерей вкуса и аромата продукта. Поэтому возникает необходимость добавления этих веществ искусственным путем.  
Этот прием веками использовался в странах Дальнего Востока, и только в 1908 г. было обнаружено, что компонент, используемый в Японии, в качестве интенсификатора вкуса супов, соусов и прочих продуктов, представляет собой соль глутаминовой кислоты. 

Глутаминовая кислота Е620 и ее соли (Е621–Е625) – первый интенсификатор вкуса.  Эти соединения стимулируют окончания вкусовых рецепторов и усиливают вкусовые ощущения, вызывая «чувство удовлетворенности». Оно получило название «глутаминовый эффект». Стимулирующее действие глутаминовой кислоты и ее солей носит избирательный характер: в наибольшей степени усиливается горький и соленый вкус, в наименьшей – сладкий.
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          L-Глутаминовая кислота                              Глутамат натрия 1-замещенный

Производные глутаминовой кислоты оказывают стабилизирующее действие, замедляя окисление жиров в продуктах животноводства, маргариновой продукции. Глутаминовую кислоту и ее соли добавляют в концентраты и консервы, кулинарные изделия, готовые блюда. 
Интересна история этой добавки. В 1866 г. немецкий химик Риттенгаузен получил из продуктов расщепления пшеничного белка органическую кислоту, которую назвал глутаминовой.  50 лет вещество не находило практического применения. Позже выяснилось, что глутаминовая кислота хоть и не является незаменимой, но в значительных количествах содержится в важных органах и тканях (мозг, сердечная мышца, плазма крови). Она участвует в биохимическоих процессах, протекающих в ЦНС, а также  в белковом и углеводном обмене. Глутаминовая кислота стала использоваться в медицине для лечения  заболеваний ЦНС. В начале ХХ века в Японии обнаружили, что сушеная ламинария делает еду более вкусной и аппетитной. Выясняется, что это из-за содержания в ней глутаминовой кислоты. В 1909 г. в Бретании пантентуют глутамат натрия и начинают использовать в пищевой промышленности. В Японии выпускали «адзи-но-мото» – «душа вкуса», в Китае – «гастрономический порошок», во Франции  глутамат натрия носил название «сывортка ума». В некоторых странах на стол в ресторанах ставили соль с глутаматом натрия.


Вдруг этим веществом заинтересовались врачи-токсикологи. И не без причины. Началось с того, что в разных краях света участились случаи странного заболевания: у здоровых людей после хорошего обеда начиналась головная боль, мышцы лица сводило судорогой. Проверяли продукты – все оказывалось в порядке. Позже выяснили, что чаще всего такие симптомы наблюдались  у посетителей китайских ресторанов. Странное заболевание назвали «синдромом китайского ресторана». Оказалось, что повара ресторанов злоупотребляли глутаматом натрия, который действует не на всех одинаково. 

Глутамат натрия в настоящее время широко используется как интенсификатор, усиливающий вкус основного продукта (производство концентратов супов, соусов, консервов).  При изготовлении блюд из мяса, птицы, рыбы, усиливает природные особенности основного продукта. В отличие от соли и приправ,  это вещество  не меняет вкуса пищи, вместо этого оно побуждает и усиливает вкусовые ощущения, за счет увеличения чувствительности вкусовых сосочков языка. Эта добавка не содержит питательных веществ, вместо этого, она обманывает мозг, в результате, появляется ощущение, что еда, которую человек ест – очень вкусная. 

После поглощения пищи или напитков, содержащих глутамат, он действует на организм по тому же принципу что и наркотические средства. 

Глутамат – это токсин, возбуждающий нервную систему, химикат, который является причиной перевозбуждения клеток головного мозга, в результате чего, они становятся совершенно неконтролируемыми. Зафиксированные реакции на эту добавку  включают в себя следующие: головные боли, мигрени, расстройство желудка, тошноту и рвоту, понос, синдром раздраженной толстой кишки, астму, проблемы с дыханием, тревожные расстройства и панические атаки, учащенное сердцебиение, частичный паралич, сердечные атаки, проблемы координации, спутанность сознания, перепады настроения, поведенческие проблемы (особенно у детей и подростков), симптомы аллергического типа, высыпания на коже, выделения из носа, мешки под глазами, гиперемию, повреждения в ротовой полости, депрессию и т.д.

Используя глутаматы, производители могут использовать низкосортные продукты, так как могут  маскировать  низкое качество сырья и свежесть продуктов. Они также  используется, чтобы спрятать привкус олова консервированных продуктов, дают ощущение свежести замороженным или сушеным продуктам, но глутаматы  не защищают продукты от порчи!

Специальный «мясной» вкус глутамата натрия ощущается при концентрации более 0,03%. В России глутамат натрия получают из отходов сахарного производства. В мире потребляется 200000 тонн в год. Производство глутаматов – это много миллиардная индустрия.


Использование глутамата натрия лимитируется. Он полностью исключается из пищи детей раннего возраста. Для детей до 16 лет (подростки) ДСД составляет 0,5 г/сутки. Для взрослых допускается однократное применение не более 0,5 г; в сутки не более 1,5 г. Тем не менее, на сегодняшний день уровень добавления этого вещества  в продукты питания в 50 раз больше, чем 40 лет назад, и эта цифра продолжает расти из года в год.

Усилители вкуса и аромата достаточно устойчивы в обычных условиях производства и хранения. Нуклеотиды разрушаются при нагревании в присутствии фосфатов, особенно при высокой влажности продукта. Преимущественно их используют в сладких пищевых продуктах, но оба эти вещества могут улучшать вкус и аромат гастрономических продуктов. 

Глазирующие агенты, улучшители хлеба и муки, пеногасители и подсластители (Е-900–Е-999). Ацесульфам К (Е950) – неусваиваемый низкокалорийный подсластитель. В 200 раз слаще сахара. Ацесульфам также наносит вред здоровью, приводит к нарушениям работы кишечника и аллергическим заболеваниям. Запрещен для употребления в Канаде и Японии.
Аспартам (Е951)  – подсластитель, усилитель вкуса и аромата. Огромное количество побочных эффектов. В 200 раз слаще сахара. В Японии и США используется генетически модифицированный аспартам. При плохой очистке и в большой дозировке аспартам может быть опасным для здоровья. Допустимая доза в день – 40 мг на 1кг веса. У человека, весящего 60 кг, эта доза уже достигается после потребления 1,2 кг йогурта ‚Light’ или 8 чашек кофе подслащенных аспартамом. 

Цикламовая кислота (Е952) и ее натриевая, калиевая и кальциевая соли –  бескалорийный подсластитель, слаще сахара в 30 раз.
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Цикламат сальция

Соединения с приятным вкусом, без привкуса горечи, стабильны при варке, выпечке, хорошо растворимы в воде. В ряде стран применяется в кондитерской промышленности, при производстве напитков и некоторых других пищевых продуктов. Цикламаты относятся к подсластителям «старого» поколения, улучшают вкус классического подсластителя сахарина (10 частей цикламата на 1 часть сахарина). По поводу безвредности цикламатов было много споров, но, тем не менее, их разрешили использовать с оговоркой о необходимости продолжать исследования влияния этой добавки на здоровье человека. Следует отметить, что в литературе имеются данные о том, что цикламаты способны вызывать рак почек у крыс. Применение цикламата разрешено лишь примерно в 50 странах мира, в т.ч. и в Беларуси. Он с 1969 г. запрещен в США, Франции, Великобритании и еще ряде стран из-за подозрения, что провоцирует почечную недостаточность. Считается канцерогеном. 

Изомальтит (Е953)  – подсластитель, добавка, препятствующая слеживанию и комкованию, наполнитель, глазирующий агент. ДСП – не более 50 г в день. 

Сахарин (Е954) – синтетический подсластитель  (сахарин— орто-сульфамид бензойной кислоты, а также его натриевая, калиевая и кальциевая соли). 
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                          Сахарин                                                      Натриевая соль сахарина

Сахарин – подсластитель «старого» поколения обладает «горьковатым» привкусом, это неудобство может быть устранено путем смешения с цикламатами. Сахарин быстро проходит через пищеварительный тракт и 98% его выходит с мочой, обладает слабым мочегонным действием. Однако его безвредность требует дальнейшего изучения, и ежедневное применение нежелательно. При варке, особенно при рН ниже 7, сахарин частично разлагается с отщеплением имидо-группы и образованием орто-сульфобензойной кислоты, имеющей неприятный привкус фенола. Сахарин стабилен при замораживании и нагревании. Он используется при производстве пищевых продуктов для больных диабетом, а также в диетических сырах, напитках, жевательной резинке и т.п. Сахарин также допущен к использованию с рекомендациями: продолжать исследования его безопасности и не употреблять в пищу ежедневно. В США введены ограничения на его использование. По некоторым данным сахарин – канцероген.

Мальтит и мальтитный сироп (Е965) – подсластитель, стабилизатор, эмульгатор. Рекомендуется не более 20 гр в день, а детям не рекомендуется вообще. 

Лактит (Е966) – подсластитель, текстуратор. Может вызывать расстройство желудка. Также рекомендуется не более 20 гр в день.

Ксилит (Е967) – подсластитель, влагоудерживащий агент, стабилизатор, эмульгатор – Вызывает каменно-почечную болезнь у лабораторных животных. 

Определение показателей безопасных доз пищевых добавок. В отличие от методов определения ПДК для воздушной и водной сред, определение безопасных доз в пищевых продуктах имеет ряд особенностей. Первая из них заключается в том, что эксперименты контролируются международной организацией – JECFA (объединенным комитетом экспертов ФАО/ВОЗ по пищевым добавкам). Эксперименты проводятся в 3 этапа.
I этап – субхронический эксперимент. В течение 90 дней лабораторным животным скармливают пищевую добавку с обычной лабораторной пищей. Если крысы или мыши отказываются употреблять пищу с пищевой добавкой, то перед началом экспериментов, животных приучают в небольших дозах кушать ее. При этом обращают внимание на следующее:
· Функциональные проявления, то есть общее воздействие на организм. Они не должны снижать темпы набора веса животными или приводить к похудению, влиять на поведенческие реакции животного. 

· Воздействия на органы и ткани, в первую очередь желудочно-кишечного тракта.

· Неопластические проявления, т.е. образование опухолей. Вещества, способствующие образованию опухолей, являются канцерогенными и запрещаются к использованию в качестве пищевых добавок. Однако в состав традиционных пищевых продуктов могут входить канцерогенные вещества. Запрещение этих веществ привело бы к запрещению соответствующих продуктов.

· Влияние на репродуктивную функцию и развитие потомства. Именно для определения этого влияния пищевой добавки используются самки. Это еще одно отличие экспериментов по разрешению пищевых добавок от методов определения ПДК.

· Метаболизм, то есть превращения исходной пищевой добавки в организме. Метаболиты пищевой добавки не должны быть канцерогенными, мутагенными и задерживаться в организме более 24 часов. Если из пищевой добавки получаются канцерогенные вещества в организме, она будет запрещена. Так не используются в качестве пищевых добавок N – нитрозоамины, карбаматы, ароматические амины, полициклические ароматические углеводороды, канцерогенность которых или их метаболитов доказана. Но эти вещества присутствуют в традиционных пищевых продуктах.

· Если пищевая добавка сама или продукты ее метаболизма не выводятся из организма в течение 24 часов, то ее использование будет запрещено.

Если пищевая добавка сама или продукты ее метаболизма не будут выводиться из организма в течение 24 часов, то это приведет к кумулятивному эффекту, то есть к накапливанию. Учитывая, что яд определяется дозой,  то накапливание в организме приведет к тому, что через определенное время количество безопасной вначале добавки будет таковым, что она станет ядовитой. Таким образом, в ходе субхронического эксперимента определяется характер токсического действия, но в отличие от расчетов ПДК, здесь уже на первом этапе некоторые вещества могут быть запрещены для использования в качестве пищевой добавки.  

II этап – хронический  эксперимент. Максимальная длительность этого эксперимента 104 недели определяется токсичным действием пищевой добавки. Если на стадии субхронического эксперимента даже очень большие дозы вещества не давали токсического действия, то этот этап не нужен и вещество может быть разрешено к использованию. На этом этапе определяется максимально недействующая доза – доза, которая не дает токсического эффекта на протяжении 104 недель. Во время этого эксперимента продолжаются субхронические исследования по изучению влияния на репродуктивную функцию и развитие потомства. Этот опыт продолжают на 6 поколениях.

На основе максимально недействующей дозы (МНД) рассчитывается допустимое суточное потребление по следующей формуле:
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Если добавка предназначена для детского питания, то знаменатель равен 1000.

ДСП (допустимое суточное потребление) – количество вещества, которое можно применять в пищу, ежедневно в течение всей жизни без риска для здоровья. ДСП  включает в себя не только количество добавляемого вещества, но и естественное содержание этого вещества в суточном наборе продуктов питания. ДСП для всех веществ определяет и утверждает JECFA,  действующий с 1955 г. 

III этап.
На основании утвержденного ДСП, структуры питания (доли тех или иных продуктов в суточном наборе), а также естественного содержания вещества в данной категории продукта органы каждой страны определяют ориентировочную дозу в продукте питания. Структура питания изменяется от страны к стране, естественное содержание вещества в продукте также изменяется. Поэтому ориентировочная доза пищевой добавки в одном и том же продукте разных стран различна. 
Тем не менее, несмотря на разрешение к использованию ФАО, при длительном использовании более 500 (не считая комбинированных) применяемых сейчас пищевых добавок, накапливаются сведения о вредном воздействии некоторых из них. К тому же, большое значение имеет и доза – количество вещества, поступившее в организм за сутки. У многих людей, страдающих определенными заболеваниями, ряд пищевых добавок вызывает резкое обострение болезни. Например, в газированных напитках «Панда», «Вейнянский родник» и др., выпускаемых в Беларуси, в качестве консерванта использован бензоат натрия. Но продукты, содержащие бензоаты натрия и кальция, не рекомендуется употреблять астматикам и людям, чувствительным к аспирину. 

Большинство стран, на основании накопленных данных и собственных исследований, водят запрет на использование ряда добавок, принятых ФАО. Так,  в Российской Федерации, к использованию при производстве пищевых продуктов запрещены:

	Код 
	Название пищевых добавок 
	Технологические функции 

	Е121
	Цитрусовый красный
	Краситель

	Е123
	Амарант
	Краситель

	Е216
	Пара-гидроксибензойной кислоты пропиловый эфир
	Консервант

	Е 217
	Пара-гидроксибензойной кислоты пропилового эфира натриевая соль
	Консервант

	Е240
	Формальдегид
	Консервант

	Е924а
	Бромат калия
	Улучшитель муки и хлеба

	Е9246 
	Бромат кальция
	То же


В Украине из 480 исследованных украинскими специалистами к применению разрешена 371 добавка, 105 добавок не получили абсолютного разрешения к применению, а 4 – запрещены. Это:

	Код 
	Название пищевых добавок 
	Технологические функции 

	Е121
	Цитрусовый красный
	Краситель

	Е123
	Амарант
	Краситель

	Е239
	Гексаметелентетрамин
	Консервант

	Е240
	Формальдегид
	Консервант


В Германии существует отлаженная система контроля пищевых продуктов и входящих в них пищевых добавок. Тем не менее, определенные опасения специалистов имеются и там. При промышленном производстве пищевых продуктов в Германии допущены к использованию 296 химических соединений. На упаковке в разделе «Inhalt» указано наличие в продукте также и пищевых добавок. Как правило, их названия кодируются буквой Е с трехзначным числом. Согласно законодательству, эти вещества не должны быть вредными для здоровья, но проведенные сегодня исследования не дают полной гарантии отсутствия риска при их употреблении. И хотя, некая пищевая добавка сама по себе является безвредной, опасными могут быть вещества, возникающие при ее взаимодействии с лекарствами, ядохимикатами, используемыми в сельском хозяйстве, экологическими загрязнителями и т.д.  Поэтому, выбирая продукты, следует обращать внимание на этикетку и избегать, по возможности, тех, что содержат добавки, которые могут вызвать негативные последствия. Особенно это касается продуктов для детей.

