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Лабораторная работа №1. Выделение простых и     сложных белков из пищевого сырья и их фракционирование

1.1 Цель работы: освоить методики выделения и фракционирования белковых веществ из пищевого сырья.

    1.2 Общие сведения

    Белки – необходимая составная часть продуктов питания. Отсутствие или недостаточное их количество в пище вызывает серьезные заболевания человека. Пищевая ценность белков зависит от их аминокислотного состава, от содержания в них незаменимых аминокислот, которые не синтезируются в организме человека. Потребляемые человеком в пищу белки можно разделить на полноценные, содержащие все незаменимые аминокислоты, и неполноценные, в которых отсутствует одна или несколько незаменимых аминокислот. Например, казеин – основной белок молока – является полноценным, в то время как желатин – белок, получаемый из костей и сухожилий (продукт частичного гидролиза коллагена), - неполноценным. 

    Белки входят в состав практически всех продуктов животного и растительного происхождения.

    Белки являются высокомолекулярными биологическими полимерами, построенными из остатков аминокислот.

    В зависимости от формы молекулы белки делят на глобулярные и фибриллярные. Молекулы глобулярных белков состоят из одной полипептидной цепи или нескольких, плотно свернутых за счет нековалентных, а часто и ковалентных связей в компактную частицу, называемую глобулой. Они имеют шарообразную или веретенообразную форму. Подавляющее большинство природных белков относится к глобулярному типу. Они растворимы в воде и в солевых растворах и выполняют в организме динамические функции (гемоглобин крови, сывороточный альбумин, ферменты, антитела, гормоны и другие). Фибриллярные белки состоят из вытянутых или спирализованных полипептидных цепей, расположенных параллельно и удерживаемых за счет многочисленных нековалентных, а иногда и ковалентных связей. Полипептидные цепи объединены в волокна (фибриллы). Эти белки в большинстве своем нерастворимы в воде и  выполняют функцию структурных элементов (кератин волос, коллаген кожи, эластин связок, фиброин шелка и другие). 

    Между глобулярными и фибриллярными белками существуют различные переходные формы.


По способу свертывания и ассоциации полипептидных цепей, согласно представлениям К.У. Линденштрема-Ланга, выделяют четыре уровня пространственной структуры белка: первичная, вторичная, третичная и чеивертичная. Эти уровни соответственно означают: линейную последовательность аминокислот; упорядоченное строение основной цепи полипептида; трехмерную структуру белков глобулы и структуры белковых агрегатов. У глобулярных белков выделяют еще два дополнительных уровня: сверхвторичную структуру, которая характеризует энергетически предпочтительные агрегаты вторичной структуры, и домены – части белковой глобулы, представляющие собой достаточно обособленные глобулярные области. Организация высших структур полностью закодирована в аминокислотной последовательности. Совокупность уровней организации называют конформацией белковой молекулы.
    Белки делят на простые (протеины) и сложные (протеиды). Продуктами  гидролиза  протеинов  являются только аминокислоты. К ним относятся альбумины, глобулины, гистоны, проламины, протамины, глутелины. В состав продуктов гидролиза протеидов входят не только аминокислоты, но и небелковые вещества разнообразные по составу (простетические группы).

    Важнейшее свойство белков – их способность к  денатурации (изменению природной пространственной структуры) под действием различных факторов внешней среды.

    Степень денатурации белка может быть различной в зависимости от характера белка, природы денатурирующего агента и времени его действия. Различают обратимую и необратимую денатурацию. Основные признаки денатурации – это снижение растворимости, потеря биологической активности, изменение оптических свойств, вязкости и другие.

    В процессе приготовления пищи белки, входящие в состав пищевых продуктов, денатурируются. Такие белки легче подвергаются действию ферментов пищеварительного тракта, и поэтому лучше и быстрее усваиваются организмом.  Целый ряд технологических процессов получения пищевых продуктов (выпечки хлеба, производство макарон и другие) связан с частичной денатурацией белков, входящих в состав сырья.

    Выделение белков из пищевого сырья начинается из извлечения их соответствующим растворителем (экстракция). Каждый белок обладает определенной растворимостью, зависящей от природы самого белка и состава растворителя. На растворимость существенное влияние оказывает рН среды. Присутствие солей в растворе может либо увеличить, либо уменьшить растворимость того или иного белка.

    Из полученных экстрактов белки осаждают органическими растворителями, смешивающимися с водой. С этой целью обычно используют метанол, этанол, бутанол, глицерин и ацетон. Кроме того, применяют прием высаливания.

    1.3 Практическая часть

    1.3.1 Опыт 1. Разделение альбуминов и глобулинов яичного белка методом высаливания

    Высаливанием называют процесс осаждения белка из раствора под действием нейтральных солей: NaCl, (NH4)2SO4, Na2SO4,  MgCl2  и другие. При высаливании белок выпадает в осадок, не подвергаясь денатурации.

    При добавлении к растворам белка солей щелочных и щелочно-земельных металлов их ионы адсорбируются на противоположно заряженных группах частиц белка, делая их электронейтральными и тем самым, понижая устойчивость белков в растворе. Кроме того, соли щелочных и щелочно-земельных металлов растворяясь, связывают  большие количества воды, что при достаточно высоких концентрациях ведет к  дегидратации частиц белка и лишает их гидратной оболочки. Белок при этом выпадает в осадок.