Так, в Германии разрешены к употреблению 43 красителя (красящие вещества используются для улучшения товарного вида продуктов), из них 20 могут неблагоприятно влиять на здоровье: 

	Е102 и Е104 (желтый цвет), 

Е110 (красно-оранжевый цвет), 

Е122, Е124, Е128, Е129 (красный цвет), 

Е151 (черный цвет), 

Е154 и Е155 (коричневый цвет), 

Е180 (красный цвет в сырной корочке)
	Вызывают аллергию

	Е110 (оранжевый цвет), 

Е123 (спиртные напитки, рыбные изделия), 

Е127 (фруктовые консервы), 

Е132 (синий цвет)
	В опытах на животных вызывают у них развитие опухолей

	Е161 (некоторые колбасы)


	Повреждает сетчатую оболочку глаз

	Е150c, Е150d (оба в коричневых лимонадах, например, кока-кола), 

Е175 (конфеты и шоколадные конфеты с начинкой)
	Нарушают процесс кроветворения 

	Е173 (кондитерские изделия)
	Вреден для почек, подозрителен также в плане соучастия в развитии болезни Альцгеймера

	Е174 (чаще всего в сладостях)
	Может вызвать интоксикацию


Консервирующие вещества препятствуют быстрой порче продуктов. К использованию допущены 41, из них вредными для здоровья могут быть 35:

	Е210–Е219 (готовые салаты, рыбные изделия)
	Вызывают аллергические реакции

	Е220–Е228 (белое вино, сухофрукты, картофельные полуфабрикаты) 
	Являются причиной головных болей, тошноты, ухудшают состояние больных астмой

	Е230–Е232 (овощные и фруктовые продукты)
	Вызывают аллергию, а в опытах на животных-поражения внутренних органов 

	Е234 (обладает антибиотическим действием)
	При частом употреблении вызывает устойчивость болезнетворных бактерий к лекарствам-антибиотикам

	Е235 и Е239 (используются для поверхностной обработки сыра и колбас)
	Вредны для печени и почек

	Е242 (безалкогольные напитки)
	Подозрителен в плане развития опухолей

	Е249–Е252 (мясные продукты, сало)
	Ухудшают передачу кислорода в крови, способствуют развитию опухолей

	Е280–Е283 (упакованный хлеб и мучные изделия)
	В опытах на животных вызывают опухоли

	Е284–Е285 (в различных продуктах)
	При частом употреблении вызывают понос


Подкисляющие вещества и антиоксиданты способствуют длительному сохранению вкуса продуктов. Встречаются в супах-концентратах, соусах, марципановых и ореховых начинках, сухих полуфабрикатах, чипсах, орешках, жвачках. К производству допущены 92 вида этих веществ, из них 7 могут быть вредными, особенно людям, предрасположенным к аллергии.  Есть информация и одругих представителях этого класса пищевых добавок:

	Е310
	Ухудшает всасывание железа

	Е320
	В больших дозах способствует развитию язвы желудка

	Е338–Е341
	Ухудшают всасывание кальция, магния, железа

	Е385
	Ухудшают всасывание минеральных веществ, недопустим для детей младше 2 лет


Желирующие, увлажняющие и сгущающие вещества придают продуктам необходимую консистенцию. Добавляются в кондитерские изделия, мороженое, соусы, консервы. Из 32 допущенных к использованию веществ 16 могут вызвать нарушение всасывания минеральных веществ и расстройства пищеварения, а также:

	Е400–Е405, Е410 и Е414
	Аллергию 

	Е406, Е413, Е416–Е417
	Понос

	Е407
	Повреждение стенок кишечника

	Е412
	Экземы, повреждение щитовидной железы, стенок кишечника

	Е420–Е421
	Газообразование в кишечнике, повреждение почек


Эмульгаторы способствуют перемешиванию жира и жидкости в продуктах и сохранению их консистенции, например, в соусах, майонезе, маргарине и т.д. Из 27 используемых эмульгаторов 15 являются подозрительными из-за возможного отрицательного действия на кишечник и кости: 
	Е432–Е436 
	Ухудшают всасывание питательных веществ в кишечнике

	Е450–Е452 (в молочных продуктах, рыбных и колбасных изделиях)
	Ухудшают всасывание кальция

	Е466
	Может вызвать понос

	Е476 (в диетическом шоколаде и готовых соусах)
	В опытах на животных повреждает почки и печень

	Е491-Е49 5 (в тортах и пирожных, мармеладе)
	Может способствовать образованию камней в почках и повреждению кишечника


Кроме вышеперечисленных групп пищевых добавок вредными можно назвать также:

	Е512 (в светлых овощных консервах)
	В больших дозах вызывает тошноту и рвоту

	Е520-Е523, Е541, Е554-Е556 и Е559 (в фруктовых, овощных и яичных изделиях)
	За счет содержания алюминия может способствовать развитию болезни Альгеймера

	Е574-Е579 (в консервах)
	Могут вызвать понос



Усилители вкуса помогают производителям пищевых продуктов экономить на дорогостоящих натуральных пряностях. Усилители вкуса возбуждают аппетит, что, кстати, способствует развитию ожирения. Из 27 используемых усилителей вкуса 10 мало исследованы, 8 могут быть вредными:

	Е620-Е625 (соевый соус, китайская кухня)
	Вызывают сердцебиение, головные боли, слабость

	Е900 (используется в пенных муссах, пудингах и т.д.)
	Очень вреден из-за содержания силикона

	Е912 (в изделиях из цитрусовых)
	Изготовляется из бурого угля, очень вреден при частом использовании


Согласно исследованиям Центра независимой экологической экспертизы «КЕДР»  целый ряд пищевых добавок при постоянном употреблении, в зависимости от индивидуального влияния, представляет серьезную угрозу для здоровья. Ниже (табл. 3.10) приводится наиболее вредных, по данным специалистов Центра видов пищевых добавок. 

Таблица 3.10. – Пищевые добавки, наиболее вредные для организма человека*

	Номер добавки 
	Воздействие 
	Номер добавки
	Воздействие 
	Номер добавки
	Воздействие 
	Номер добавки
	Воздействие 

	Е 102 
Е 103 
Е 104 
Е 105 
Е 110 
Е 111 
Е 120 
Е 121 
Е 122 
Е 123 
Е 124 
Е 125 
Е 126 
Е 127 
Е 129 
Е 130 
Е 131 
Е 141 
Е 142 
Е 150 
Е 151 
Е 152 
Е 153 
Е 154 
Е 155 
Е 160 
Е 171 
Е 173
	О 
З 
П 
З 
О 
З 
О 
З 
П 
ОО, З 
О 
З 
З 
О 
О 
З 
Р 
П 
Р 
П 
ВК 
З 
Р 
РК, РД 
О 
ВК 
П 
П
	Е 180 
Е 201 
Е 210 
Е 211 
Е 212 
Е 213 
Е 214 
Е 215 
Е 216 
Е 219 
Е 220 
Е 222 
Е 223 
Е 224 
Е 228 
Е 230 
Е 231 
Е 232 
Е 233 
Е 239 
Е 240 
Е 241 
Е 242 
Е 249 
Е 250 
Е 251 
Е 252 
Е 270
	О 
О 
Р 
Р 
Р 
Р 
Р 
Р 
Р 
Р 
О 
О 
О 
О 
О 
Р 
ВК 
ВК 
О 
ВК 
Р 
П 
О 
Р 
РД 
РД 
Р 
О 
д/детей
	Е 280 
Е 281 
Е 282 
Е 283 
Е 310 
Е 311 
Е 312 
Е 320 
Е 321 
Е 330 
Е 338 
Е 339 
Е 340 
Е 341 
Е 343 
Е 400 
Е 401 
Е 402 
Е 403 
Е 404 
Е 405 
Е 450 
Е 451 
Е 452 
Е 453 
Е 454 
Е 461 
Е 462
	Р 
Р 
Р 
Р 
С 
С 
С 
Х 
Х 
Р 
РХ 
РХ 
РХ 
РХ 
РК 
О 
О 
О 
О 
О 
О 
РХ 
РХ 
РХ 
РХ 
РХ 
РХ 
РХ
	Е 463 
Е 465 
Е 466 
Е 477 
Е 501 
Е 502 
Е 503 
Е 510 
Е 513Е 
Е 527 
Е 620 
Е 626 
Е 627 
Е 628 
Е 629 
Е 630 
Е 631 
Е 632 
Е 633 
Е 634 
Е 635 
Е 636 
Е 637 
Е 907 
Е 951 
Е 952 
Е 954 
Е 1105
	РХ 
РХ 
РХ 
П 
О 
О 
О 
ОО 
ОО 
ОО 
О 
РК 
РК 
РК 
РК 
РК 
РК 
РК 
РК 
РК 
РК 
О 
О 
С 
ВК 
З 
Р 
ВК


     
*Условные обозначения вредных воздействий добавок:
	О – опасный 
РК – кишечн. расстройства 
РД – артериальное давление 
	С – сыпь 
Р – ракообразующий 
РЖ – расстройство желудка 
	Х – холестерин 
П – подозрительный 
ОО – очень опасный 
	З – запрещенный 
ВК – вреден для кожи 


Таким образом, если  проанализировать состав пищевых добавок первых попавшихся на глаза, распространенных у нас продуктов, учитывая данные, приведенные выше, то получаеться такая картина:

	Название продукта
	Наличие вредных веществ.

	Колбаса (чайная, польская) 
	Е – 121, Е – 330 (канцерогены).

	Соки (имитация под натуральные)
	 Е – 141, Е – 131 (аллергены).

	Конфеты в коробках (фабрика Покров) 
	Е – 330, Е – 215 (канцерогены, аллергены).

	Масло сливочное разных видов 
	Е – 330 (канцероген). 

	Консервы рыбные (сельдь и т.д. производства Латвии) 
	Е – 215, Е – 218, Е – 230 (аллергены).

	Молочные продукты (творог, молоко и т.д.) 
	Е – 330 (канцерогены). 

	Жареная картошка (чипсы и т.д.) 
	Е – 442 (канцерогены).

	Томаты (кетчуп) 
	Е – 330 (канцерогены) 

	Горчица (нескольких видов) 
	Е – 330 (канцероген). 



Пищевые добавки относятся к различным классам соединений и, следовательно, не могут быть определены одним методом. В анализе пищевых добавок используется все многообразие аналитических методов: от самых простых до самых сложных.  В качестве примера можно привести методы определения содержания сорбиновой кислоты.

Продукты переработки плодов и овощей. Определение содержания сорбиновой и бензойной кислот по их совместному присутствию. СТБ 1181:
1.Спектрофотометрия. Производиться отгонка кислот в присутствие серной кислоты и сульфата магния. Объем доводиться до 100 мл и измеряется   оптическая плотность (за стандартный раствор принимается вода) при длине волны 225 нм и 255 нм. Массовую долю сорбиновой (Х1) и бензойной (Х2)  кислот определяют по формулам,  использую D225 и  D255.
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	где
	V –
	объем раствора, 100 мл;

	
	M –
	масса навески, г;

	
	K –
	коэффициент разбавления раствора (используется в том случае, если измеряемый раствор разбавлялся для измерения оптической плотности);

	
	489; 37,8; 1451; 379 –
	расчетные коэффициенты, г/л.


Относительная погрешность этого метода для бензойной кислоты составляет 15%, для сорбиновой  – 18%.

2.Высоко-эффективная жидкостная хроматография. Используется для анализа соков, напитков, соусов и кетчупов. В качестве элюента используется раствор ацетата натрия и ацетонитрила. Методика основана на извлечении бензойной и сорбиновой кислот из продукта с последующим анализом аликвотной части водного раствора методом ВЭЖХ в режиме изократического разделения на колонке  с обращенной фазой ODS  с использованием  ультрафиолетового или диодно-матричного детектора. Строятся градуировочные  графики для каждой из кислот в отдельности. Графики умеют вид: y = a + bx,
	где
	у –
	площадь пика;

	
	х –
	концентрация вещества.


Относительная погрешность для бензойной кислоты – 19%, для сорбиновой  – 21,5%. Используется хроматограф Hewlett Packard, модель  HP 1100 или  фирмы  «Beckman» с ультрафиолетовым детектором.

3.Тонкослойная хроматография. В начале проводиться перегонка определяемых кислот с водяным паром и/или экстракция с органическими растворителями (этилацетат). Получившуюся смесь хроматографически разделяют и визуально определяют количество кислот. В качестве подвижного растворителя используют смесь петролейного эфира, хлороформа, диэтилового эфира и муравьиной кислоты в соотношении 20:8:2,8:1,2. На пластинку наносят как стандартные растворы кислот,  так и анализируемые. После этого пластинки рассматриваются  в УФ свете. По значению Rf определяют содержание сорбиновой и бензойной кислот.  
Контрольные вопросы:
1. Дайте определение понятию «пищевая добавка».

2. На какие основные группы делят пищевые добавки?

3. Что такое цифровая кодификация пищевых добавок и каковы цели ее введения?

4. Характеризуйте отдельные группы пищевых добавок?

5. Как определеяют показатели безопасных доз пищевых добавок?

§ 3.10. Генетически модифицированные продукты

Общая характеристика. Генетически модифицированные (трансгенные) продукты питания представляют особый интерес. В рассуждениях, как специалистов, так и простых потребителей о безопасности продуктов питания часто упоминаются и тяжелые металлы, и нитраты, и пестициды и ряд других ксенобиотиков, причем даже неспециалисты представляют их опасность и мнение об их негативном влиянии на организм едино. Когда же речь заходит о генетически модифицированных продуктах, даже мнения людей, профессионально изучающих данный вопрос, оказываются диаметрально противоположными. 

Опрос Всероссийского центра изучения общественного мнения (ВЦИОМ) показал: 68% россиян не готовы потреблять продукты, изготовленные с использованием генно-модифицированных организмов (ГМО). Между тем 31% респондентов не знают о них вообще ничего, свыше 45% что-то слышали о генно-модифицированных продуктах, и только 22% знают о них достаточно много.
Что же это за продукты? Как и когда они   появились? Зачем они нужны и нужны ли вообще? Опасны ли генетически модифицированные продукты для здоровья и какие продукты на нашем столе могут оказаться модифицированными? Это далеко не все вопросы, возникающие у человека, заботящегося о своем здоровье, и уж совем на немногие из них он может ответить. Исходя из вышесказанного, представляется полезным и даже необходимым подробнее рассмотреть вопрос о генетически модифицированных продуктах: истории и причинах их появления, методах их создания и исследования и, конечено, опасности для организма.

За ХХ в. численность населения Земли увеличилась с 1,5 до 6 млрд. человек. Предполагается, что к 2020 г. она вырастет до 8 млрд. При этом производство сельскохозяйственной продукции за последние 40 лет выросло в среднем в 2,5 раза, и дальнейший его рост традиционными методами представляется маловероятным.

Решение проблемы увеличения производства продуктов питания старым методом уже невозможно. Традиционные сельскохозяйственные технологии исчерпали себя: в последние 20 лет человечеством потеряно свыше 15% плодородного почвенного слоя, а большая часть пригодных к возделыванию почв уже вовлечена в хозяйственный оборот.

Создание в 1983 г. первого трансгенного растения, а затем и, проведенные в 1986 г. первые успешные полевые испытания, открыли широкие перспективы использования генной инженерии в сельском хозяйстве для изменения агротехнических характеристик культур с целью увеличения их урожайности, а также улучшения пищевой и кормовой ценности продукции. Вследствие этого с каждым годом появляется все больше генетически модифицированных организмов (ГМО), которые используют в качестве продуктов питания (картофель, кукуруза, помидоры, рыба и др.) или включают ГМ-компоненты (например, крахмал, соевая мука, томатная паста и др.).

В настоящее время 18 стран выращивают трансгенную продукцию: США, Канада, Мексика, Гондурас, Колумбия, Аргентина, Уругвай, Бразилия, ЮАР, Индия, Австралия, Индонезия, Филиппины, Китай, Германия, Румыния и др. И если в 1996 г. под трансгенные растения в мире было засеяно 1,7 млн. га, то уже в 2005 г. – 90 млн га. В нашей стране пока запрещено в промышленных масштабах выращивать генетически модифицированную сельскохозяйственную продукцию. В России запланировано выращивать в 2008–2010 гг. три сорта картофеля, кукурузу, сою, сахарную свеклу, рапс. В других странах таких растений около 100, а разработаны и проходят полевые испытания еще более 700. В России 77 видов пищевых продуктов, поступающих в продажу, – трансгенные, хотя официально разрешено использовать в питании только 14 генетически модифицированных растений. Они используются при изготовлении колбас, майонезов, кондитерских изделий и других продуктов питания.

Против генетически модифицированных источников существуют различные мнения. 

Первое, замена одних генов на другие в живых организмах нарушает систему гомеостаза – ослабляет их жизненные силы. Считается, что конечным результатом может быть создание лишь курьезных домашних животных и растений, не жизнеспособных в природе, т.е. трансгенные виды могут не дать потомства или же обладать свойствами, которые приведут к гибели этих животных или растений. А те полезные свойства, ради которых и разрабатывались эти культуры, через несколько поколений практически исчезнут.  

 Второе, биологическая наука не дает ответа на вопрос: насколько высока возможность генно-инженерных культур стать инвазивными (инвазия – нашествие), вытесняющими традиционные сорта сельхозрастений. Спустя десятилетия последние могут исчезнуть на Земле, поскольку урожайность трансгенных выше на 10–20% и они провоцируют возникновение инфекционных заболеваний у обычных растений – ржавчина или головня хлебных злаков, поражение грибком картофеля. Кроме того, ученые, перенося ген с одного организма на другой в надежде, что с ним перейдет некое полезное свойство, не учитывают, что переходят и вредные свойства.

Третье, в результате все более масштабного производства трансгенных растений, происходит сужение генетической базы семеноводства и монополизация четырьмя-пятью транснациональными компаниями производства и рынка всего мирового семенного фонда. 

Четвертое, многие ученые сходятся на том, что трансгенные растения могут наносить вред здоровью человека. 

И так, чтоже это за продукты, как их получают и чем они опасны. 

Генетически модифицированный организм (ГМО) – организм или несколько организмов, любое неклеточное, одноклеточное или многоклеточное образование, способные к воспроизводству или передаче наследственного генетического материала, отличные от природных организмов, полученные с применением методов генной инженерии и содержащие генно-инженерный материал, в том числе гены, их фрагменты или комбинации генов. 

Генетически модифицированные источники пищи (ГМИ) – пищевые продукты или компоненты пищевых продуктов, полученные из генетически модифицированных организмов, и используемые человеком в пищу в натуральном или переработанном виде.

Получение генетически модифицированных организмов. Получение генетически модифицированных организмов связано со «встраиванием» целевого гена в ДНК других растений или животных (производят транспортировку гена, т.е. трансгенизацию) с целью изучения свойств или параметров последних. 

Несовершенство «встраивания» гена в геном другого организма является одной из причин опасности ГМО. В настоящее время наиболее распространенными являются два способа введения гена (рис. 3.1): агробактериальный и биобаллистический. При применении первого способа используют плазмиды (кольцевые ДНК) почвенных бактерий (Agrobacterium tumefaciens и Agrobacterium rhizogenes), с помощью которых и «встраивают» нужный ген в геном клетки (приложение). При биобаллистическом способе в специальной вакуумной камере производят «обстрел» растительных клеток микроскопическими вольфрамовыми или золотыми частицами с нанесенными на них генами и нуклеотидными последовательностями, управляющими этими генами (прямой ввод гена в геном клетки-хозяина). При обоих способах «встраивания» гена производят селекцию трансформированных клеток и регенерацию трансгенных растений. Наиболее распространенным является агробактериальный способ введения целевого гена. Оба способа «встраивания» гена являются несовершенными и не дают полной гарантии безопасности тех организмов, которые создаются с их помощью. При биобаллистическом способе достаточно высока вероятность «встраивания» сразу многих копий ДНК-векторов, «обрывков» ДНК и других сбоев. При этом могут появляться растения с неизвестными свойствами. Другой способ, агробактериальный, является еще более опасным и непредсказуемым, чем первый.

Сторонники ГМО уверенны, что ГМ-вставки полностью распадаются в желудочно-кишечном тракте человека. Они утверждают, что присутствие в пищевых продуктах и кормах рекомбинантной ДНК само по себе не представляет опасности для здоровья человека и животных, по сравнению с традиционными продуктами, так как любая ДНК состоит из нуклеотидных оснований, а генетическая модификация оставляет неизменной их химическую структуру и не увеличивает общего содержания генетического материала. Человек ежедневно потребляет с пищей ДНК и РНК в количестве от 0,1 до 1,0 г в зависимости от вида





Рис. 3.1. – Создание генетически модифицированных растений

потребляемых продуктов и степени их технологической обработки. Кроме того, показано, что процент рекомбинантной ДНК в геноме генетически модифицированных сельскохозяйственных культур весьма незначителен. Так, в генетически модифицированных линиях кукурузы, устойчивых к вредителям, процент рекомбинантной ДНК составляет 0,00022, в генетически модифицированных линиях сои, устойчивых к пестицидам – 0,00018, генетически модифицированных сортах картофеля, устойчивых к вредителям, – 0,00075. Технологическая обработка пищи значительно снижает содержание ДНК в продуктах. В высоко рафинированных продуктах, таких как сахар-песок, произведенный из сахарной свеклы, или масло из бобов сои ДНК содержится в следовых количествах или отсутствует. Опасения у специалистов вызывает возможный перенос генов устойчивости к антибиотикам, которые используются при создании трансгенных растений, в геном бактерий желудочно-кишечного тракта. Однако основной объем поступающей с пищей ДНК подвергается разрушению в пищеварительном тракте и, следовательно, маловероятно сохранение целого гена с соответствующей регуляторной последовательностью. Кроме того, перенос рекомбинантной ДНК в геном бактерий практически невозможен, из-за необходимости последовательного прохождения определенных этапов: проникновение ДНК сквозь клеточную стенку и мембрану микроорганизма и возможность выживания при работе механизма уничтожения чужеродной ДНК у бактерий; встраивание в ДНК микроорганизма и стабильное интегрирование на определенном участке, экспрессия гена в микроорганизме.

Однако поедание организмов друг другом может лежать в основе горизонтального переноса, поскольку показано, что ДНК переваривается  не до конца и отдельные молекулы могут попадать из кишечника в клетку и в ядро, а затем интегрироваться в хромосому. Что же касается колечек плазмид, то «кольцевая» форма ДНК делает ее более устойчивой к разрушению. Так, плазмиды и ГМ-вставки были обнаружены в разных органах животных и человека, использующих в пищу ГМО: в крови и микрофлоре кишечника мышей; в крови, селезенке, печени, мозге, сердце и коже внутриутробных плодов и новорожденных мышат при добавлении в корм беременных самок мышей ДНК бактериофаг М-13 или плазмид, содержащих ген зеленого флуоресцентного белка; в слюне и микрофлоре кишечника человека. 

Методы определения и оценка ГМИ. Так как возможность появления отдельных изменений в метаболизме растений теоретически может предполагаться, во всем мире признана необходимость тщательной оценки этой продукции на биобезопасность.

Существует три направления по проведению комплексной санитарно – эпидемиологической экспертизы пищевой продукции, полученной из ГМИ: оценка медико-генетическая, медико-биологическая и оценка технологических параметров.

Медико-генетическая оценка. Медико-генетическая оценка (основанная на применении полимеразной цепной реакции – ПЦР) включает анализ вносимой последовательности генов, маркерных генов, промоторов, терминаторов, стабильности и уровня выраженности генов. Медико-биологическая оценка состоит из нескольких блоков исследований: композиционная эквивалентность, хроническая токсичность, специальные исследования (аллергенные свойства, влияние на иммунный статус, репродуктивную функцию, мутагенность, канцерогенность, нейро- и генотоксичность). 
Технологическая оценка. Технологическая оценка определяет органолептические и физико-химические свойства, а также влияние генетической модификации на технологические параметры продукции. 
Получив трансген, в первую очередь оценивают так называемую композиционную эквивалентность с его традиционным аналогом – есть ли отличие в химическом составе (включая белковый, кислотный, аминокислотный, витаминный, минеральный состав и пр.). Это нужно еще для того, чтобы определить весь необходимый набор дальнейших исследований. Далее начинается изучение содержания как природных, так и антропогенных контаминантов (тяжелые металлы, пестициды, остатки микотоксинов и др.).

После исследования абсолютной композиционной эквивалентности изучению подвергается собственно измененный белок, кодируемый измененным геном. Он выделяется в достаточном количестве и, прежде всего, проверяется на токсичность и аллергенность. При их отсутствии белок считается безопасным, регистрируется и разрешается к использованию для пищевых целей. Далее изучается и оценивается пищевая ценность продукта. Совокупность всех этих данных позволяет регистрировать продукт и продолжать пострегистрационный мониторинг, исследования по фактам накопления новых данных.

Для оценки аллергенного потенциала продуктов–трансгенов обязательно проводят так называемые острые оральные эксперименты, в которых лабораторным или сельскохозяйственным животным в течение определенного срока скармливают анализируемый протеин в дозах, значительно превышающих его содержание в растительных тканях (до 5 г на кг живого веса животного), а затем выявляют у животных мельчайшие отклонения в здоровье по сравнению с контрольной группой, не принимавшей этот белок. Вообще при оценке токсичности веществ (не только белков) также принимают во внимание данные о накоплении их остатков, кумулятивные эффекты, общую экспозицию (продолжительность и способ действия: через кожу, при вдыхании, при поедании), пороговые и эндокринные эффекты, чувствительность к ним представителей разных возрастных групп населения и др. 
В настоящее время широко принято делить ГМ – продукцию на три категории. Первая – это продукты, композиционно абсолютно аналогичные традиционным (по молекулярным и фенотипическим характеристикам, уровням содержания ключевых нутриентов, антиалиментарных, токсичных веществ и аллергенов, характерных для данного вида продукта или определяемых свойствами переносимых генов). Они, как и аналог, безопасны и, соответственно, как аналог не требуют никаких дополнительных исследований. Большинство выращиваемых ныне в коммерческих целях ГМ – растений относятся именно к первой группе.

Вторая – ГМ – продукция, имеющая определенные различия, связанные с введением нового гена, синтезом нового белка. В этом случае исследования концентрируются именно на этом белке, на характеристике его свойств. 

И, наконец, в будущем возможно появление продуктов с намеренно измененным композиционным химическим составом (витаминным, белковым), тогда, конечно, потребуются другие исследования. В качестве путей решения предлагается использовать новые направления современной науки – геномику, протеомику и метаболомику.     

Разработка специальных аналитических методов началась в 1994–1995 гг. одновременно с созданием первых разрешенных для реализации продуктов из ГМИ. В большинстве случаев в своем составе они содержат материал, встроенный в геном растения (рекомбинантную ДНК), а также определяющий заданное генетической модификацией свойство – белок. Количество последнего фиксируют иммунологическими способами, такими, как «Вестерн блоттинг» или непрямой твердофазный иммуноферментный тест (новый белок, выступающий в роли антигена, обнаруживают с помощью соответствующих антител, конъюгированных с ферментом). Эти методы наиболее просты в исполнении, относительно дешевы, чувствительность их 0,5–1,0% содержания белка, определяющего новый признак, к общему количеству белка. Но если исходное сырье подвергают глубокой технологической обработке, разрушающей белок (высокая температура, кислая среда, использование ферментов и др.), то иммунологический анализ дает нестабильные или плохо воспроизводимые результаты. Скажем, неприменим такой подход при исследовании колбасных и кондитерских изделий, детского питания, биологически активных добавок.

Следует также подчеркнуть, что концентрация белка, формирующего новый признак (например, устойчивость к колорадскому жуку в картофеле или пестицидам в сое), в большинстве генетически модифицированных растений, представленных на мировом продовольственном рынке, меньше 0,06%, что значительно ниже чувствительности описанного метода. Поэтому предпочтительнее другой способ – поиск в продукте рекомбинантной ДНК.

Строение этой молекулы одинаково во всех клетках организма, значит, любая часть растения пригодна для анализа. Кроме того, ДНК стабильнее белка и сохраняется после технологической и кулинарной обработки продуктов. В основе метода – полимеразная цепная реакция, изобретенная американцем К.Мюллисом в 1983 г. Она произвела революционный переворот в молекулярной генодиагностике. Суть ее: для распознавания определенного участка ДНК, присутствующего только в модифицированном геноме, прибегают к специальным маркерам – последовательностям ДНК, именуемым праймерами. По завершении идентификации выявленный фрагмент молекулы многократно копируется с помощью термостабильного фермента ДНК-полимеразы. Последний этап – электрофорез в агарозном геле. Наличие полосы в соответствующем участке электрофореграммы и означает присутствие искомой ДНК.

Кроме гена, кодирующего определенный белок, в модифицированную ДНК встраивают так называемый промотор, запускающий транскрипцию, и терминатор, ее останавливающий. На сегодня 98% всех ГМИ пищи растительного происхождения, представленных на мировом продовольственном рынке, содержат в геноме либо промотор 35S, получаемый из вируса мозаики цветной капусты, либо терминатор NOS из бактерии Agrobacterium tumefaciens, либо обе названные последовательности ДНК. Это обстоятельство значительно упрощает и ускоряет их поиск, когда надо проверить наличие ГМИ в большом количестве образцов.

Однако такой анализ фиксирует лишь факт использования генетически модифицированной культуры при производстве продукта. И при положительном результате необходимо выяснить, прошли ли они соответствующую экспертизу на безопасность и регистрацию, т.е. разрешены ли они для питания. Тогда применяют полимеразную цепную реакцию с использованием праймеров, распознающих конкретную генетическую конструкцию, встраиваемую в геном. Способ заявлен в качестве стандартного для идентификации ГМИ растительного происхождения в 23 странах и позволяет определить рекомбинантную ДНК в пищевых продуктах, даже если ее содержание в них не превышает 0,9% от общего количества ДНК трансгенного растения, используемого при производстве.

Но и у этого способа есть ограничения, поскольку не все пищевые продукты имеют в своем составе ДНК. К таким относятся прошедшие глубокую технологическую обработку рафинированные растительные масла, сахарный песок, крахмалы высокой степени очистки, соусы, этиловый спирт (контролируют их на основании специальных документов, сопровождающих продукт от поля до прилавка).

Благодаря высоким темпам развития биотехнологии количество создаваемых ГМИ пищи будет расти. И необходимость выявлять в них огромное количество новых генетических конструкций приведет к значительному увеличению времени проведения анализа полимеразной цепной реакции и его стоимости. Поэтому уже сегодня ведется поиск новых подходов к ведению контроля. Весьма перспективны в этом плане технологии с применением биологических микрочипов, своеобразного автоматизированного комплекса методов аналитической лаборатории, перенесенного на маленькую поверхность стекла или пластика. Основываясь на принципе гибридизации молекул ДНК, фиксированных на поверхности чипа, с искомым аналогом исследуемой пробы и последующего измерения флуоресценции, биочип определяет сотни (!) сортов генетически модифицированных растений  в одном анализе. Правда, пока эту технологию применяют в основном для научных целей. Но первые шаги к внедрению ее в область контроля за пищевой продукцией из ГМИ уже сделаны. Так, в Российской Федерации разработан и включен в число национальных стандартов метод выявления следующих генетических последовательностей: промотора 35S из вируса мозаики цветной капусты, маркерного гена gus из бактерии E.coli, терминаторов nos и ocs из бактерии Agrobacterium tumefaciens, маркерного гена npt II бактериального происхождения.

Если же модификация направлена на изменение химического состава продукта (таких, разрешенных для питания, пока единицы), применимы и специальные методы исследования: хроматография, спектрофотометрия, спектрофлюориметрия и др. Скажем, линии сои G94-1, G94-19, G168 фирмы Дюпонт (США) имеют измененный жирнокислотный состав: сравнительный анализ показал увеличение содержания олеиновой кислоты в бобах до 83,8%, в то время как в традиционном аналоге ее всего 23,1%. Газовая хроматография выявляет данную генетическую модификацию даже в рафинированном соевом масле, не содержащем ДНК и белка.

Для количественного определения ГМИ наиболее перспективна полимеразная цепная реакция с детекцией результатов в режиме реального времени. В чем же суть метода? С помощью специального оборудования, позволяющего наблюдать за кинетикой процесса, в реакционную смесь вноситься дополнительный маркер – участок ДНК, комплементарный искомому аналогу и содержащий флуоресцентную метку, интенсивность флуоресценции которой в ходе реакции пропорциональна количеству ГМИ в исследуемом продукте. Такой анализ проводится в закрытой пробирке, занимает совсем немного времени, а итог виден  на компьютерном мониторе.

Преимущества ГМИ пищи. Трансгенные растения (ТР) способствуют росту продуктивности за счет своей устойчивости к гербицидам, вредителям, болезням. Это позволяет сохранить ту часть урожая, которая ранее терялась из-за воздействия факторов биотического стресса и неэффективной защиты.

ТР можно придать полезные свойства. Например, британскими учеными разработан новый сорт риса – «золотой рис» – генетически улучшенный с помощью бетакаротина, который в организме человека превращается в витамин А. Из улучшенной кукурузы, соевых бобов и рапса получается растительное масло, в котором снижено количество насыщенных жиров. В трансгенных сортах картофеля и кукурузы больше крахмала и меньше воды. Такой картофель при жарке требует немного масла, легче усваивается желудком. Усовершенствованные помидоры, тыква и картофель лучше сохраняют витамины С, Е и бетакаротин.

ТР можно использовать в фармакологических целях как биофабрики по производству белков интерлейнинов, стимулируя защитные свойства человека (в частности моркови, бананов и др.).

Обобщая вышесказанное, можно сделать вывод, что применение ТР:

-повышает продуктивность сельскохозяйственных культур;

-позволяет увеличить производство сельскохозяйственной продукции, не расширяя пахотных земель;

-уменьшает ущерб окружающей среды от использования ядохимикатов;

-позволяет получить экономическую выгоду за счет снижения трудозатрат и экономии энергоресурсов.
А ведь в дальнейшем будут создаваться совершенно новые продукты, с улучшенной или измененной пищевой ценностью, устойчивые к воздействию климатических факторов, засолению почв, а также имеющих больший срок хранения и улучшенные вкусовые свойства, характеризующиеся отсутствием аллергенов. Более отдаленное будущее – это растения, которые продуцируют определенные химические соединения, вакцины и т.д. И это не фантастика. Лабораторные наработки показывают эффективность этого направления.  
А в перспективе культуры третьего поколения (примерно с 2015 г). Для них помимо вышеперечисленных качеств будет характерно изменение архитектуры растений, например, низкорослость как фактор устойчивости в ветреных областях. Или изменение времени цветения и плодоношения – тогда станет возможным выращивать тропические фрукты в средней полосе. Или изменение размера, формы и количества плодов. Или рост эффективности фотосинтеза – это приведет к увеличению содержания кислорода в воздухе. Или продуцирование пищевых веществ с повышенным уровнем ассимиляции, лучше усваивающихся организмом.

Недостатки использования ГМИ пищи. Потенциальную опасность трансгенных организмов ученые и специалисты связывают со следующими возможными отрицательными последствиями;
• Вытеснение природных организмов из их экологических ниш с последующим нарушением экологического равновесия. Эти риски связаны, прежде всего, с появлением суперсорняков, с формированием новых, устойчивых к ядам, популяций насекомых, генетическим загрязнением и безвозвратной потерей традиционных сортов важнейших сельхозкультур, а также с возрастанием химического загрязнения окружающей среды пестицидами.