    Для осаждения из раствора различных белков используют растворы соли разной концентрации. Глобулины, например, осаждаются полунасыщенным раствором сернокислого аммония, а альбумины – только насыщенным раствором. Это происходит из-за того, что частицы глобулинов значительно крупнее частиц альбуминов, это используется для разделения альбуминов и глобулинов.

    Осаждающиеся при высаливании белки способны вновь растворяться в воде, т.к. макромолекулы белков при высаливании, как правило, сохраняют свои нативные свойства. 

    Приборы и реактивы: штатив с пробирками, воронки, фильтры бумажные, стеклянные палочки, пипетки, 1% раствор яичного белка, сульфат аммония кристаллический, сульфат аммония насыщенный раствор, 10 % раствор гидроксида натрия, 0,5 % раствор сульфата меди.

    1.3.1.1 Методика выполнения работы

    В пробирку прилить 2-3 мл раствора яичного белка и равный объем насыщенного раствора сульфата аммония. Содержимое пробирки тщательно перемешать и оставить на 10 минут. Выпадает хлопьевидный осадок глобулина. Осадку дают отстояться, после чего отфильтровать. К фильтрату добавить кристаллический сульфат аммония на кончике шпателя до насыщения; выпадает хлопьевидный осадок альбуминов. Осадок отцентрифугировать в течение 5 минут при 3000 оборотах в минуту. С фильтратом провести биуретовую реакцию. Отрицательная реакция указывает на отсутствие белков в фильтрате и полноту осаждения. Осадок альбуминов из центрифужной пробирки перенести в пробирку и растворить в 2-3 мл воды. Раствор альбуминов отфильтровать и провести с ним биуретовую реакцию.

    Свое название биуретовая реакция получила от производного мочевины – биурета, который дает эту реакцию. Биурет образуется при нагревании мочевины с отщеплением от нее аммиака: 
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    В присутствии солей меди в щелочной среде белки дают фиолетовое окрашивание. Окраску дает комплексное соединение меди с пептидными группами   -CO – NH-.  

    Цвет комплекса, получаемый при биуретовой реакции с разными пептидами, зависит от длины пептидной цепи.

    Пептиды с длиной цепи от четырех  аминокислотных остатков и выше образуют красный комплекс, трипептиды – фиолетовый, а дипептиды – синий.

    В пробирку с фильтратом налить 1 мл раствора едкого натра и 1-2 капли раствора сернокислой меди. При взбалтывании в случае присутствия белков появляется фиолетовое окрашивание.

    1.3.1.2 Оформление результатов опыта

    Полученные результаты записывают в таблицу 1.   

    Таблица 1

	№ пробирки
	Окраска
	Вывод

	
	
	


1.3.2 Опыт 2. Выделение глобулинов из гороховой и соевой муки
    Приборы и реактивы:   штатив   с  пробирками;   стеклянные палочки; бумажные фильтры; 10 % раствор хлорида натрия;  10 % раствор гидроксида натрия; 0,5 % раствор сульфата меди; гороховая мука и соевая мука.

    1.3.2.1 методика выполнения работы

    В 2 пробирки поместить по 1 г гороховой и соевой муки, прилить 10 мл 10 % раствора хлорида натрия и тщательно перемешать. Извлечение глобулинов проводится при температуре 350С в течение 30 минут в термостате. Через 30 минут жидкость отфильтровывают и с частью раствора проводят биуретовую реакцию.

    1.3.2.2 Оформление результатов опыта

    Полученные результаты записывают в таблицу 2.     

    Таблица 2  

	Образец
	Окраска
	Вывод

	
	
	


    1.3.3 Опыт 3. Выделение казеина из молока

   В молоке общее содержание белков находится , как правило, в пределах 2,9-4,0%. Белки молока делят на две группы: казеиновые и сывороточные. Среди белков молока рассматривают : основных белков: казеины (αs1-, αs2-, β-), сывороточные белки (β-лактоглобулин, α-лактоальбумин), альбумин сыворотки крови, иммуноглобулины, β2-микроглобулин, лактоферрин, церулоплазмин и компонент 3 протеозопептонов. 

Основной белок коровьего молока – казеин – является фосфопротеидом. На его долю приходится около 80% белкового азота молока. Казеины – это группа гетерогенных фосфопротеидов, самоассоциирующихся в мицеллы в присутствии кальция, цитратов и фосфатов. Основная часть казеина (около 95%) в молоке содержится в виде казеиновых мицелл. Мицеллы соединены между собой с помощью кальция и мицелярного фосфата.
    Казеин можно выделить из молока добавлением уксусной кислоты до изоэлектрической точки (рН 4,6). Белок выделяется в виде мягкого, медленно оседающего осадка. 

    Приборы и реактивы: химический стакан на  100 мл; мерный цилиндр на 100 мл; стеклянные палочки; пробирки; воронки; бумажные фильтры; пипетки; 10% раствор уксусной кислоты; универсальная индикаторная бумага;  10 % раствор гидроксида натрия; молоко; азотная кислота концентрированная; гидроксид аммония концентрированный; спиртовка.