• Уменьшение биоразнообразия. ГМО представляют риск для биоразнообразия (генетического в том числе), так как они взаимодействуют в природе со всем живым, что их окружает. Ученые определили несколько проблемных сфер – появление новых вредителей, суперсорняков, генетическое загрязнение, перекрестное опыление ГМ культур и обычных, появление новых вирусов, а также другие частные «слабые места» в зависимости от типа ГМО.

• Бесконтрольный перенос чужеродных генов из трансгенных организмов в природные, что предположительно может привести к активации ранее известных или образованию новых патогенов. Трансгенные конструкции имеют возможность перемещаться в другие растения, родственные, либо того же типа.  Генетически модифицированный материал переносится в пыльце с помощью, скажем, ветра на соседние поля. Фермеры, ведущие органическое или традиционное сельское хозяйство в Европе и США озабочены этим фактом, поскольку полученные благодаря методам генной инженерии растения не считаются органической продукцией, которая становится все более и более популярной, особенно в Европе. В 1999 году американская компания органических продуктов Terra Prima уничтожила 87 тыс. мешков органических кукурузных чипсов, отправленных в Европу, когда испытания показали содержание в них ГМ-материала. Ученые Великобритании, например, обнаружили пыльцу ГМ рапса в пчелиных ульях на расстоянии 4 километра от поля. А канадские производители экологически чистой сельскохозяйственной продукции постепенно разоряются из-за генетического загрязнения их посевов от расположенных рядом генно-модифицированных полей.

Условно риски, связанные с использованием ГМИ пищи, можно разделить по объекту воздействия на:

- экологические;

- медицинские;

- социально-экономические.

Подробного рассмотрения заслуживают риски медицинские, так как для потребителей на первом месте стоит влияние подобных продуктов на здоровье.

На сегодняшний день нет прямых научных доказательств отрицательного воздействия трансгенных растений на человека. Проводятся различные исследования, но полученные результаты слишком противоречивы, чтобы делать однозначные выводы. Однако ученые и медики признают появление и подтверждают наличие отдельных рисков для здоровья человека.

Трансгены могут вызывать:

-Повышенную аллергеноопасность. Выявлены факты появления аллергии у определенной группы людей на продукты переработки генетически модифицированной сои фирмы «Pioneer». Дальнейшие исследования показали, что аллергическая реакция возникает у людей, имеющих аллергию на американский орех;

-Возможную токсичность. Генетически модифицированные манипуляции наделяют растения или животных неприсущими им свойствами. При этом возникает проблема: остановить или предугадать процесс функционирования комбинированного гена практически невозможно, поэтому уверенности в том, что съедаемые нами генетически модифицированные растения не станут производить новые токсины нет;

-Устойчивость к действию антибиотиков. Появление большого количества антибиотикоустойчивых бактерий наблюдалось несколько лет назад в Дании: тысячи людей оказались жертвами эпидемии сальмонеллеза, вызванной новым, устойчивым к антибиотикам, штаммом сальмонеллы. Следует, однако, заметить, что устойчивые к антибиотикам штаммы бактерий возникают отнюдь не благодаря генной инженерии.

Пищевые продукты, полученные с применением ГМИ. В структуре посевных площадей, занятых под трансгенные растения по всем странам преобладали сельскохозяйственные культуры со следующими наследственными признаками:
- устойчивость к гербицидам – 71%;

- устойчивость к насекомым – 7,7%;

- улучшение качества – менее 0,1%.

Следующие генетически модифицированные источники пищи (трансгенные культуры) выпускаются в промышленных объемах (табл. 3.11):
Кукуруза – устойчивая к глюфосинату аммония, глифосату, к зерновому точильщику, стеблевому мотыльку, к вредителям Diabrotica spp.

Соя – устойчивость к глифосату, глюфосинату аммония, высокое содержание олеиновой кислоты.

Рис – устойчивость к глюфосинату аммония.

Картофель – устойчивость к колорадскому жуку, вирусу картофеля Y, вирусу скручивания листьев картофеля.

Рапс – устойчивость к бромоксинилу, глюфосинату аммония. 

Кабачки – устойчивость к вирусу мозаики огурцов, желтому вирусу мозаики цукини, вирусу мозаики дыни 2.

Папайя – устойчивость к вирусу кольцевых пятен папайи.

Томаты – устойчивость к вредителям, пролонгирование созревания (снижение синтеза этилена), устойчивость при хранении (замедление деградации пектина).

Сахарная свекла – устойчивость к глюфосинату аммония.

Мускатная дыня – замедление созревания (снижение синтеза этилена).

Лен – устойчивость к сульфонилмочевине.

Подлежат исследованию на ГМИ следующие пищевые продукты, произведенные из/или с использованием генетически модифицированного сырья: хлеб и хлебобулочные изделия, мучные кондитерские изделия: печенье, галеты, пряники, вафли, крекеры, торты, пирожные и кексы, колбасы и колбасные изделия, мясные полуфабрикаты, продукты детского питания (смеси для вскармливания, каши, пюре плодоовощные, мясорастительные и рыборастительные консервы, фасованные кулинарные изделия, консервы мясорастительные, рыборастительные, концентраты
Таблица 3.11. – Перечень пищевых продуктов, полученных с применением генно-инженерно-модифицированных организмов

	Продовольственное сырье
	Пищевые продукты

	1
	2

	Соя
	1.Соевые бобы

2.Соевые проростки

3.Концентрат соевого белка и его текстурированные формы

4.Изолят соевого белка

5.Гидролизат соевого белка

6.Соевая мука и ее текстурированные формы

7.Заменитель молока (соевое молоко)

8.Заменитель сухого молока (сухое соевое молоко)

9.Консервированная соя

10.Вареные соевые бобы

11.Жареные соевые бобы

12.Жареная соевая мука

13.Продукты, полученные из или с использованием изолята соевого белка, концентрата соевого белка, гидролизата соевого белка, соевой муки, сухого соевого молока

14.Ферментированные соевые продукты

15.Соевая паста и продукты из нее

16.Соевый соус

17.Продукты, полученные из или с использованием соевого молока (тофу, сквашенные напитки, мороженое, майонез)

18.Соевое масло

19.Соевый лецитин

20.Продукты, полученные из или с использованием продуктов, указанных в пунктах 1–20

	Кукуруза
	1.Кукуруза для непосредственного употребления в пищу

2.Мука кукурузная

3.Крупа кукурузная

4.Мука смешанная, содержащая кукурузную муку

5.Кукуруза замороженная и консервированная 

6.Попкорн из кукурузы

7.Кукурузные чипсы 

8.Кукурузное масло

9.Кукурузный крахмал

10.Мальтодекстрины, произведенная из кукурузы

11.Сиропы, произведенные из кукурузного крахмала

12.Глюкоза, произведенная из кукурузы

13.Фруктоза, произведенная из кукурузы

14.Патока, олигосахара, произведенные из кукурузы

	Картофель
	1.Картофель (для непосредственного потребления в пищу)

2.Полуфабрикаты из картофеля быстрозамороженные

3.Пюре картофельное сухое

4.Хлопья картофельные

5.Картофельные чипсы

6.Крекеры картофельные (полуфабрикаты)

7.Продукты из картофеля обжаренные:

• хворост картофельный

• в ломтиках

• соломкой

8.Концентрат из картофеля, в том числе:

• мука для оладьев

• вареники с картофелем (полуфабрикаты)

• пюре картофельное, не требующее варки

9.Продукты из картофеля быстрого

приготовления, в том числе:

• картофель сушеный, быстро восстанавливаемый

• картофель сушеный, быстро развариваемый

10.Консервы из картофеля, либо содержащие картофель

11.Меласса

12.Картофельный крахмал

13.Глюкоза, произведенная из картофеля

14.Патока, олигосахара, произведенные из картофеля

	Томаты
	1.Томаты для непосредственного употребления

в пищу (в том числе натуральные, цельноконсервированные (консервированные)

2.Томатная паста

3.Томатное пюре 

4.Томатный сок, напитки

5.Томатные соусы, кетчупы

6.Продукты, содержащие компоненты из пунктов 1-5

	Кабачки
	1.Кабачки в натуральном виде

2.Продукты, произведенные из (или) с использованием кабачков

	Дыня
	1. Дыня в натуральном виде

2.Продукты, произведенные из (или) с использованием дыни

	Папайя
	1.Папайя в натуральном виде

2.Продукты, произведенные из (или) с использованием папайи

	Цикорий
	Продукты, содержащие цикорий

	Сахарная свекла, свекла столовая
	1.Сахар, произведенный из сахарной свеклы

2.Глюкоза, произведенная из сахарной свеклы

3.Фруктоза, произведенная из сахарной свеклы

	Рапс
	Рапс и продукты его переработки, в том числе:

Рапсовое масло и продукты, его содержащие

Семена рапса дробленые, недробленые, прочие

	Лен
	Льняное масло и продукты, его содержащие

	Хлопок
	Хлопковое масло и продукты, его содержащие

	Пшеница
	1.Пшеница в натуральном виде

2.Продукты, произведенные из (или) с использованием пшеницы, в том числе хлеб и хлебобулочные изделия

	Подсолнечник
	Семена подсолнечника, масло подсолнечное и другие продукты, произведенные из/или с использованием семян подсолнечника

	Рис
	Продукты, содержащие рис, в том числе:

1.Рис дробленный

2.Мука рисовая

3.Гранулы из зерна риса

4.Хлопья рисовые, чипсы рисовые

5.Готовые пищевые продукты, полученные путем вздувания или обжаривания зерна риса

	Морковь
	Морковь, репа свежие или охлажденные, в том числе:

1.Морковь для непосредственного употребления в пищу, в том числе натуральные и консервированные и продукты их содержащие

2.Сок морковный

	Репа
	Репа свежая или охлажденная, в том числе натуральная и консервированная и продукты ее содержащие

	Лук, чеснок
	Лук, чеснок и продукты их содержащие, в том числе: 

1.Лук репчатый, лук шалот, чеснок, лук-порей и прочие луковичные овощи, свежие или охлажденные 

2.Лук репчатый, лук шалот, чеснок, лук-порей и прочие луковичные овощи сушеные, целые, нарезанные кусками, ломтиками, измельченные или в виде порошка, но не подвергнутые дальнейшей обработке
3.Лук репчатый, лук шалот, чеснок, лук-порей и прочие луковичные овощи, приготовленные или консервированные с добавлением уксуса или уксусной кислоты

	Горох
	Горох и продукты его содержащие, в том числе:

1.Горох сушеный, лущеный, очищенный от семенной кожуры или неочищенный, колотый или неколотый

2.Горох, приготовленный или консервированный без добавления уксуса или уксусной кислоты, немороженый

	Перец, баклажан
	Перец, баклажаны и продукты их содержащие, в том числе: баклажаны, сладкий перец свежий, приготовленные или консервированные с добавлением уксуса или уксусной кислоты.

	Виноград
	Виноград свежий или сушеный, в том числе, сок виноградный, нектары и напитки, содержащие виноградный сок

	Кофе
	Кофе жареный и нежареный, с кофеином или без кофеина, кофейная шелуха и оболочки зерен кофе, кофейные напитки

	Пищевые добавки
	Произведенные из ГМО

	Биологически активные добавки к пище
	Содержащие ГМО

	Генетически модифицированные заквасочные, стартовые, дрожжевые культуры
	Содержащие жизнеспособные и нежизнеспособные генетически модифицированные микроорганизмы

Продукты, содержащие заквасочные, стартовые. дрожжевые культуры

	Генетически модифицированные штаммы-продуценты пищевых веществ и пищевых добавок
	Полученные с использованием генетически модифицированных микроорганизмов

	Лимон, апельсин, мандарин, грейпфрут*
	Свежие или сушеные, консервированные, продукты их переработки, в том числе соки

	Ячмень*
	Ячмень в натуральном виде, продукты, произведенные из/или с использованием ячменя

	Арахис*
	1.Арахис и продукты его содержащие

2.Масло арахисовое и его фракции, нерафинированное

	Капуста*
	Капуста кочанная, капуста цветная, кольраби, капуста листовая и продукты ее переработки

	Огурцы*
	Капуста кочанная, капуста цветная, кольраби, капуста листовая и продукты ее переработки

	Маслины, оливки*
	Маслины, оливки, в том числе:

1.Маслины или оливки (сырые или сваренные в воде или на пару), мороженые

2.Масло оливковое и его фракции

3.Маслины или оливки, приготовленные или консервированные с добавлением уксуса или уксусной кислоты

	Яблоки, груша, айва*
	Яблоки, груша, айва, в том числе: Яблоки, груша и айва свежие или сушеные, продукты их переработки, в том числе, соки, нектары и напитки, содержащие яблочные соки

	Вишня, абрикос, черешня, персики, нектарины, слива, терн*
	Свежие, или подвергнутые или неподвергнутые тепловой обработке в кипящей воде или на пару, мороженые, с добавлением или без добавления сахара или других подслащивающих веществ, продукты их переработки, в том числе соки

	Чай*
	Чай с вкусо-ароматическими добавками или без них

	Киви*
	Киви и продукты его переработки, в том числе сок

	Ананас*
	Ананас и продукты его переработки, в том числе сок

	Примечание:
	* –
	пищевые продукты, имеющие генно-инженерно-модифицированные аналоги, находящиеся на стадии разработки или внедрения


пищевые, супы и каши быстрого приготовления), полуфабрикаты (крем, помада, начинки, желе), кондитерские изделия, шоколад, резинка жевательная, биологически активные добавки к пище (сухие, жидкие), пищевые добавки.

В стадии разработки или внедрения и, возможно, пока не представлены на мировом продовольственном рынке, а потому подлежащие  исследованию на наличие ГМИ следующие пищевые продукты: пшеница, ячмень, подсолнечник, арахис, картофель сладкий, баклажаны, капуста (кочанная), брокколи, морковь, огурцы, салат-латук, лук, горох, перец, маслины, оливки, яблоки, груши, айва, вишня, абрикос, черешня, персики, нектарины, слива, лимон, апельсин, мандарин, грейпфрут, виноград, киви, ананас, чай, кофе, лен (в том числе – прочие нелетучие растительные жиры).

Исследования опасности ГМИ. Правительственные исследования в Шотландском Институте Урожая (Scottish Crop Institute) показали опасность ГМ-растений для насекомых. Божьих коровок кормили тлей, которую разводили на ГМ картофельных растениях. Жизнь божьих коровок сокращалась до половины ожидаемой продолжительности жизни, а их плодовитость и кладка яиц значительно уменьшилась. Неблагоприятное воздействие пыльцы трансгенной  Bt-кукурузы на насекомых было показано в ряде работ. Так, в исследовании, опубликованном в журнале «Nature», сравниваются три группы личинок бабочки Монарх Danaus plexippus. У той группы личинок, которая кормилась растительным млечным соком с ГМ-пыльцой, наблюдалось замедленное развитие и низкий процент выживаемости. В другой работе было обнаружено негативное влияние Bt- кукурузы на бабочку-парусник.
Известным ученым Арпадом Пуштаем, из Университета Абердина (Великобритания), было показано, что кормление крыс ГМ-картофелем с геном лектина луковиц подснежника в течение 10 дней приводило к угнетению иммунной системы, уменьшению веса внутренних органов и патологическим изменениям в них (разрушалась печень, изменялись зобная железа и селезенка) по сравнению с крысами, которые питались обычным картофелем. В другой серии экспериментов при включении в рацион питания крыс ГМ-картофеля были выявлены серьезные изменения в желудочно-кишечном тракте крыс (быстрая пролиферация клеток слизистой оболочки).

В 2003 г. завершилось длившееся три года, по сути, первое крупномасштабное исследование, на проведение которого ушло 5 млн. амер. долларов. Эксперимент проводился на 600 полях, где выращивали три вида трансгенных растений: кукурузу, рапс, капусту. Выяснилось, что видовое разнообразие растений, грибов, насекомых, птиц, животных, обитающих на этих полях и вокруг них, сократилось на 30%.

Канадские фермеры, имея опыт выращивания генетически модифицированных зерновых, утверждают, что данная технология повреждает аграрный сектор. Дело в том, что, посеяв однажды ГМ зерновые, от них невозможно избавится. «Суперкультура» рассеивается из оставшихся на поле соломы и семян, даже при очень тщательной обработке поля, всходы ГМ культуры все равно заглушают новые посевы.

Два независимых исследования, проведенных британскими учеными, выявили, что пчелы переносят пыльцу модифицированных растений более чем на 26 километров, а выращенный однажды урожай ГМ зерновых оставляет после себя загрязненную почву на 16 лет. 

Итальянка M. Malatesta с соавторами проверяла влияние ГМ-сои, устойчивой к гербициду раундапу, на мышей. Патологические изменения были обнаружены в печени, поджелудочной железе и семенниках у подопытных мышей.

Представляется уместным подробнее рассказать об исследованиях ГМ-сои, так как из всех генетически измененных продуктов питания трансгенная соя, пожалуй, самый проблемный продукт. С одной стороны, соя с большим успехом применяется в качестве корма для скота, мясо и молоко которого мы употребляем в пищу. Во-вторых, в последнее время соевое молоко активно используют для вскармливания грудных детей, которым противопоказан молочный сахар или молочный белок. Таких детей на сегодня в мире насчитывается около 7%. Для них соевое молоко является единственным источником питательных веществ. В-третьих, употребление сои является одним из важнейших факторов здорового питания, которое сегодня завоевывает все больше сторонников. А некоторые компоненты сои по своему составу близки к молекулам эстрогенов, женских половых гормонов, недостаток которых приводит к возрастным изменениям – дроблению кожи, выпадению волос, появлению излишней полноты. Вот почему соевые добавки стали в последнее время так популярны. Кроме того, соя используется для приготовления 30000 продуктов: супов, картофельных чипсов, маргарина, салатных соусов, рыбных консервов и др. Таким образом, соя становится одним из основных продуктов рациона человечества. И продукты из сои будут играть ведущие роли в гастрономическом театре будущего.