1.3.3.1 Методика выполнения работы

В стакан емкостью 100 мл налить 20 мл молока и прилить равный объем дистиллированной воды. К этой смесим осторожно, по стеклянной палочке прилить 10% раствор уксусной кислоты до рН 4,6 (2-3 мл уксусной кислоты), рН раствора определить с помощью универсального индикатора. Для этого стеклянной палочкой наносят каплю на универсальную индикаторную бумагу и по шкале определить рН. При рН 4,6 казеин выпадает в осадок. Ему дают отстояться 10 минут. Слить без взбалтывания надосадочную жидкость. В оставшийся осадок добавить по каплям 10% раствор гидроксида натрия до растворения осадка. Полученный раствор отфильтровать через влажный фильтр. С фильтратом провести цветные реакции (биуретовую и ксантопротеиновую). 

Подавляющее большинство белков и пептидов при нагревании с крепкой азотной кислотой дает желтое окрашивание, переходящее в оранжевое при добавлении щелочи или аммиака. Эта реакция характерна для бензольного ядра циклических аминокислот. При действии крепкой азотной кислоты на эти аминокислоты происходит  нитрование бензольного кольца с образованием нитросоединений желтого цвета. 

В пробирку с фильтратом прилить 5-6 капель концентрированной азотной кислоты. Появляется осадок свернувшегося белка, который при осторожном нагревании окрашивается в желтый цвет. Дать пробирке охладиться и осторожно прибавить концентрированный аммиак.

1.3.3.2 Оформление результатов опыта

Полученные результаты записывают в таблицу 3.

Таблица 3

	Образец
	Цветная реакция
	Окраска 
	Вывод

	
	
	
	


1.3.4 Опыт 4. Колориметрический метод определения содержания доступного лизина

Метод основан на взаимодействии между отрицательно заряженными группами кислого красителя и положительно заряженными группами аминокислот, содержащими азот основных аминокислот – лизина, гистидина и аргинина с образованием нерастворимого комплекса «белок – краситель».

В одном из двух параллельных определений предварительно проводят блокирование свободных ε-аминогрупп лизина пропионовым ангидридом. После удаления нерастворимого комплекса по оптической плотности раствора, используя градуировочный график, определяют количество непрореагировавшего красителя и расчетным путем устанавливают содержание доступного лизина в продукте. 
Приборы реактивы: колбы конические на 250 мл; лабораторный встряхиватель; стеклянные фильтры; пипетки Мора на 1мл; мерные цилиндры на 100 мл; спектрофотометр, работающий в области спектра, включающей длину волны 475 нм; краситель «Оранж Ж»; пропионовый ангидрид; кислота лимонная.
1.3.4.1 Подготовка к анализу

1.3.4.1.1 Методика очистки красителя «Оранж Ж»

30 г красителя растворяют в 100 мл кипящей дистиллированной воды. Полученный раствор сразу вливают в 160 мл кипящего этилового спирта, перемешивают и охлаждают при температуре 0-50С в течение 16 часов. Фильтруют через стеклянный фильтр в колбу Бунзена с водоструйным насосом. Затем краситель на фильтре промывают хорошо охлажденным этиловым спиртом и высушивают в сушильном шкафу при температуре 105
[image: image2.wmf]±

20С в течение 4 часов. 

1.3.4.1.2 Приготовление раствора красителя

В мерную колбу на 1 л вносят 21 г лимонной кислоты, 2,5 мл пропионовой кислоты (в качестве консерванта) и наливают дистиллированную воду до 2/3 объема колбы. После растворения лимонной кислоты добавляют 0,887 г очищенного красителя «Оранж Ж», перемешивают до полного растворения красителя и доводят объем раствора до метки дистиллированной водой. Приготовленный раствор красителя имеет концентрацию 1,06 моль/дм3. Перед использованием рабочий раствор красителя выдерживают в течение 24 часов. 

1.3.4.1.3 Построение градуировочного графика  

К 40 мл раствора красителя, содержащего 0,0784 ммоль/дм3 «Оранж Ж», прилить 6,0 мл дистиллированной воды и провести ряд разбавлений полученного раствора дистиллированной водой в соотношении 1:1, 1:2, 1:3 и 1:4. Из рабочего раствора красителя и от каждого разбавления пипеткой отобрать 1 мл, внести в мерный цилиндр и довести дистиллированной водой до объема 75 мл. оптическую плотность полученных растворов «Оранж Ж» определяют на спектрофотометре при длине волны 475 нм в кюветах с рабочей длиной 10 мм.

1.3.4.2 Методика выполнения работы  

Приготовить 2 пробы А и Б. Навески исследуемого продукта взять из расчета, что проба А должна содержать около 15 мг гистидин + аргинин + лизин, проба Б – 15 мг гистидин + аргинина (расчет провести, исходя из содержания белка в продукте и его аминокислотного состава). Навески продукта поместить в коническую колбу на 250 мл, прилить в каждую колбу по 6 мл дистиллированной воды и оставить на 10 минут. В колбу Б внести 0,4 мл пропионового ангидрида и помещают на лабораторный встряхиватель на 15 минут. Далее обработку проб А и Б проводят одновременно. 

В обе колбы добавить по 40 мл раствора красителя, встряхивать в течение 90 минут. Содержимое колб отфильтровать через стеклянные фильтры, отобрать пипеткой по 1 мл каждого фильтрата и внести в мерные цилиндры. Довести объем в цилиндрах до 75 мл дистиллированной водой и тщательно перемешать. Полученные растворы проб А и Б колориметрировать на спектрофотометре, при тех же условиях, что стандартные растворы для построения градуировочного графика. Для последующей обработки результатов используют только данные, находящиеся в приделах от 0,2 до 0,3 единицы оптической плотности, при этом разность между показателями А и Б не должна превышать 0,05 единицы оптической плотности. 