Именно с этой тенденцией, очевидно, связано стремление производителей максимально оптимизировать и удешевить выращивание сои. Генетически модифицированная соя обладает, в частности, очень ценным качеством она устойчива к гербицидам. Это позволяет существенно повысить урожайность сои и снизить себестоимость (ведь трансгенную сою практически не нужно пропалывать), а по химическому составу и питательным свойствам ГМ-соя ничем не отличается от обычной.

Технология по производству трансгенной сои была предложена учеными компании Monsanto, производителем, Roundup(r). Фермерам, использующим этот гербицид, был предоставлен бесплатный доступ к семенам трансгенной сои Roundup Ready. В результате широкого применения гербицида Roundup, в сое может содержаться очень опасное вещество глифосат, основной компонент Roundup (его содержание в гербициде составляет 41%). В ходе эксперимента, проходившего на острове Тайвань, зафиксирована смерть 11 человек из 97, умышленно употребивших пищу с большим содержанием глифосата. Другим поводом для обсуждения являются изофлавоноиды – фитоэстрагены содержащиеся в сое. Сами по себе изофлавоноиды, будучи растительным аналогом женских половых гормонов, действуют на человеческий организм весьма благотворно. В частности, именно содержанием изофлавоноидов в сое объясняется значительно более низкая заболеваемость онкологическими заболеваниями среди населения восточных стран, где соя является одним из основных продуктов питания. Благодаря изофлавоноидам представители восточных народов значительно опережают европейцев в вопросах продолжительности жизни и периода активного долголетия. Но, как показали исследования группы немецких ученых под руководством доктора Зандерманна, генетически измененная соя содержит значительно более высокое количество фитоэстрогенов. Если обычная соя предупреждает рак и замедляет процесс старения, то соя с повышенным содержанием изофлавоноидов может вызывать прямо противоположные эффекты. Именно повышенным содержанием изофлавоноидов можно объяснить данные, полученные американскими учеными в 2001 г. Их исследования показали, что употребление соевых продуктов в большом количестве может приводить к преждевременному старению мозга и к развитию злокачественных опухолей половых органов. А использование трансгенной сои в качестве сырья для приготовления детских безмолочных смесей и вовсе недопустимо. Попадая в организм грудного ребенка, фитогормоны в таком количестве вызывают значительные изменения в составе крови (в частности, уровень эстрадиолов повышается в 13000–22000 раз по сравнению с нормальным содержанием), которые могут иметь опасные последствия, в частности, нарушение функций половых органов, увеличению риска раковых заболеваний. При этом многие производители детского питания признали, что используют в качестве сырья трансгенную сою.

Российскими учеными был проведен анализ влияния изменения материнской диеты при добавлении к корму ГМ-сои, устойчивой к гербициду рундапу, на физиологическое состояние потомства первого поколения (табл. 3.12). Исследования проводились на крысах.

К общевиварному корму самок добавили ГМ-сою, устойчивую к гербициду раундапу, который используется для борьбы с сорняками. Сою добавили в виде соевой муки, разведенной водой, за две недели до спаривания, во время спаривания и во время кормления (по 5–6 г на крысу). В качестве контрольных групп служили самки, которым в корм добавляли традиционную сою или ничего не добавляли. Таким образом, в экспериментах участвовало три группы: 1 группа – добавляли ГМ-сою; 2 группа – добавляли традиционную сою и 3 группа служила контрольной (без добавок). Исследования проводили одновременно со всеми группами. После рождения крысят количество сои увеличили до 1 г на одного родившегося крысенка. Посчитывали количество родивших самок, число 
Таблица 3.12. – Влияние изменения материнской диеты при добавлении к корму ГМ-сои

	Добавки
	Родившие крысы
	Количество родившихся крысят
	Количество умерших крысят (через 3 недели)
	Количество умерших крысят, %
	Сколько крысят осталось

	Контроль 

(не добавляли ничего)
	4 (из 6-ти)
	44
	3
	6,8
	41

	ГМ-соя
	4 (из 6-ти)
	45
	25
	55,6
	20

	Традиционная соя
	3(из 3-х)
	33
	3
	9
	30


родившихся и умерших крысят. Было исследовано 15 самок и 122 крысенка.

После добавления в общевиварный корм ГМ-сои была получена высокая смертность крысят (~55,6%). Повышенная смертность новорожденных крысят наблюдалась у всех самок ГМ-соевой группы. При этом ГМ-соя не влияла на рождение крысят (в среднем на одну самку 11 крысят). Среди выживших крысят 36% из «ГМ-соя» группы через две недели после рождения имели вес менее 20 г по сравнению с группами «Контроль» и «Трад. соя» (6% и 6,7% соответственно), что свидетельствовало об ослабленном состоянии большого количества крысят из группы ГМ-соя. Небольшие изменения, которые были обнаружены при добавлении традиционной сои, были статистически недостоверными и считаются в приделах нормы при данном количестве животных.

Выдвигается несколько версий негативного влияния ГМ-сои на потомство. С одной стороны, это может быть связано с проникновением чужеродных генов в половые и/или эмбриональные клетки животных (согласно исследованиям немецких ученых Schubbert с соавт.). Причиной может быть и мутагенное воздействие вновь созданных ГМ-организмов. С другой стороны, негативное воздействие может быть обусловлено накоплением токсичного гербицида раундапа в растениях, устойчивых к нему, таким образом, вместе с растением поглощается и сам токсин. Однако в связи с тем, что ни самки, ни подросшие крысята, которые начинали сами есть ГМ-сою, не умерли, то предполагается, что наиболее вероятным являются первая и вторая версии.

Было бы ошибкой думать, что можно с легкостью оградить себя от трангенных продуктов в целом и от трансгенной сои в частности. Ведь соя в том или ином виде – соевая мука, либо соевое масло, либо соевый лецитин – присутствуют едва ли не во всех готовых продуктах, которые продаются в магазинах.

Продовольственная проблема – одна из важнейших проблем человечества. По прогнозам ЮНЕСКО к 2050 г. численность населения в мире приблизится к 10 млрд. человек, что потребует резкого увеличения объемов производства продукции. Большая часть пригодных к возделыванию земель уже вовлечена в сельскохозяйственное производство. Возникла необходимость в применении принципиально новых подходов к созданию высококачественных агросистем, обеспечивающих повышение урожайности сельскохозяйственных культур и продуктивности скота. Одним из способов решения поставленных задач является применение новейших способов селекции.
В настоящее время на 25% возделываемых посевных площадей выращиваются генетически модифицированные разновидности соевых бобов, хлопка, зерновых и рапса (доминирующими трансгенными культурами, используемыми в качестве продовольственного сырья, являются соя, рапс и кукуруза). Почти две трети мирового объема генетически модифицированных растений выращиваются в США. Другими их крупными производителями являются Аргентина, Канада, Бразилия, Китай и ЮАР. Список разрешенных для использования в питании и кормах сельскохозяйственных культур на 2004 г. по данным управления по контролю за пищевыми продуктами и лекарственными препаратами (США), включает более 100 генетически модифицированных продуктов. В 2005 г. общая площадь посевных площадей под трансгенными культурами в мире составила 90 млн. га.

Когда в 1996 г. США впервые экспортировали в Европу ГМ соевые бобы, Европейский союз, отчасти в ответ на возникшие публичные дебаты, ввел обязательное этикетирование пищевых продуктов, содержащих генетически модифицированные организмы (ГМО). В апреле 2004 г. было введено новое законодательство с расширенными требованиями к этикетированию. Правительства в некоторых других странах мира последовали примеру Европейского союза и также разработали положение о маркировке (этикетировании) для генетически модифицированных продуктов (табл. 3.13).
С 1 сентября 2007 г. в Российской Федерации введена обязательная маркировка пищевых продуктов, содержащих более 0,9% компонентов, полученных с применением генно-инженерно-модифицированных организмов (ГМО).

На этикетках для пищевых продуктов из генетически модифицированных источников (маркировка) указываются:

• наименование ингредиентов, входящих в состав пищевого про-дукта, микробные культуры, закваски и вещества, используемые для обогащения пищевых продуктов;

• рекомендации по использованию, применению, при необходимости, противопоказания к их использованию;

• для пищевых продуктов, содержащих более 0,9% компонентов, полученных с применением ГМО, в том числе не содержащих дезоксирибонуклеиновую кислоту (ДНК) и белок, обязательна информация – «генетически модифицированная продукция», или «продукция, полученная из генно-инженерно-модифицированных организмов», или «продукция содержит компоненты генно-инженерно-модифицированных организмов».

Таблица 3.13. – Маркировка (этикетирование) генетически модифицированных пищевых продуктов в различных странах

	Обязательное
	Добровольное

	Страны
	Порог допустимого содержания ГМ материала, %
	Страны
	Порог допустимого содержания ГМ материала,  %

	Китай
	0
	Канада
	5

	Австралия и Новая Зеландия
	1
	Аргентина
	Не установлен

	Европейский союз
	0,9
	США
	Не установлен

	Бразилия
	1

	Тайвань
	5 (от ГМ соевых или зерновых продуктов)

	Япония
	5 (по трем вносящим наибольший вклад ингредиентам)

	Российская Федерация
	0,9 (с 01.09.2007г.)


• информация о государственной регистрации.
Несомненно, регламентация продажи модифицрованных продуктов необходима и полезна, однако в принятом Европарламентом законе имеется ряд нюансов. Так, на упаковках нерафинированного масла и попкорна из генетически измененной кукурузы должна быть соответствующая маркировка, а на упаковке с крахмалом или полученном из него глюкозным сиропом подобная маркировка не требуется. Маркировка не требуется на упаковке с рафинированным маслом или приготовленном на его основе майонезе. Полученный из гететически модифицированного яблока мусс или яблочный сок должны нести соответствующую маркировку, а яблочный уксус – нет. Не фиксируется факт использования генетически измененного сырья при изготовлении лецитина и получении с его помощью шоколада и крема. Должны иметь соответствующую маркировку соевый шрот, белок, полученный из него, и готовые супы с данным белком. Корма для животных, полученные из шрота генетически измененной сои не маркируются.

В Республике Беларусь не установлены минимально допустимые содержания ГМИ. Белорусское законодательство очень жесткое: даже если в продукте есть одна молекула ДНК, содержащая трансген, нужно наносить маркировку.

Объективные причины существования реальных и (или) потенциальных биологических рисков ГМО и полученных из них продуктов следуют, прежде всего, из несовершенства самих генно-инженерных технологий и слабой изученности структуры и функционирования генетического аппарата растений, в который и вставляется чужеродный ген. Так, например, генный инженер в настоящее время не умеет встраивать чужеродный фрагмент ДНК в данное конкретное место генома. Это означает, что встраивание трансгена носит непредсказуемый характер и может сопровождаться нарушением работы конкретных генов, а, следовательно, и клеточного метаболизма с возможным образованием веществ с негативными биологическими эффектами. Случайно встроенный чужеродный ген может влиять на работу соседних генов, то есть оказывать «плейотропный эффект», последствия которого предсказать никто не может.

Генный инженер, создавая ГМО, нарушает один из основных запретов эволюции – запрет на обмен генетической информацией между далеко отстоящими видами (например, между растением и человеком, между растением и рыбой или медузой). Цена подобной «вольности» может быть весьма высока. Она может выражаться в нарушении стабильности генома или встроенного в него чужеродного фрагмента ДНК, в проявлении возможных аллергических или токсических эффектов чужеродного белка, в изменении «работы» генетического аппарата и клеточного метаболизма с непредсказуемыми биологическими последствиями. Одним из основных недостатков современных генных технологий является наличие во встроенном фрагменте ДНК помимо так называемого «целевого гена», изменяющего то или иное свойство организма, «технологического мусора», в том числе генов устойчивости к антибиотикам и вирусных промоторов, которые небезопасны для природы и человека.
Но это не означает, что надо свернуть генно-инженерные работы. Наоборот, необходимы широкие исследования результатов использования ГМ-продуктов, действенный контроль за их применением, усовершенствование генно-инженерных технологий, переход к созданию более безопасных трансгенных растений.

А на вопрос, возникающий практически у любого человека: есть или не есть продукты, на этикетке которых указано присутсвие  модифицированных компонентов,   каждому придется отвечать самостоятельно и самому делать свой выбор.

Контрольные вопросы:
1. Что такое генетически модифицированные продукты питания?

2. Какие способы получения генетически модифицированных организмов вы знаете?

3. В чем состоят преимущества и недостатки ГМИ?

4. Характеризуйте методы определения и оценки ГМИ?

5. В чем заключается опасность генетически модифицированных продуктов для организма человека?

6. Какие основные продукты получают с использованием ГМИ?

Глава 4
ЛАБОРАТОРНЫЙ ПРАКТИКУМ

§ 4.1. Оценка органолептических свойств нативного крахмала

Принцип метода. Нативный крахмал – природный полимер, в котором мономеры (остатки α-D-глюкопиранозы) связаны α-(1→4)- и α-(1→6)-гликозидными связями, образуя амилозу (полисахарид линейного строения) и амилопектин (полисахарид разветвленного строения):
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Амилоза
[image: image240.jpg]



Амилопектин
Крахмальные фракции (амилоза и амилопекти компактно упакованы в в крахмальные зерна (или гранулы). 

Органолептические сойства нативного крахмала определяются при помощи органов чувст человека (зрения, слуха, обоняния и осязания).
Цель: провести органолептическую оценку нативного крахмала.

Задачи:

1. Определить цвет и блеск крахмала;
2. Определить запах крахмала;
3. Определить хруст кулинарной пробы;
4. Определить количество крапин.

Приборы и материалы:

1. Доска или большой лист бумаги; 

2. Покровные стекла; 

3. Линейка.

Порядок работы:

1.Определение цвета и блеска. Для определения цвета пробу крахмала нужно рассыпать равномерным слоем на доске или бумаге и, пригладив поверхность, рассматривать при дневном свете.


Цвет исследуемой пробы следует сравнивать с эталонами. 

Блеск (люстр) определяется аналогично.

2.Определение запаха. Запах можно определить двумя способами:

1) насыпать крахмал на ладонь, согреть его дыханием, а затем определять запах;

2) поместить крахмал в стакан и облить теплой водой (с температурой 50ºС), через 30 с воду слить и определять запах.

3.Определение хруста кулинарной пробы. Определение хруста производят в клейстере, приготовленном из исследуемого крахмала.


В 40 мл питьевой воды размешивают 12 г крахмала. Параллельно в стакан на 400–500 мл наливают 160 мл воды и нагревают до кипения. В кипящую воду при постоянном помешивании вливают крахмальную суспензию. С появлением первых пузырьков нагревание прекращают. Полученный клейстер охлаждают до комнатной температуры и производят вкусовую пробу.


Хруст свидетельствует о содержании в крахмале песка или других минеральных примесей.

Приборы. Доска или большой лист бумаги; покровные стекла; линейка.

4.Определение содержания крапин. Около 100  г крахмала (можно не взвешивать) высыпать на доску или лист белой бумаги и при помощи какого-либо предмета (стекла, картона, полированной доски) выровнять его на поверхности. Покровное стекло осторожно поместить на гладкую поверхность крахмала и подсчитать количество крапин на единицу площади. Крахмал перемешать, выровнять поверхность и вновь подсчитать количество крапин. Произвести не менее четырех таких подсчетов (в соответствии с требованиями стандарта).

Расчет. Для определения числа крапин, приходящихся на 1 см2, суммируют количество крапин, найденное при отдельных подсчетах; полученную сумму делят на число подсчетов и на площадь стекла.

§ 4.2. Выделение и идентификация белка 

Принцип метода. Выделение казеина. В молоке казеин находится в виде растворимой кальциевой соли, т.е. в виде анионов. Свободный же казеиноген в форме электронейтральных молекул отличается весьма малой устойчивостью в воде. Поэтому при подкислении молока до рН 4,7 (изоэлектрическая точка казеиногена) казеиноген выпадает в осадок, т.е. молоко свертывается.

Биуретова реакция. В щелочной среде в присутствии солей меди растворы белка приобретают фиолетовый цвет с красным или синим оттенком, зависящим от количества пептидных связей в молекуле белка. Такую реакцию дают все белки, а также продукты их неполного гидролиза – пептоны и полипептиды, содержащие не менее двух пептидных связей. Биуретовая реакция обусловлена наличием в белке пептидных связей, которые в щелочной среде образуют с сернокислой медью окрашенные комплексы.

Группа, образующая пептидную связь (-СО-NH-), в щелочной среде присутствует в своей таутомерной енольной форме:
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При избытке щелочи происходит диссоциация ОН-группы, появляется отрицательный заряд, с помощью которого кислород взаимодействует с медью, возникает солеобразная связь; кроме того, медь образует дополнительные координационные связи с атомами азота, участвующими в пептидной связи, путем использования их неподеленных электронных пар. Возникающий таким образом комплекс очень стабилен. Схематически реакцию можно представить так:
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Полипептид
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Енольная форма полипептида
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Биуретовый комплекс

Интенсивность окраски комплекса зависит от концентрации белка и количества медной соли в растворе.