На основании полученных для обеих проб величин оптической плотности по градуировочному графику устанавливают количество несвязанного красителя в ммолях (СА и СБ).

Массовую долю доступного лизина (х) в мг/100г продукта вычислить по формуле:

Х=
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, где

С – исходное содержание красителя в рабочем растворе      (С = 0,0784 ммоль)

СА – содержание несвязанного красителя в пробе А, ммоль;

СБ – содержание несвязанного красителя в пробе Б, ммоль;
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А – масса навески в пробе А, г;
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 - масса навески в пробе Б, г;

М – молекулярная масса лизина, (М=146,19);

2 – коэффициент, учитывающий, что 1 молекула «Оранж Ж» связывает 2 молекулы лизина. 

1.3.4.3 Оформление результатов опыта

Полученные результаты записываются в таблицу 4.

Таблица 4
	Пробы
	Содержание несвязанного красителя
	Масса навески
	Массовая доля доступного лизина

	
	
	
	


1.4 Контрольные вопросы

1. Какие белки легче высаливаются – альбумины и глобулины?

2. В некоторых случаях перед высаливанием белков их приводят в состояние изоэлектрической точки. Зачем это делают?

3. Каков механизм образования гидрофильной оболочки белков?

4. Чем отличается денатурация от высаливания?

Литература
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Лабораторная работа №2. Определение количества сахаров в сырье и продуктах растительного происхождения.
2.1 Цель работы: освоение методики дифференцированного определения сахаров в сырье и продуктах растительного происхождения.

2.2 Общие сведения

В ряде пищевых продуктов содержится значительное количество углеводов. В естественных пищевых продуктах углеводы представлены в виде моно-, ди- и полисахаридов.

К моносахаридам относятся глюкоза, фруктоза и галактоза. К дисахаридам – сахароза, лактоза, мальтоза, целлобиоза. Полисахариды представлены крахмалом, гликогеном, клетчаткой, пектиновыми веществами. 

Дисахариды и полисахариды распадаются под действием соответствующих ферментов в кишечнике до моносахаридов, всасываются в кровь и по воротной вене поступают в печень, где из глюкозы синтезируется гликоген. 

Содержание сахара в крови находится в пределах 0,8 – 1,2 г/л. Этот уровень поддерживается регулирующим влиянием центральной нервной системы и железами внутренней секреции. Источником сахара крови является гликоген печени. В ней он превращается в фосфорное соединение, из которого в результате метаболизма в кровь выделяется глюкоза, разносится по всем органам и тканям, где используется для энергетических нужд. При очень больших затратах энергии использование сахара в крови происходит быстрее, чем превращение гликогена в глюкозу в печени. В результате уровень сахара в крови понижается, наступает гипогликемия. 

Длительный недостаток сахара в крови приводит к сахарному голоданию мозговой ткани, в результате чего может наступить невротический синдром. Противоположное явление наблюдается после приема пищи, богатой сахаром, - алиментарная гепергликемия. Источником глюкозы являются плоды, фрукты, ягоды, мед. Источником дисахаридов является сахарная свекла и морковь. При гидролизе сахара органическими кислотами образуется инвертный сахар, обладающий гигроскопичностью благодаря присутствию фруктозы. При высокой температуре сахароза полимеризуется и образуется карамель или «жженый» сахар. Наибольшее пищевое значение имеют крахмал и сахароза, т.к. они хорошо усваиваются организмом. Крахмал усваивается медленнее, чем сахар и не создает гипергликемии. Сахар и моносахариды усваиваются чрезвычайно быстро.

2.3 Практическая часть

2.3.1 Опыт 1.  Определение редуцирующих сахаров в продуктах растительного происхождения по Иссекутцу

 Метод основан на том, что редуцирующие сахара (глюкоза, фруктоза) восстанавливают в щелочном растворе железосинеродистый калий в железистосинеродистый. Реакция может быть представлена в виде:

[image: image55.png]


Так как эта реакция обратима, железистосинеродистый калий осаждают сернокислым цинком:

2K4Fe(CN)6 + 3ZnSO4 → K2Zn3[Fe(CN)6]2 + 3K2SO4
Избыток железосинеродистого калия определяют йодометрическим методом в кислой среде:

2K3Fe(CN)6 + 2KI [image: image56.png]o
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       K4Fe(CN)6   +   I2
Выделившийся йод оттитровывают тиосульфатом (индикатор – раствор крахмала):

I2   +   2Na2S2O3      →     2NaI   +   Na2S4O6
Приборы и реактивы: мерная колба на 500 мл; водяная баня; бумажный фильтр; мерная пипетка на 5 мл; коническая колба на 100 мл; бюретка для титрования; раствор K3Fe(CN)6; 30% раствор сернокислого цинка; 9% раствор уксусной кислоты; 10% раствор йодистого калия; 1% раствор крахмала; 0,5 м раствор тиосульфата натрия.

2.3.1.1 Методика выполнения работы

В качестве объекта для исследования берут свежие растительное сырье и продукт, полученный из этого сырья в результате тепловой обработки. 

Объект для исследования (яблоки свежие и яблочное пюре; картофель свежий и вареный) измельчить, взять навеску 10 г и количественно перенести ее в мерную колбу на 500 мл. Добавить 400 мл дистиллированной воды. Экстракцию сахаров провести на водяной бане при температуре 70-75оС в течение 1 ч. По истечении 1 ч экстракт охладить до 20ОС, довести до метки дистиллированной водой и отфильтровать через бумажный фильтр. Фильтрат используют для анализа.

Взять 5 мл фильтрата пипеткой и поместить в коническую колбу на 100 мл. Добавить 15 мл дистиллированной воды и 10 мл раствора железосинеродистого калия и в течение 20 минут нагревать этот раствор на кипящей водяной бане. Затем  раствор охладить и добавить 10 мл смеси (1:1) растворов сернокислого цинка и йодистого калия, 10 мл раствора уксусной кислоты и 2-3 капли раствора крахмала. Провести титрование образовавшегося йода тиосульфатом до обесцвечивания раствора.

Одновременно ставят контрольный опыт, в котором вместо исследуемого фильтрата берут 20 мл дистиллированной воды.

По таблице 5  находят количество редуцирующих сахаров.

Массовую долю редуцирующих веществ в растительном сырье (Рв, %) находят по формуле:
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А – количество редуцирующих веществ, найденные по таблице 7, мг; 
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 объем, в котором растворена навеска сырья (500 мл); 
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 навеска, мг;
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 объем экстракта, взятый для определения, мл

Таблица 5
	Объем K3Fe(CN)6
мл 
	Количество редуцирующих сахаров, мг

	
	Десятые доли мл раствора  K3Fe(CN)6

	
	0,0
	0,1
	0,2
	0,3
	0,4
	0,5
	0,6
	0,7
	0,8
	0,9

	0
	-
	-
	-
	-
	-
	0,73
	0,87
	1,02
	1,18
	1,3

	1
	1,51
	1,67
	1,83
	2,00
	2,16
	2,31
	2,47
	2,62
	2,78
	2,9

	2
	3,10
	3,26
	3,42
	3,58
	3,74
	3,90
	4,06
	4,22
	4,38
	4,6

	3
	4,72
	4,88
	5,04
	5,20
	5,36
	5,53
	5,70
	5,86
	6,03
	6,20

	4
	6,37
	6,54
	6,71
	6,88
	7,05
	7,22
	7,39
	7,55
	7,72
	7,89

	5
	8,06
	8,22
	8,39
	8,56
	8,72
	8,89
	9,06
	9,22
	9,39
	9,55

	6
	9,72
	9,82
	10,06
	10,23
	10,41
	10,58
	10,76
	10,92
	11,10
	11,28

	7
	11,46
	11,64
	11,82
	12,00
	12,18
	12,36
	12,54
	12,73
	12,91
	13,10

	8
	13,28
	13,36
	13,63
	13,80
	13,97
	14,14
	14,31
	14,49
	14,66
	14,83

	9
	14,99
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-


2.3.1.2 Оформление результатов опыта

Полученные результаты записывают в таблицу 6.
Таблица 6.

	Образец
	Навеска 
[image: image10.wmf],

в

мг
	
[image: image11.wmf]v

, мл
	
[image: image12.wmf]1

v

,мл
	А, мг
	Рв, %

	
	
	
	
	
	


2.3.2 Опыт 2. Определение глюкозы по методу Вильштеттера и Шудля

В основе этого метода лежит способность молекулярного йода в щелочной среде окислять только альдегидоспирты,  не влияя на кетоспирты. Реакция идет в 2 стадии:
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2 NaOH + I2   →    NaOI + NaI + H2O
При внесении излишка йода непрореагировавший йод можно определить в кислой среде титрованием тиосульфатом натрия: 

NaOI + NaI + 2HCl  →    I2 + 2NaCl + H2O

I2 + 2Na2S2O3  →    2NaI + Na2S4O6  

Приборы и реактивы: конические колбы на 100 мл; бюретка для титрования;  0,1м раствор йода; 0,1 м раствор гидроксида натрия; 0,1 м раствор серной кислоты; 0,1 м раствор тиосульфата натрия; 1 % раствор крахмала.

2.3.2.1 Методика выполнения работы

В 2 колбы на 100 мл внести по 10 мл раствора йода. В одну из колб (опытный вариант) добавить 20 мл экстракта, приготовленного в опыте 2.3.1.1,  в другую колбу (контрольный вариант) прилить 20 мл дистиллированной воды. Затем медленно добавить 15 мл раствора гидроксида натрия и оставить стоять при комнатной температуре 15 минут. После этого раствор подкислить 20 мл раствора серной кислоты и остаток йода оттитровать раствором тиосульфата натрия в присутствии растворимого крахмала (3 капли). 

Массовую концентрацию глюкозы в растительном сырье ( г, %) рассчитать по формуле:

Г = 
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- объемы раствора тиосульфата натрия, пошедшие на титрование, соответственно контроля и опыта, мл;
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- масса глюкозы, мг, эквивалентная 1 мл раствора йода;
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- навеска сырья (мг) в 1 мл экстракта;
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- объем экстракта, взятый для определения, мл. 

2.3.2.2 Оформление результатов опыта

Полученные результаты записывают в таблицу 7.

Таблица 7.

	Образец
	Навеска, мг
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2.3.3 Опыт 3. Определение сахарозы 

Приборы и реактивы: мерная колба на 100 мл; мерный цилиндр; 5 % раствор соляной кислоты; 0,1 н раствор гидроксида натрия.