 
Реакция Миллона. При добавлении к раствору белка реактива Миллона (раствор ртути в азотной кислоте, содержащей азотистую кислоту) белок выпадает в осадок, который при нагревании приобретает красно-коричневый цвет.


Реакция обусловлена наличием в белке аминокислоты тирозина, имеющей фенольное ядро, которое при взаимодействии с реактивом Миллона образует окрашенную соль своего нитропроизводного:
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      Тирозин                                                                   Ртутная соль нитротирозина

                                                                                        (красно-коричневого цвета)

Рекцию Миллона дают все белки, за исключением тех, молекулы которых не содержат тирозина (желатин, клупеин и др.).


Свободный тирозин реагирует с реактивом Миллона аналогично, но при этом не образует осадка, а раствор приобретает красный цвет.


Реакция Фоля. При добавлении к раствору белка крепкой едкой щелочи, уксуснокислого свинца и последующем кипячении раствор начинает темнеть. Реакция обусловлена присутствием в белке серусодержащих аминокислот: цистина, цистеина и метионина. Эти аминокислоты при нагревании в присутствии крепкой щелочи разрушаются, образуя сернистый натрий:
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   Цистеин                                                                      Серин


Уксуснокислый свинец реагирует со щелочью с образованием плюмбита натрия:

(СН3СОО)2Рb + 2NaOH → Pb(ONa)2 + 2CH3COOH

Сернистый натрий при взаимодействии с плюмбитом образует черный осадок сернистого свинца:

Na2S + Pb(ONa)2 + 2H2O → PbS↓ + 4NaOH.

                                                                                 Черный осадок


Нингидриновая реакция. Белки, полипептиды, а также свободные α-аминокислоты дают синее или фиолетовое окрашивание с нингидрином (трикетогидриндегидратом). Реакция характерна для аминогрупп в α-положении и обусловлена наличием α-аминокислот в молекуле белка.


При нагревании белка с водным раствором нингидрина аминокислоты окисляются и распадаются, образуя двуокись углерода, аммиак и соответствующий альдегид:
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Аминокислота          Нингидрин                       Альдегид                          Восстановленный 

                                                                                                                              нингидрин

Восстановленый нингидрин конденсируется с аммиаком и окисленной молекулой нингидрина, образуя краситель типа мурексида фиолетово-синего цвета:
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Окисленный        Восстановленный                    Окрашеный продукт конденсации

 нингидрин               нингидрин                                  (фиолетово-синего цвета)


Ксантопротеиновая реакция. При добавлении к раствору белка концентрированной азотной кислоты белок сничала выпадает в осадок, а затем при нагревании растворяется и жидкость окрашивается в желтый цвет. Эта реакция указывает на присутствие в белке ароматических аминокислот (фенилаланина, тирозина, триптофана) и основана на образовании нитропроизводных этих аминокислот.

Реакция характерна для бензольного ядра циклических аминокислот, которые при обработке концентрированной азотной кислотой подвергаются нитрованию:
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     Тирозин                                                                   Динитротирозин

                                                                                        (желтого цвета)


Нитропроизводные аминокислот в щелочной среде образуют соли хиноидной структуры, окращенные в оранжевый цвет.
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      Динитротирозин                                                 Аммонийная соль динитротирозина

                                                                                                  (оранжевого цвета)


Аналогично протекает реакция нитрования триптофана и фенилаланина (поледняя нитруется труднее). Ксантопротеиновую реакцию дают почти все белки; исключение составляют клупеин и сальмин (из группы протаминов) и желатин, в молекуле которых почти полностью отсутствуют ароматические аминокислоты.


Реакция Сакагучи. Белки в присутствии щелочи дают красное окрашивание с гипобромитом и α-нафтолом. Реакция обусловлена наличием в белке аминокислоты аргинина, имеющей в своем составе гуанидиновую группировку.

Вероятно, гуанидиновая группировка окисляется гипобромидом и окисленный аргинин, соединяясь с α-нафтолом, образует продукт конденсации красного цвета:

[image: image251.emf]N


H


2


C


N


H


N


H


(


C


H


2


)


3


C


H


C


O


O


H


N


H


2


+


2


3


O


H


+


N


a


B


r


O


C


N


H


N


H


N


O


O


(


C


H


2


)


3


C


H


C


O


O


H


N


H


2


B


r


+


N


a


B


r


2


+


N


a


O


H


+


H


2


O


2




NH

2

C

NH

NH

(CH

2

)

3

CH

COOH

NH

2

+ 2

3

OH

+

NaBrO

C

NH

NH

N

O

O

(CH

2

)

3

CH

COOH

NH

2

Br

+ NaBr

2

+ NaOH + H

2

O

2


Аргинин        α-Нафтол                            Продукт конденсации

                                                       α-нафтола с окисленным аргинином

                                                                    (красного цвета)


Реакция Адамкевича. При добавлении к раствору белка незначительных количеств глиоксиловой кислоты в присутствии крепкой серной кислоты получается красно-фиолетовое окрашивание. Эта реакция связана с присутствием в молекуле белка аминокислоты триптофана и основана на способности триптофана в кислой среде вступать в реакцию с альдегидами, образуя при этом окрашенные продукты конденсации.

Глиоксиловая кислота всегда присутствует в небольших количествах в ледяной уксусной кислоте, поэтому последнюю используют как источник глиокиловой кислоты:
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                  Триптофан                                                   Глиоксиловая кислота
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Продукт конденсации триптофана с глиоксловой кислотой

(красного цвета)

Цель: овладеть методикой выделения белка и освоить качественные реакции на белки.

Задачи:

1. Овладеть методикой выделения белка;

2. Освоить качественные реакции на белки:

· биуретову реакцию;

· рекцию Миллона;

· рекцию Фоля;

· нингидриновую реакцию;

· ксантопротеиновую реакцию;

· реакцию Сакагучи;

· реакцию Адамкевича.

Реактивы и растворы:

1. Молоко свежее;

2. Куриное яйцо;

3. Уксусная кислота, ч.д.а., 10% раствор;

4. Натр едкий, ч.д.а., 10% раствор;

5. Меди сульфат, ч.д.а., 1% раствор;

6. Нингидрин, 0,5% раствор;

7. Азотная кислота, ч.д.а., концентрированная;

8. Аммиак, ч.д.а. концентрированный;

9. Натр едкий, ч.д.а., 30% раствор;

10. Реактив Миллона: 100 г ртути растворяют в 143 мл концентрированной азотной кислоты (относительная плотность 1,4) сначала при комнатной температуре, затем на водяной бане; раствор разводят двумя объемами воды с небольшим количеством 1% раствора KNO2 или NaNO2; через некоторое время жидкость сливают с отстоявшегося осадка; при длительном хранении реактив окисляется;

11. -Нафтол, 0,1% спиртовой раствор; 0,1 г нафтола растворяют в 100 мл 70% этилового спирта;

12. Натрий бромоватистокислый (натрия гипобромит), 2% раствор; 2 г брома (0,65 мл) растворяют в 100 мл 5% раствора едкого натра при охлаждении льдом (относительная плотность брома 3,12) ; растворение производят под тягой;

13. Уксусная кислота, ч.д.а., ледяная;

14. Серная кислота, ч.д.а., концентрированная;

15. Свинецуксуснокислый, ч.д.а., 5% растор.

Порядок работы:

1.Выделение белка.

1.1.Выделение казеина из молока. К 2 мл молока добавляют 2 мл дистиллированной воды и 2 капли 10% уксусной кислоты. Образуется осадок казеина, который отфильтровывают. Фильтрат отбрасывают, а осадок казеина остородно снимают с фильтра стеклянной палочной и помещают в чистые пробирки.

1.2.Выделение яичного белка. У куриного яйца отделяют белок от желтка. Белок куриного яйца фильтруют через марлю. Профильтрованный белок разбавляют дистиллированной водой в соотношении 1:10.

2.Качественные реакции на белок.

2.1. Реакция Миллона. К 10 каплям 1% раствора белка добавляют 1 – 2 кали реактива Миллона и осторожно нагревают. Появляется красновато-коричневая окраска.

2.2.Реакция Фоли. К 5 каплям 1% раствора белка добавляют 5 капель 30% раствора едкого натра и 1 каплю 5% раствора уксуснокислого свинца. При интенсивном кипячении жидкость темнеет, образуя черный осадок сернистого свинца.

2.3.Биуретовая реакция. К 5 каплям 1% раствора белка добавляют 10 капель 10% раствора едкого натра и 1 каплю 1% раствора сульфата меди. Появляется красно-фиолетовое (или сине-фиолетовое) окрашивание.

2.4.Нингидриновая реакция. К 5 каплям 1% раствора белка добавляют 3 капли 0,5% раствора нингидрина и нагревают до кипения. Через 2–3 мин появляется розовое, красное, а затем сине-фиолетовое окрашивание. 

2.5.Ксантопротеиновая реакция. К 5 каплям 1% раствора белкадобавляют 3 капли концентрированной азотной кислоты и (осторожно!) нагревают. Появляется желтое окрашивание. После охлаждения осторожно добавляют 10 капель канцентрированного раствора аммиака или 30% раствор едкого натра. Желтая окраска переходит в оранжевую.

2.6.Реакция Сакагучи. К 5 каплям 1% раствора белка добавляют 5 капель 10% раствора едкого натра, 3 капли 0,1 спиртового раствора нафтола и по каплям (всего 1–5 капель) 2% раствора гипобромата натрия. Жидкость становиться красного цвета.

2.7.Реакция Адамкевича. К 5 каплям 1% раствора белкадобавляют 5 капель концентрированной уксусной кислоты. Раствор сначала слегка нагревают, затем охлаждают и по осторожно, чтобы жидкости не смешались (подслаивание), приливают 10 капель концентрированной серной кислоты. На границе двух слоев жидкости наблюдается красно-фиолетовое окрашивание в виде кольца. Появление окраски можно ускорить нагреванием.

§ 4.3. Определение белкового азота в мясе и мясных продуктах

Принцип метода. Методика основана на минерализации мяса или мясного продукта методом Кьельдаля с образованием соли аммония, которую определяют с использованием реактива Несслера по реакции:

NH4+ +2[HgI4]2– + 4OH– → [Hg2ONH2]+I–↓ + 7I– + 3H2O
Цель: овладеть методикой определения белкового азота в мясных продуктах.

Задачи:  

1. Минерализовать пробу мясного фарша;

2. Определить содержание белкового азота в предложенном образце мясного фарша.

Реактивы и растворы:

1. Йодид ртути, ч.д.а.;

2. Йодид калия, ч.д.а.;

3. Натрия гидроокись, х.ч., 6 М раствор;

4. Сульфат аммония, ч.д.а.;

5. Сульфат натрия или калия безводный, ч.д.а.;

6. Оксид ртути, ч.д.а.;

7. Этанол, препарат с концентрацией 96%;
8. Кислота серная концентрированная, плотность 1,84 г/мл;

9. Гидрокид натрия, х.ч.

Порядок работы: 

1.Подготовка к проведению анализа.

1.1.Приготовление реактива Несслера. В конической колбе вместимостью 200 мл в небольшом объеме дистиллированной воды растворяют 11,5 г йодида ртути и 8 г йодида калия, разбавляют дистиллированной водой примерно до 50 мл, добавляют 50 мл раствора гидроксида натрия, через сутки с образовавшегося осадка декантируют прозрачную жидкость.

1.2.Построение градуировочного графика. Предварительно готовят стандартный раствор сульфата аммония: в мерную колбу вместимостью 500 мл помещают 0,2360±0,0002 г сульфата аммония, растворяют в дистиллированной воде и доводят водой до метки, перемешивают; 1 мл приготовленного раствора содержит 0,1 мг азота.

Для построения градуировочного графика в 6 мерных колб объемом  50 мл последовательно вносят 0; 0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 мл стандартного раствора сульфата аммония, в каждую колбу добавляют по 30 мл дистиллированной воды и 4 мл реактива Несслера, доводят дистиллированной водой до метки и перемешивают.


Через 30 мин измеряют оптическую плотность желто-оранжевых растворов, содержащих в 50 мл соответственно 0; 0,025; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2 мг азота, на фотоэлектроколориметре при длине волны 440 нм. Контрольный раствор содержит все реактивы, кроме сульфата аммония.


Градуировочный график строят в координатах: содержание азота, мг/50мл – оптическая плотность раствора.


2.Минерализаци пробы. Для минерализации анализируемого мясного продукта в колбу Кьельдаля помещают 0,5–1 г продукта, 15 мл серной кислоты и примерно 0,1 г оксида ртути (катализатор). Для ускорения минерализации в колбу добавляют 10 г сульфата калия или натрия, кусочки пемзы или керамики и осторожно нагревают на плитке. Если жидкость вспенивается, нагревание прекращают, перемешивают, капилляром добавляют 5–6 капель этанола, снова нагревают и кипятят до получения бесцветного  и прозрачного раствора минерализата.

3.Проведение определения. В мерную колбу на 100 мл помещают 40–50 мл дистиллированной воды и весь минерализат. Колбу Кьельдаля промывают водой, промывные воды собирают в ту же мерную колбу, доводят до метки и перемешивают (раствор А).
В мерную колбу на 50 мл помещают 1 мл раствора А, 30 мл дистиллированной воды, 4 мл реактива Несслера, доводят водой до метки и перемешивают (раствор Б). Через 30 мин измеряют оптическую плотность раствора Б.


4.Расчет содержания  белкового азота. Содержание белкового азота в анализируемом мясном продукте рассчитывается по формуле:
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	где
	W –
	содержание белкового азота в анализируемом мясном продукте, %;

	
	q –
	найденное по градуировочному графику содержание азота в растворе Б (т.е. в 1 мл раствора А), мг;

	
	100 –
	объем раствора А;

	
	m –
	масса навески мясного продукта, г.


Для пересчета на белки найденное количество азота умножают на эмпирический коэффициент 6,25.

§ 4.4. Определение диастазного числа меда

Принцип метода. Метод основан на колориметрическом определении количества субстрата, расщепленного в условиях проведения ферментативной реакции, и последующем вычислении диастазного числа.


Диастазное число характеризует активность амилолитических ферментов меда.


Диастазное число выражают количеством см3 раствора крахмала массовой долей 1%, которое разлагается за 1 ч амилолитическими ферментами, содержащимися в 1 г безводного вещества меда. 1 см3 раствора крахмала соответствует 1 единице активности.

Цель: овладеть методикой диастазного числа меда и определить качество меда по данному показателю.

Задачи: 

1. Определеить массовую долю воды в меде;

2. Определить диастазное число предложенных образцов меда;

3. Сравнить полученные результаты с действующим ГОСТом.

Реактивы и растворы:

1. Крахмал растворимый для йодометрии (0,25% раствор); 

2. Кислота уксусная ледяная, х.ч. (0,2 М раствор, 50 мл);

3. Натрий уксуснокислый, х.ч. (0,2 М раствор, 150 мл);

4. Натрий хлористый (0,1 М раствор, 50 мл);

5. Йод (0,25 М раствор, не более 50 мл);

6. 2,4-Динитрофенол, ч.д.а.

Порядок работы:
1. Определение массовой доли воды. Метод основан на зависимости показателя преломления меда от содержания в нем воды.
 
1.1.Подготовка к испытанию. Для проведения испытания используют жидкий мед. В случае, если мед закристаллизован, помещают около 1 см3 меда в пробирку, плотно закрывают резиновой пробкой и нагревают на водяной бане при температуре 60ºС до полного растворения кристаллов. Затем пробирку охлаждают до темературы воздуха в лаборатории. Воду, сконденсировавшуюся на внутренней поверхности стенок пробирки, и массу меда тщательно перемешивают стеклянной палочкой.
1.2.Проведение испытания. Одну каплю меда наносят на призму рефрактометра и измеряют показатель преломления.
1.2.Обработка результатов. Полученный показатель преломления меда пересчитывают на массовую долю воды в меде по таблице 3.2.

Если определения проводят при температуре ниже или выше 200С, то вводят поправку на каждый градус Цельсия: для температур выше 200С – прибавляют к показателю преломления 0,00023; для температур ниже 200С – вычитают из показателя преломления 0,00023.

2. Определение диастазного числа меда.

2.1. Подготовка к испытанию.

2.1.1.Приготовление раствора меда. 5 г меда, взвешенного с погрешностью не более 0,01 г растворяют в дистиллированной воде в мерной колбе вместимостью 50 см3. 1 см3 такого раствора содержит 0,1 г меда. 
2.1.2.Приготовление ацетатного буфера (100 мл). Ацетатный буферный раствор концентрации 0,2 моль/л с рН 5,0 приготавливают, смешивая одну объемную часть раствора уксусной кислоты и три объемные части уксуснокислого натрия. В полученном растворе растворяют 2,4-динитрофенол с таким расчетом, чтобы его концентрация в комбинированном реактиве составила 0,05% (0,14% – 0,14 г 2,4-динитрофенола на 100 мл). Проверяют рН раствора потенциометрически  и в случае отклонений от рН 5,0 его корректируют, добавляя раствор уксусной кислоты концентрации 0,2 м/л или раствор ацетата натрия концентрации 0,2 м/л.
2.1.3.Приготовление  0,25% раствора крахмала. 0,25 г крахмала, взвешенного с погрешностью не более 0,001 г, размешивают в стаканчике вместимостью 50 мл с 10–20 мл дистиллированной воды и количественно переносят в коническую колбу, где не сильно кипит 80–90 мл дистиллированной воды. Кипение продолжают 2–3 минуты. Колбу охлаждают до 20ºС, содержимое количественно переносят в мерную колбу на 100 мл и доводят до метки.
2.1.4. Приготовление комбинированного реактива  (100 мл). Комбинированный реактив готовят из восьми объемных частей раствора крахмала (0,25%), пяти объемных частей буферного раствора с 2,4-динитрофенолом и одной объемной части раствора хлорида натрия (0,1 м/л). Полученную смесь тщательно встряхивают.
2.2. Проведение испытания. В сухую пробирку отмеривают 14,0 см3 комбинированного реактива. Пробирку закрывают резиновой пробкой и помещают на 10 мин в водяную баню при температуре 40ºС. Затем в пробирку вносят пипеткой 1,0 см3  раствора меда. Содержимое перемешивают пятикратным перевертыванием,  пробирку вновь помещают на водяную баню, одновременно включая секундомер. Пробирку выдерживают на водяной бане в течение 15 мин при температуре (40(0,2)ºС.
Пипеткой отбирают 2,0 см3 реакционной смеси, которую вносят при перемешивании в мерную колбу вместимостью 50 см3, содержащую 40 см3 воды и 1 см3 раствора йода, имеющих температуру 20ºС. Раствор доводят водой до метки. Колбу закрывают пробкой, содержимое хорошо перемешивают и выдерживают на водяной бане при 20ºС в течение 10 мин.

Одновременно проводят контрольный опыт, заменяя раствор меда дистиллированной водой.

Оптическую плотность измеряют на фотоэлектроколориметре против воды при светофильтре с длиной волны 582 или 590 нм, используя кювету с рабочей длиной 10мм. Колориметрируя растворы, определяют значения оптической плотности испытуемого раствора (Dисп) и контрольного опыта (Dк) с точностью отсчета 0,001. 

2.3.Обработка результатов. Диастазное число меда (X4) в пересчете на 1г безводного вещества вычисляют по формуле:
(Dk  – Dисп) ( 80 ( 100
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	где
	Dk –
	оптическая плотность раствора, определенная в контрольном   опыте;

	
	Dисп –
	оптическая плотность испытуемого раствора;

	
	80 –
	коэффициент пересчета;

	
	W –
	массовая доля воды в меде, %.



За окончательный результат испытания принимают среднее арифметическое результатов 2 параллельных определений. Допускаемые расхождения между результатами параллельных определений диастазного числа не должны превышать 0,5 ед.

Сравнить полученные результаты с требованиями, предъявляемыми к меду согласно ГОСТ.

§ 4.5. Определение массовой доли редуцирующих сахаров и сахарозы в натуральном меде

Принцип метода. Сущность метода заключается в определении оптической плотности раствора феррицианида после того, как он прореагирует с редуцирующими сахарами меда. Метод испытания включает определение сахаров меда до и после инверсии. 

Цель: овладеть методикой определения массовой доли редуцирующих сахаров  и сахарозы в натуральном меде и  определить качество меда по данному показателю.

Задачи: 

1. Определить массовую долю редуцирующих сахаров до инверсии в предложенном образце меда;
2. Определить массовую долю общего сахара после инверсии;
3. Сравнить полученные результаты с действующим ГОСТом.

Реактивы и растворы:

1. Калий железосинеродистый, х.ч.;
2. Натрия или калия гидроокись, х.ч. (25%-ный раствор);

3. Сахароза, х.ч.;
4. Кислота соляная, конц.;
5. Метиловый оранжевый (0,2%-ный раствор).

Порядок работы:
1.Приготовление стандартного раствора инвертного сахара. 0,381 г предварительно высушенных в эксикаторе в течение 3 суток сахарозы или сахара рафинада, взвешенных с погрешностью не более 0,001г, количественно переносят в мерную колбу вместимостью 200 см3  с таким расчетом, чтобы общее количество раствора было не более 100 см3, прибавляют 5 см3 концентрированной соляной кислоты, помещают в колбу термометр и ставят в нагретую до 80–82ºС водяную баню. Содержимое колбы нагревают до 67–70ºС и выдерживают колбу при этой температуре точно 5 мин. Затем колбу с содержимым немедленно охлаждают до 20ºС, добавляют 1 каплю раствора метилового оранжевого, нейтрализуют раствором калия или натрия гидроокиси массовой доли 25%, доводят содержимое колбы дистиллированной водой до метки и тщательно перемешивают.
Полученный раствор содержит 0,4г инвертного сахара в 200 см3 или 2 мг сахара в 1 см3.

2.Колорометрирование стандартного раствора и построение градуировочного графика. В сухие конические колбы вместимостью по 100 см3 отмеривают пипетками следующие объемы растворов:
	
	V (25%

р-ра NaOH), см3

	V (феррицианида), см3
	V (стандартного раствора инвертного сахара), мл
	V (H2O), мл

	1
	5 см3
	20 см3
	5,5 мл
	4,5 мл

	2
	
	
	6,0 мл
	4,0 мл

	3
	
	
	6,5 мл
	3,5 мл

	4
	
	
	7,0 мл
	3,0 мл

	5
	
	
	7,5 мл
	2,5 мл

	6
	
	
	8,0 мл
	2,0 мл

	7
	
	
	8,5 мл
	1,5 мл


Объем жидкости в каждой колбе должен быть 35 см3.

Содержимое колб нагревают до кипения и кипятят ровно 1 мин, немедленно охлаждают и измеряют оптическую плотность на фотоколориметре против воды со светофильтром, имеющим максимум светопропускания при ( = 440 нм, используя кювету с толщиной слоя раствора 1 см.

Оптическую плотность определяют в каждом растворе не менее 3 раз и из полученных данных вычисляют среднее арифметическое значение каждого результата.

Результаты определений наносят на миллиметровую бумагу, откладывая на оси ординат значения оптической плотности, а на оси абсцисс соответствующие этим значениям количества инвертного сахара (11, 12, 13, 14, 15, 16 и 17 мг), после чего строят градуировочный график, который используется для определения содержания редуцирующих сахаров и общего сахара после инверсии.

3. Определение массовой доли редуцирующих сахаров до инверсии. Навеску меда массой 2 г, взвешенную с погрешностью не более 0,001 г, растворяют в колбе вместимостью 100 см3, 10 см3 этого раствора переносят в чистую колбу вместимостью 100 см3  и доводят до метки (получают рабочий раствор меда).
В коническую колбу вместимостью 100 см3 вносят 20 см3 раствора феррицианида, 5 см3  25%-ного раствора гидроокиси калия или натрия и 10 см3 рабочего раствора меда, нагревают до кипения и кипятят ровно 1 мин, быстро охлаждают и определяют оптическую плотность на фотоколориметре. Так как при  значениях оптической плотности в интервалах 0,15–0,80 получают наиболее точные результаты, то в случае получения других значений оптической плотности определение повторяют, соответственно изменив количество добавляемого к феррицианиду испытуемого раствора.


По градуировочному графику находят содержание редуцирующих сахаров (в 10 мл расбочего раствора меда), рассчитывают процентное содержание редуцирующих сахаров в меде (Х1).

За окончательный результат испытания принимают среднее арифметическое результатов параллельных определений. Допускаемые расхождения между результатами 2 параллельных определений не должны превышать 0,5%.

4.Определение массовой доли общего сахара после инверсии. В колбу вместимостью 200 см3 отмеривают пипеткой 20 см3 раствора навески меда (2 г в 100 см3 раствора),  добавляют 80 см3 дистиллированной воды и 5 см3 концентрированной соляной кислоты, инверсию проводят как указано в пункте 1.

Определение содержания общего сахара после инверсии проводят также, как и определение содержания редуцирующего сахара до инверсии.

По градуировочному графику находят содержание редуцирующих сахаров после инверсии (в 20 мл раствора меда), рассчитывают процентное содержание (Х2).

За окончательный результат испытания принимают среднее арифметическое результатов параллельных определений. Допускаемые расхождения между результатами 2 параллельных определений не должны превышать 0,5%.

5.Обработка результатов. По разнице между содержанием редуцирующих сахаров после  и до инверсии, определенным по п.4 и п.3 соответственно, вычисляют  массовую долю сахарозы в меде (Х3):
X3 = X2 – X1,
	где
	X2 –
	массовая доля общих сахаров после инверсии;

	
	X1 –
	массовая доля сахаров до инверсии.


Массовую долю редуцирующих сахаров или сахарозы в процентах пересчитывают на безводное вещество умножением массовой доли редуцирующих сахаров (сахарозы) на коэффициент (:

 


( = 100/(100 – W), 

	где
	W –
	массовая доля воды в меде.


Сравнить полученные результаты с требованиями, предъявляемыми к меду согласно ГОСТ, и сделать вывод о качестве анализируемых образцов меда.

Выдержка из государственного стандарта

«Мед натуральный» ГОСТ 19792-87

Таблица 4.1. – Требования по органолептическим и физико-химическим показателям меда натурального

	Наименование показателя
	Значение для меда

	
	всех видов, кроме меда с белой акации и хлопчатника
	с белой акации
	с хлопчатника

	Аромат
	Приятный, от слабого до сильного, без постореннего запаха
	Приятный, нежный, свойственный меду с хлопчатника

	Вкус
	Сладкий, приятный, без постороннего привкуса

	Массовая доля воды, %, не более
	21
	21
	19

	Массова доля редуцирующих сахаров (к безводному веществу), %, не менее
	82
	76
	86

	Массовая доля сахарозы (к безводному веществу), %, не более
	6
	10
	5

	Диастазное число (к безводному веществу), ед.Готе, не менее
	7
	5
	7


Таблица 4.2.

	Коэффициент рефракции
	Массовая доля воды,%
	Коэффициент рефракции
	Массовая доля воды,%
	Коэффициент рефракции
	Массовая доля воды,%

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	1,5044
	13,0
	1,49351
	17,2
	1,4830
	21,1

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	1,5038
	13,2
	1,4930
	17,4
	1,4825
	21,6

	1,5033
	13,4
	1,4925
	17,6
	1,4820
	21,8

	1,5028
	13,6
	1,4920
	17,8
	1,4815
	22,0

	1,5023
	13,8
	1,4915
	18,0
	1,4810
	22,2

	1,5018
	14,0
	1,4910
	18,2
	1,4805
	22,4

	1,5012
	14,2
	1,4905
	18,4
	1,4800
	22,6

	1,5007
	14,4
	1,4900
	18,6
	1,4795
	22,8

	1,5002
	14,6
	1,4895
	18,8
	1,4790
	23,0

	1,4997
	14,8
	1,4890
	19,0
	1,4785
	23,2

	1,4992
	15,0
	1,4885
	19,2
	1,4780
	23,4

	1,4987
	15,2
	1,4880
	19,4
	1,4775
	23,6

	1,1982
	15,4
	1,4875
	19,6
	1,4770
	23,8

	1,4976
	15,6
	1,4870
	19,8
	1,4765
	24,0

	1,4971
	15,8
	1,4865
	20,0
	1,4760
	21,2

	1,4966
	16,0
	1,4860
	20,0
	1,4755
	21,4

	1,4961
	16,2
	1,4855
	20,4
	1,4750
	21,6

	1,4956
	16,4
	1,4850
	20,6
	1,4745
	21,8

	1,4950
	16,6
	1,4845
	20,8
	1,4740
	25,0

	1,4946
	16,8
	1,4810
	21,0
	
	

	1,4940
	17,0
	1,4835
	21,2
	
	


§ 4.6. Определение сырой клетчатки в овощах


Принцип метода. Сущность метода определения сырой клетчатки в овощах заключается в последовательной обработке пробы слабой  серной кислотой, слабым раствором щелочи, водой, этанолом и эфиром. При этом в раствор переходят все вещества за исключением чистой клетчатки, части гемицеллюлоз и лигнина (нечистая клетчатка). Нерастворившиеся вещества отделяют, высушивают и взвешивают.


Цель: овладеть методиками высушивания овощей и  определения сырой клетчатки в овощах.

Задача: определить содержание сырой клетчатки в образцах моркови, красной свеклы и капусты и сравнить полученные результаты.

Реактивы и растворы:

1. Серная кислота, х.ч. 4% раствор;

2. Калия гидроокись, х.ч., 20% раствор;

3. Соляная кислота, 1% раствор;

4. Диэтиловый эфир, х.ч.;

5. Спирт этиловый, х.ч.

Порядок работы:

1.Пробоподготовка. Пробы овощей измельчают на пластинки (ломтики) толщиной до 0,8 см и высушивают. Высушивание проб проводят в сушильном шкафу при температуре 60–75°С до воздушно-сухого состояния. Воз​душно-сухую пробу измельчают на мельнице и просеивают через сито диаметром отверстий 1 мм. Трудноизмельчимый остаток на сите после измельчения ножницами или в ступке добавляют к просеянной части и тщательно перемешивают.
2.Проведение испытания. Навеску высушенной испытуемой пробы массой около 1 г, взвешенную с точностью до 0,001 г, помещают в стакан вместимостью 300–400 см3, приливают 100 см3 4% раствора серной кислоты, предварительно нагретой до кипения, и тщательно перемешивают стеклянной палочкой. Уровень жидкости в стакане фиксируют восковым карандашом. Смесь тщательно перемешивают стеклянной палочкой и кипятят на электрической плитке. Кипячение продолжают 10 мин, считая от начала кипения, при периодическом помешивании палочкой. Кипение должно быть слабым; при сильном кипении под стакан подкладывают слой асбеста. Стакан снимают с плитки, смывают со стенок с помощью стеклянной палочки приставшие частицы, следя за тем, чтобы уровень жидкости в стакане дошел до метки, но не превысил ее. 
Приливают 28 см3 раствора 20% гидроксида калия, перемешивают палочкой и вновь кипятят в течение 10 мин. После кипячения осадок отстаивают и раствор фильтруют декантацией через предварительно высушенный бумажный фильтр. Затем осадок из стакана переносят на фильтр раствором 1%-й соляной кислоты,  и на фильтре промывают этим же раствором 2 раза по 20 мл. После чего фильтр и клетчатку промывают до нейтральной реакции (3–4 раза) горячей водой и примерно 20 мл этилового спирта и 20 мл диэтилового эфира.

Промытый осадок сушат бумажным фильтром, а затем клетчатку высушивают в сушильном шкафу при температуре 160оС до постоянной массы. Осадок охлаждают в эксикаторе и взвешивают на лабораторных весах  с точностью до 0,001 г. 

3.Расчет массовой доли клетчатки.  Массовую долю клетчатки (Х) в процентах в испытуемой пробе вычисляют по формуле: 
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	где
	m –
	масса навески, г;

	
	m1 –
	масса полученного сухого остатка, вычисленная по разности между массой бюкса с фильтром и клетчаткой и массой фильтра и бюкса, или масса сухого остатка, полученная после высушивания.


§ 4.7. Определение содержания аскорбиновой кислоты в соках по методу Тильманса


Принцип метода. Принцип метода заключается в том, что АК оттитровывается в кислой среде при помощи краски 2,6-дихлорфенолиндофенола  (реактив Тильманса). Этот реактив имеет в кислой среде   красную окраску, которая может быть восстановлена вновь присоединением двух атомов водорода. До тех пор, пока идет окисление аскорбиновой кислоты и восстановление краски, титруемая жидкость остается бесцветной, когда же окисление аскорбиновой кислоты заканчивается и одновременно прекращается восстановление краски, первая же капля избытка ее приводит к появлению бледно-красной окраски титруемой жидкости, что указывает на конец реакции. 

Цель: овладеть методикой определения содержания аскорбиновой кислоты в соках,  консервах по методу Тильманса.


Задачи: 

1. Определить содержание АК в  апельсиновом (грейфрутовом) соке:  консервированном  и свежевыжатом. Сравнить полученные данные.

2. Изучить устойчивость АК к нагреванию.
Вещества, используемые в анализе:

1. Соляная кислота, х.ч.;

2. Серная кислота, х.ч.;
3. Натрий  2,6-дихлорфенолиндофенолят х.ч.;

4. Кислота аскорбиновая (фармокоп.);

5. Вода дистиллированная.

Приготовление реактивов:
1. 2% раствор соляной кислоты. 46 мл соляной кислоты плотностью 1,185 г/мл растворить в 300–500 мл дистиллированной воды в мерной колбе вместимостью 1000 мл, довести до метки дистиллированной водой и перемешать. 

2. Раствор 2,6-дихлорфенолиндофенолят натрия (раствор красителя). Взвесить 0,200(0,001 г 2,6-дихлорфенолиндофенолята натрия, растворить в 300 мл свежекипяченой дистиллированной воды температурой 80–85°С, отфильтровать через складчатый фильтр в мерную колбу вместимостью 500 мл и промыть фильтр водой той же температуры. Охладить раствор до 20–25ºС  и довести до метки охлажденной до той же температуры водой. Титр устанновить по стандартному раствору АК. Раствор хранить при 6–8°С не более 7 суток.

3. 0,001н. раствор аскорбиновой кислоты. 0,0880 г аскорбиновой кислоты растворить в 1000 мл дистиллированной воды. (Mr (C6H8O6) = 176, молярная масса эквивалента аскорбиновой кислоты равна 88).