2.3.3.1 Методика выполнения работы

Отобрать 50 мл экстракта пипеткой в мерную колбу на 100 мл, добавить 5 мл раствора соляной кислоты, поместить в кипящую водяную баню на 30 минут для инверсии сахарозы. Затем колбу охладить, добавить до метки раствор гидроксида натрия, перемешать и в 10 мл гидролизата определить редуцирующие сахара по Иссекутцу. 

Массовую долю сахарозы (С, %) в растительном сырье найти по формуле:

С = (х – Рв) 0,95, где

х, Рв – массовая доля редуцирующих сахаров в экстракте после и до инверсии, %;

0,95 – коэффициент пересчета редуцирующих веществ на сахарозу.

Пример расчета. При определении Рв в экстракте методом Иссекутца на титрование контроля и опыта пошло соответственно 9,5 и 3,4 мл тиосульфата. Остаток не вошедшего в реакцию с сахарами железосинеродистого калия определяют по пропорции:

10:9,5 = х:3,4

х = 3,58 мл   

Объем К3Fe(СN)6, пошедший на реакцию с редуцирующими сахарами, составляет 

10 – 3,58 = 6,42 мл

По таблице 7 находят количество редуцирующих сахаров:

6,40 мл – 10,41 мг

0,02 мл  –  0,03 мг

       6,42 мл – 10,44 мг  Рв 

Тогда массовая доля Рв в растительном сырье составит:   

Рв = 
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По методу Вильштеттера и Шудля на титрование контроля и опыта пошло соответственно 10,0 и 8,0 мл тиосульфата натрия. Вычисляем массовую долю глюкозы в растительном материале по формуле:

Г = 
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Массовая доля фруктозы (Ф, %) в растительном сырье равна:

Ф = Рв – Г

В нашем примере это составит:

Ф = 10,44 – 4,5 = 5,94 %

Для определения количества редуцирующих сахаров в экстракте после инверсии известно, что на титрование контроля и опыта пошло соответственно 9,5 и 2,8 мл. Остаток железосинеродистого калия составляет х = 2,94 мл; пошедшего на реакцию с сахарами:

10 – 2,94 = 7,06 мл

По таблице 7 находим количество редуцирующих сахаров – 11,57 мг. 

Следовательно, массовая доля их в экстракте после инверсии составляет:

х = 
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Массовая доля сахарозы в растительном сырье равна:

С = (11,57 – 10,44) 0,95=1,07 % 

2.3.3.2 Оформление результатов опыта

Полученные результаты записывают в таблицу 8.

Таблица 8
	Образец 
	Массовая доля редуцирующих сахаров в экстракте, %   
	Массовая доля сахарозы, % 

	
	До инверсии
	После инверсии
	

	
	
	
	


2.4 Контрольные вопросы

1. Какие сахара называют редуцирующими?

2. На чем основан метод Иссекутца? Какие сахара можно определить этим методом?

3. Каким методом можно определить глюкозу в присутствии других сахаров?

4. Почему для определения сахарозы проводят инверсию?

5. Что такое инверсия сахарозы? Как проводят инверсию сахарозы?

6. Расскажите схему дифференцируемого определения сахаров в растительном сырье.

7. Отличается ли содержание редуцирующих сахаров в сырье и готовом продукте? Чем объяснить различие?

Литература

[1, с.255-281]; [2]

Лабораторная работа  №3. Определение изменения перекисного числа и содержания изомеров кислот с сопряженными связями в пищевых продуктах в процессе технологической обработки.
3.1 Цель работы: определить содержание сопряженных двойных связей в растительных жирах в процессе технологической обработки в продуктах, содержащих и не содержащих антиоксиданты. Определить изменение перекисного числа жиров. Определить изменение состояния жиров при  автоокислении м термоокислении.

3.2 Общие сведения

Липиды широко распространены в природе и вместе с белками и углеводами составляют основную массу органических веществ всех живых организмов. Они широко используются при получении многих продуктов питания, являются важными компонентами пищевого сырья и готовых продуктов, во многом определяя их пищевую ценность и вкусовые качества.
Липиды нерастворимы в воде, но хорошо растворимы в органических растворителях (бензине, хлороформе, диэтиловом эфире и др.)

По химическому строению липиды являются производными жирных кислот, спиртов, альдегидов. Наиболее важная и распространенная группа липидов – ацилглицерины или жиры.

В маслах и жирах, выделенных из различных объектов, содержатся насыщенные и ненасыщенные углеводороды С10-С40 различного строения. В питании большое значение имеет химический состав употребляемых жиров, особенно содержание полиненасыщенных кислот с определенным положением двойных связей и цис-конфигурацией (линолевой С218, линоленовой С318, олеиновой С118, арахидоновой С420, полиненасыщенных жирных кислот семейства омега-3).
Наиболее важные источники жиров в питании - растительные масла (в рафинированных маслах 99,7-99,8% жира), сливочное масло (61,5-82,5% липидов), маргарин (до 82,0% жира), молочные продукты (3,5-30% жира), сыры (25-50% жира), шоколад (35-40%)

Жиры нестойки при хранении. Они являются наиболее лабильными компонентами пищевого сырья и готовых пищевых продуктов. Главными направлениями превращения липидов при хранении являются гидролиз, окислительное и биохимическое прогоркание.
Приборы и реактивы: терки; ножи; разделочные доски; сковороды; весы лабораторные; электроплитка; баня водяная; мерные пипетки  на 1-2 мл; мерные цилиндры на 10 мл; конические колбы с притертой пробкой; фотоэлектрокалориметр (спектрофотометр); гексан; хлороформ; ледяная уксусная кислота; насыщенный раствор йодистого калия; 1%-ный раствор крахмала; 0,01н. раствор тиосульфата натрия.
3.3 Практическая часть

3.3.1 Приготовление образцов для проведения анализа.   Картофель измельчить ножом, морковь измельчить на терке, взять навеску 50 г, залить 150 г подсолнечного масла. Поместить на сковороду и проводить обжаривание овощей в течение 40 – 60 минут, периодически помешивая. Через каждые 20 минут производить отбор проб растительного масла по 5 мл.