Порядок работы:

1.Определение концентрации раствора 2,6-дихлорфенолиндофенолята натрия.

1.1.Холостая проба. В коническую колбу (50 мл) для титрования отобрать  10 мл 2%-ного раствора соляной кислоты. Раствор кислоты оттитровать раствором 2,6-дихлорфенолиндофенолята натрия до светло розовой окраски, не исчезающей 15 с. Титрование повторить 2 раза, данные усреднить.
1.2.Титрование стандартного раствора АК. В коническую колбу (50 мл)  отобрать 9 мл 2%-ного раствора соляной кислоты и 1 мл стандартного (0,001 н.) раствора АК и быстро оттитровать раствором 2,6-дихлорфенолиндофенолята натрия до светло-розовой окраски, не исчезающей в течение 15 с. Титрование повторить 2 раза, данные усреднить.
1.3.Рассчет концентрации (г-экв/л)  раствора 2,6-дихлорфенолиндофенолята натрия. Нормальность раствора 2,6-дихлорфенолиндофенолята натрия (NДХФИФ) рассчитывается по формуле:
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	где
	VAK  и  NAK –
	объем и нормальность стнадартного раствора АК, равные соответственно 1 и 0,1 мл;

	
	V1 ДХФИФ  –  
	объем раствора 2,6-дихлорфенолиндофенолята натрия, пошедший на титрование стандартного раствора  АК;

	
	V2 ДХФИФ –
	объем раствора 2,6-дихлорфенолиндофенолята натрия, пошедший на титрование расвтора соляной кислоты (холостая проба).


2.Определение содержания АК в соках. Жидкие продукты, как-то: витаминизированные сиропы, настои, соки, экстракты и пр. перед отбором проб тщательно и осторожно перемешивают без взбалтывания во избежание аэрации, что может привести к частичному окислению витамина С.
2.1.Проведение определения. 10 мл исследуемого сока (в зависимости от содержания АК в соке объем, отбираемый для анализа, может быть изменен) вносят в коническую колбу объемом 50 мл, добавляют 10–15 мл 2%-ного раствора соляной кислоты, тщательно перемешивают и титруют раствором 2,6-дихлорфенолиндофенолята натрия до слабо-розового окрашивания. Титрование проводят 2–3 раза, полученные данные усредняют.

В случае, если исследуемый сок содержит мякоть, мешающую фиксированию окраски раствора, сок, разбавленный раствором соляной кислоты, следует отфильтровать.

2.2.Обработка полученных результатов. Массу АК (г) в объеме сока (10 мл), взятого для титрования, рассчитывают по формуле:   
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	где
	V ДХФИФ  –
	объем раствора 2,6-дихлорфенолиндофенолята натрия, пошедший на титрование пробы сока;

	
	N ДХФИФ  –
	нормальность рабочего раствора 2,6-дихлорфено-линдофенолята натрия, рассчитанная  в п.1.3;

	
	88 –
	масса эквивалента аскорбиновой кислоты.



Содержание АК (Х) в исследуемом соке (мг/100мл) рассчитывают по формуле:
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	где
	Vсока  –
	объем пробы сока, взятый на титрование;

	
	МАК –
	масса АК в пробе сока, взятого на титрование.



Определение АК в сиропах и отварах проводят аналогично определению АК в соках. Объем исследуемого продукта, отбираемый для единичного титрования, определяется содержанием АК в данном продукте.

3. Изучение термостойкости витамина С. Четыре пробы стандартного раствора АК по 5 мл нагреть в конических колбах:
· пробу №1 до 80ºС; 

· пробу №2 – до кипения; 

· пробу №3 – до кипения и кипятить в течение 10 мин;

· пробу №4 – до кипения и кипятить в течение 30 мин.

После чего растворы охладить, добавить в каждую колбу 15 мл 2%-ного раствора соляной кислоты, тщательно перемешать и титровать раствором 2,6-дихлорфенолиндофенолята натрия до слабо-розового окрашивания (2 раза), полученные данные усреднить. 


Рассчитать долю  (XAK, %)  аскорбиновой кислоты, не подвергшейся разрушению при нагревании,  по формуле:
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	где
	VДХФИФ  –
	объем раствора 2,6-дихлорфенолиндофенолята натрия, пошедший на титрование пробы

	
	NДХФИФ –
	нормальность рабочего раствора 2,6-дихлорфенолиндофенолята натрия, рассчитанная  в п.1.3;

	
	VАК –
	объем стандартного раствора АК, равный 5 мл;

	
	NАК –
	нормальность стандартного раствора АК, равная 0,001.



Объяснить полученные результаты.

§ 4.8. Определение массовой доли кофеина фотометрическим методом

Принцип метода. Кофеин – (1,3,7-триметилксантин), алкалоид, содержащийся в зернах кофе, листьях чая, орехах кола; Тпл = 235–237оС, растворим в хлороформе, медленно растворяется в воде; стимулирует деятельность центральной нервной системы. 
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Метод основан на гидролитическом окислении кофеина в тетраметилпурпуровую кислоту (ТМПК) и последующем фотометрическом измерении интенсивности окраски ее раствора.
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Метод применим при содержании кофеина в растворе от 10 мкг/см3 до 30 мкг/см3.

Цель: овладеть методиками определения влажности кофе и содержания в нем кофеина.

Задачи: 

1. Определить влажность кофе (массовую долю воды);

2. Определить массовую долю кофеина в предложенных образцах кофе и сравнить полученные результаты с действующим ГОСТом.

Реактивы и растворы:
1. Соляная кислота, х.ч., 3 М раствор; 

2. Калия гидроокись, х.ч., 3 M (15%);
3. Перекись водорода, х.ч., свежеприготовленный 15% раствор;

4. Хлороформ, х.ч.

Порядок работы:
1.Определение влажности кофе. Навеску молотого кофе, массой 2–3 г, взвешенную с точностью 0,01 г, переносят в предварительно высушенный до постоянной массы бюкс и помещают в сушильный шкаф. Образец высушивают до постоянной массы при температуре Т = 105оС. Сравнивают массу образца кофе после высушивания и массу, полученную при предварительном взвешивании. Массовую долю влаги в кофе (W, %) рассчитывают по формуле:
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	где
	m1 –
	масса кофе до высушивания, г;

	
	m2 –
	масса кофе после высушивания, г.


2.Подготовка к проведению анализа. Навеску массой 2,00г помешают в стакан, заливают 100 см3 кипящей дистиллированной воды и кипятят 5 мин. Полученную суспензию охлаждают до 18–20оС, количественно переносят в мерную колбу вместимостью 100 см3 и доливают дистиллированной водой до метки. Содержимое колбы взбалтывают и отстаивают 2–3 мин, затем фильтруют. Полученный фильтрат используют для анализа.
3.Проведение анализа. Анализ проводят, внося в делительную воронку вместимостью 25 см3 последовательно 10–15 см3 хлороформа, 2 см3 фильтрата и 0,5 см3 15% раствора  гидроксида калия. Воронку закрывают притертой пробкой и проводят экстракцию, осторожно многократно переворачивая содержимое воронки в течение 1 мин. После расслаивания системы нижний хлороформный слой осторожно переносят в выпарительную чашку. Хлороформ отгоняют на водяной бане досуха.
К сухому остатку, содержащему кофеин, прибавляют последовательно 1,0 см3 3 М раствора соляной кислоты, смывая остаток на дно чашки, и 0,2 см3 раствора перекиси водорода. Содержимое чашки перемешивают вращательным движением, выдерживают 20 мин при комнатной температуре, затем нагревают на кипящей водяной бане до получения сухого окрашенного остатка ТМПК.

Для приготовления водного раствора ТМПК к сухому остатку, охлажденному до комнатной температуры, в чашку приливают 5–10 см3 дистиллированной воды и оставляют до его полного растворения. Полученный раствор пурпурного цвета количественно переносят в мерную колбу вместимостью 25 см3 и доводят объем раствора до метки. Оптическую плотность полученного раствора определяют на колориметре, используя кюветы толщиной поглощающего свет слоя 3 см при длине волны 540 нм. 

4.Обработка результатов. Массовую долю кофеина (X4, % в пересчете на сухое вещество) вычисляют по формуле:
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	где
	1,03 –
	коэффициент, учитывающий полноту извлечения кофеина хлороформом на первом этапе экстракции;

	
	с = 60D –
	концентрация кофеина в фотометрируемом растворе, мкг/см3;

	
	60 –
	коэффициент пропорциональной зависимости оптической плотности раствора от его концентрации в растворе;

	
	D  –
	оптическая плотность анализируемого раствора ТМПК;

	
	Vф = 25 –
	объем фотометрируемого раствора ТМПК, получаемый в результате гидролитического окисления кофеина, см3;

	
	V = 100 –
	объем раствора кофе для анализа, см3;

	
	106   –  
	коэффициент перевода 1 мкг в 1 г; 

	
	Vэ –
	объем раствора кофе, используемый для экстракции, см3;

	
	m –
	масса навески кофе, г;

	
	W –
	массовая доля влаги анализируемой навески кофе, %.


Сравнить полученные результаты с требованиями, предъявляемыми к кофе согласно ГОСТ, и сделать вывод о качестве анализируемых образцов кофе.

Выдержка из межгосударственного стандарта

«Кофе натуральный жареный» ГОСТ 6805-97

Настоящий стандарт  распространяется на натуральный жареный кофе в зернах и молотый без добавления или с добавлением обжаренного размолотого цикория,  предназначенный для приготовления горячего напитка кофе, а также для реализации в торговой сети, системе общественного питания, промышленной переработки и других целей.

В зависимости от ботанических видов, торговых наименований, натуральный жареный кофе вырабатывают:

-в зернах высшего и первого сортов;

-молотый высшего, первого и второго сорта;

-молотый кофе «по-турецки» высшего сорта;

-молотый кофе с цикорием высшего, первого и второго сортов.
Натуральный жареный кофе в зернах высшего и первого сорта вырабатывают из натуральных кофейных зерен высшего сорта ботанического вида Арабика (Coffea Arabica Linney) или Робуста (Coffea Canepora Pierre). 

Натуральный жареный молотый кофе с цикорием высшего сорта вырабатывают из натурального жареного кофе молотого высшего сорта –  не менее 60%, натурального жареного молотого кофе первого сорта – не более 20%  и цикория не более 20%. Первого сорта: не более 80% натурального жареного молотого кофе первого сорта и не более 20%  цикория.

Физико-химические показатели натурального жареного кофе должны соответствовать нормам ГОСТ, указанные в таблице 4.3.

Таблица 4.3. –  Физико-химические показатели натурального жареного кофе

	Наименование показателя
	Норма по кофе

	
	В зернах, молотого, молотого «по-турецки»
	Молотого с цикорием

	1
	2
	3

	Массовая доля влаги, %, не более:
	
	

	при выпуске с производства
	4,0
	4,0

	в течение срока хранения
	4,0
	7,0

	Массовая доля золы, %, не более
	5,0
	5,5

	Массовая доля золы, нерастворимой в соляной кислоте, % , не более
	0,2
	0,3

	Массовая доля экстрактивных веществ, %
	20–30
	30–40

	Массовая доля кофеина, %, не менее
	0,7
	0,6

	Крупность помола:
	
	

	Для кофе молотого и молотого с цикорием:
	
	

	массовая доля кофе, проходящего через сито из проволочной тканой сетки  № 095, %, не менее
	90,0
	90,0

	Для кофе «по-турецки»:
	
	

	Массовая доля кофе, проходящего через сито из          
	98,5
	–

	1
	2
	3

	проволочной тканой сетки  № 095, %, не менее
	
	

	Массовая доля металлических примесей (частиц не более 0,3 мм в наибольшем линейном измерении), %, не более
	5∙10–4
	5∙10–4

	Посторонние примеси
	Не допускаются


§ 4.9. Экстракционно-фотометрическое определение кофеина в чае

Принцип метода. Методика основана на получении хлороформного экстракта из чая и на способности кофеина, содержащегося в экстракте, поглощать лучи в ультрафиолетовой области спектра (λ = 272 нм). Сопутствующие компоненты (танины, пигменты и др.) не мешают определению кофеина в чае.

Цель: овладеть методикой экстракционно-фотометрического определения кофеина в чае.

Задача:  определить массовую долю кофеина в предложенных образцах чая.

Реактивы и растворы:
1. Кофеин, х.ч.;
2. Хлороформ, х.ч.

Порядок работы:
1.Построение градуировочного графика. Для построения градуировочного графика в пять мерных колб по 25 мл каждая последовательно вносят 0; 0,1; 0,25; 0,5 и 0,75 мл стандартного раствора кофеина (стандартный раствор кофеина готовят следующим образом: в мерную колбу объемом 25 мл вносят 25±1 мг кофеина, растворяют в хлороформе, доводят до метки и перемешивают. 1 мл приготовленного раствора содержит 1 мг кофеина). В каждую колбу добавляют хлороформ до метки и перемешивают. Получают серию растворов, содержащих в 50 мл соответственно 0; 0,2; 0,5; 1,0 и 1,5 мг кофеина.

Предварительно проверяют чистоту хлороформа относительно дистиллированной воды. Оптическую плотность растворов измеряют при λ = 272 нм; контроль – хлороформ. По полученным данным строят градуировочный график в координатах: содержание кофеина, мг/50 мл – оптическая плотность раствора.

2.Проведение анализа. На аналитических весах взвешивают пробу сухого чая массой 1–1,5 г, помещают в колбу (50 мл) с пришлифованной пробкой, приливают 30 мл хлороформа, колбу помещают на вибросмеситель и экстрагируют кофеин в течение 1 ч. Экстракт переносят в мерную колбу на 50 мл. Отстоявшуюся после экстрагирования пробу чая промывают небольшими порциями хлороформа, которые присоединяют к экстракту в мерной колбе, добавляют хлороформ до метки и перемешивают.
Полученную жидкость фильтруют, 2,5 мл прозрачного раствора фильтрата помещают в мерную колбу на 25 мл, разбавляют хлороформом до метки и перемешивают. Измеряют оптическую плотность раствора; контроль – хлороформ. По градуировочному графику находят содержание кофеина в мг/2,5 мл разбавленного экстракта.

3.Расчет массовой доли кофеина. Содержание кофеина в чае вычисляют по формуле:
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	где
	W –
	массовая доля кофеина в чае, % ;

	
	q –
	найденное по градуировочному графику содержание кофеина в экстракте, мг/2,5 мл;

	
	m –
	масса навески чая, г;

	
	50 –
	объем экстракта, мл.


§ 4.10.  Определение содержания таннина в чае

Принцип метода. Метод основан на окислении таннина чая перманганатом калия в присутствии индигокармина в качестве индикатора.

Цель: овладеть методикой титриметрического определения таннина в чае.

Задача:  определить массовую долю таннина в предложенных образцах чая.

Реактивы и растворы:

1. Раствор индигокармина;
2. Калия перманганат, х.ч., 0,1 н. раствор; 

3. Кислота серная, х.ч., 10% раствор.

Порядок работы:
1.Подготовка к проведению анализа. 2,5 г предварительно измельченной навески чая, взятой для анализа с точностью 0,0001 г, помешают в колбу на 250 мл, приливают 200 мл кипящей дистиллированной воды и ставят на водяную баню. Экстракцию проводят в течение 45 мин. Экстракт фильтруют через складчатый фильтр и переносят в мерную колбу на 250 мл, охлаждают и доводят до метки водой.
2.Проведение анализа.
2.1.Холостой опыт. 25 мл индигокармина и 750 мл водопроводной воды с добавлением 10 мл 10% раствора серной кислоты титруют стандартным 0,1 н. раствором перманганата калия в кристаллизаторе, непрерывно помешивая раствор стеклянной палочкой. Синяя окраска при этом постепенно переходит через сине-зеленую, темно- и светло-зеленую, желто-зеленую и до желтой золотистого оттенка. Конец реакции  определяют по исчезновению зеленого оттенка и появлению желтого цвета. Определяют объем KMnO4, ушедшего на титрования воды и индигокармина. 
2.2.Определение содержания танина. Пипеткой отбирают 10 мл экстракта чая из мерной колбы, помещают в кристаллизатор, добавляют 750 мл водопроводной воды, 25 мл индигокармина, 10 мл раствора серной кислоты (10%-ного) и титруют 0,1 н. раствором перманганата калия при постоянном перемешивании стеклянной палочкой. Затем подсчитывают количество KMnO4, израсходованного на окисление танина. Определяют объем KMnO4, ушедшего на титрование таннина. 
3.Рассчет массовой доли танина. Содержание танина в чае определяют по формуле:
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	где
	а –
	объем 0,1 н. раствора перманганата калия, израсходованного на окисление таннина, мл;

	
	а1 –
	объем 0,1 н. раствора перманганата калия, израсходованного на титрование раствора воды и индигокармина, мл;

	
	0,004157 –
	количество таннина, окисляемое 1 мл 0,1 н. раствора перманганата калия, г;

	
	V –
	объем полученного экстракта чая, мл;

	
	V1 –
	объем экстракта чая, взятый для испытания, мл;

	
	m –
	масса навески сухого чая, г.
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	Staphylococcus aureus
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	Proteus vulgaris
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	Salmonella typhimurium
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	Clostridium botulinum
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Agrobacterium tumefaciens
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