3.3.2 Опыт 1. Определение содержания изомеров жирных кислот с сопряженными двойными связями.
3.3.2.1 Методика выполнения работы

Для определения содержания диеновых (с двумя сопряженными связями) и триеновых (с тремя сопряженными связями) соединений 0,1 г пробы растительного масла растворяют в небольшом количестве гексана и разводят до концентрации 1 г/100мл. Затем проводят определение оптической плотности раствора на фотоэлектрокалориметре со светофильтрами, дающими  длины волн 230 нм и 268 нм.
3.3.2.2 Оформление результатов

Полученные результаты записать в таблицу 9.
Таблица 9.

	Проба
	Масса пробы
	Оптическая плотность

	
	
	Испытуемого раствора
	Контроля к испытуемому раствору
	Раствора контроля на реактивы

	
	
	
	
	


Содержание соединений диеновых в пересчете на трансизолинолевую кислоту, и триеновых в пересчете на трансизолинолевую кислоту вычисляют в % по формуле: 
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Где  D - оптическая плотность испытуемого раствора (среднее из двух параллельных определений) ед. прибора; 

 C – концентрация раствора, г/л;
119 и 209,5 – средние значения коэффициента поглощения трансизолинолевой кислоты при длинах волн 230 нм и 268 нм соответственно.
 K – коэффициент пересчета, равный 58.
3.3.3 Опыт 2. Определение перекисного числа масла.
Метод состоит в том, что в результате действия перекисей на KI, выделяется йод, который оттитровывается тиосульфатом натрия. Реакцию проводят в кислой среде, используя уксусную кислоту (как устойчивую к окислению) и водный раствор  KI. При этом образуется HI, реагирующая с перекисями, и выделяется свободный йод.
KI+ CH3COOH → HI + CH3COOK
CH3(CH2)6CHOOH-CH=CH(CH2)7COOH+ HI→

гидроперекись олеиновой кислоты
CH3(CH2)6CHOH-CH=CH(CH2)7COOH+I2+H2O

Выделившийся йод оттитровывают тиосульфатом натрия в присутствии крахмала.

I2+2Na2S2O3→2NaI+Na2S4O6
                                                        3.3.3.1 Методика выполнения работы
В коническую колбу с притертой пробкой вносят навеску жира 0,8 г, взятую с точностью до 0,0001 г. Жир расплавляют на водяной бане и по стенке колбы, смывая следы жира. Вливают из мерного цилиндра 10 мл хлороформа для растворения жира, 10 мл ледяной уксусной кислоты, 0,5 мл насыщенного свежеприготовленного раствора KI. Закрывают пробкой колбу, перемешивают содержимое и ставят в темное место на 5 минуты. Затем вливают 100 мл дистиллированной воды, в которую заранее добавляют 1 мл 1%-ного раствора крахмала. Титруют полученную смесь 0,01н. раствором тиосульфата натрия до исчезновения синей окраски. Для проверки чистоты KI  проводят контрольное определение (без жира) и, в случае выделения йода,  последний титруют тиосульфатом натрия. Реактив пригоден, если на титровангие идет не более 0,07 мл 0,01н. раствора тиосульфата.
3.3.3.2 Оформление результатов
Полученные результаты записать в таблицу .
Таблица 10. 
	Образец
	Навеска, мг
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Перекисное число жира определяют  по формуле:

ПЧ = 
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- объемы раствора тиосульфата натрия, пошедшие на титрование, соответственно опыта и контроля, мл;
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- коэффициент поправки к раствору 0,01н. раствора тиосульфата натрия, равный 1;
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- навеска жира, г;

0,00127 – количество граммов йода, эквивалентное 1 мл 0,01н. раствора тиосульфата натрия. 


Степень окислительной порчи в зависимости от перекисного числа определяют согласно ГОСТ 8285-91.

2.4 Контрольные вопросы

1. Какие соединения относятся к витамину С?

2. Какое влияние оказывает технологическая обработка сырья на сохранность витаминов в готовом продукте?

3. Приведите схему окисления аскорбиновой кислоты в присутствии кислорода воздуха

4. Какие факторы активируют процесс окисления аскорбиновой кислоты?

5. Назовите заболевания человека, возникающие при недостатке ил отсутствии в пище тех или иных витаминов

6. Как проводится витаминизация продуктов на предприятиях пищевой промышленности?

Литература

[1, с.241, 266, 316]; [2, с.235-250]; [4, с.128-182].

Лабораторная работа №4. Влияние температуры и рН среды на активность α-амилазы 

4.1 Цель работы: изучение некоторых свойств фермента α-амилазы.

4.2 Общие сведения

Ферменты – биологические катализаторы белковой природы. Они значительно повышают скорость химических реакций, которые в отсутствие ферментов протекают очень медленно.

Фермент α-амилаза был открыт Кирхгофом в 1814 году. Он относится к классу  гидролаз, подклассу гликозидаз. Этот фермент содержится в организме животных и человека (в слюне, соке поджелудочной железы), продуцируется плесневыми грибами и многими видами бактерий, содержится в солоде (проросшем зерне) пшеницы, ячменя, ржи, проса.

α-амилаза катализирует гидролиз в молекуле крахмала, гликогена и родственных полисахаридов глубинных α-1-4-гликозидных связей без определенного порядка. При этом в качестве продуктов гидролиза образуются декстрины и небольшое количество мальтозы, в связи с этим α-амилазу называют ферментом декстринирующего действия. 

Ферментативные превращения крахмала лежат в основе многих пищевых технологий, в том числе в основе хлебопечения. Скорость гидролиза  под действием ά-амилазы зависит от состояния крахмала (нативный или клейстеризованный крахмал), от фракционного состава крахмальных гранул ( отношение мелких и крупных зерен, содержание поврежденных зерен), а также от от эффективности фермента. Характерная особенность всех ά-амилаз – наличие одного атома Са на молекулу фермента. Роль кальция заключается в том, что  он стабилизирует вторичную и третичную структуру молекулы ά-амилазы, обеспечивая ее каталитическую активность и предохраняя ее от действия протеолитических ферментов и тепловой денатурации.

Большое практическое значение  имеет влияние температуры и рН среды на стабильность амилаз. Быстрое разрушение зерновой ά-амилазы при рН 3,3-4,0 дает возможность выпекать ржаной хлеб из муки, которая содержит избыток ά-амилаз, при низких значениях рН, чтобы предотвратить излишнее декстринирование крахмала и образование клейких веществ в мякише хлеба.

Приборы и реактивы: конические колбы на 100 мл; водяная баня, термометр; фильтр; пипетка Мора на 20 мл; пробирки; солод; ферментный препарат α-амилазы; 2 % раствор крахмала; 1 м раствор уксусной кислоты; 1 м раствор уксуснокислого натрия; 1/15 м раствор Na2HPO4; 1/15 м раствор КН2РО4; 0,1 м раствор йода.

4.3 Практическая часть

Метод определения активности α-амилазы основан на качественной реакции продуктов гидролиза – декстринов – с раствором йода. 

В результате гидролиза интенсивная синяя окраска крахмала с йодом переходит в винно-красную. 

4.3.1 Приготовление препаратов α-амилазы

Для приготовления солодовой вытяжки к 4 г тонко измельченного солода прибавить 100 мл дистиллированной воды и экстрагировать в течение 1 часа при 30оС. Затем суспензию отфильтровать через складчатый фильтр, возвращая обратно на фильтр первые порции мутного фильтрата. Прозрачный фильтрат используют как источник ферментов. 

При использовании ферментного препарата взять навеску 100 мг и растворить в 100 мл дистиллированной воды. 

4.3.2 Методика выполнения работы

В колбу на 100 мл внести пипеткой 20 мл раствора  крахмала и 8 мл буферных растворов для создания определенного значения рН.  Количество вносимых буферов приведено в таблице 11.
Таблица 11. Количество вносимых буферов

	Растворы
	Объем вносимых буферов, мл при рН

	
	4,0
	5,0
	6,0
	7,0
	8,0

	СН3СООН 1 М

СН3СООNa 1 М

Na2НРО4 1/15 М

КН2РРО4 1/15 М
	6,9

1,1

-

-
	2,7

5,3

-

-
	0,4

7,6

-

-
	-

-

4,8

3,2
	-

-

7,6

0,4


Смесь крахмала с буфером поместить на водяную баню и нагревать при температуре 30о, 40о, 50о в течение 5 – 8 минут. Затем в колбу (не вынимая из бани) добавить 2 мл солодовой вытяжки или раствора фермента. Перемешать. Записать время внесения фермента (начало гидролиза). 

Через 10, 20, 30, 45 минут отобрать по 1 мл гидролизной смеси, внести ее в пробирку с 5 мл йодного раствора, встряхнуть. Когда проба гидролизата дает винно-красную окраску с йодным раствором, гидролиз закончен. 

Декстринирующую активность (А, ед/г) определяют по формуле:

А  = 
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0,4 – навеска крахмала в 20 мл раствора;

60 – перевод минут в часы; 
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 - объем раствора фермента или экстракта, взятый для гидролиза , мл;
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 - время декстринизации, мин;
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- содержание фермента или солода в 1 мл раствора или экстракта, г.

Пример расчета. В качестве источника фермента α-амилазы был использован солод. Для экстракции была взята навеска 4 г и добавлено 100 мл дистиллированной воды, что соответствует содержанию солода в 1 мл экстракта 0,04 г. Объем экстракта для гидролиза крахмала составил 2 мл. время окончания гидролиза – 20 мин. Следовательно декстринирующая активность солода равна:              
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4.3.3 Оформление результатов опыта

Полученные результаты записывают в таблицу 12.

Таблица 12.

	Температура гидролиза, оС
	Время декстринизации, мин
	Содержание солода или фермента в 1 мл раствора, г
	Декстринирующая активность солода, ед/г

	30
	
	
	

	40
	
	
	

	50
	
	
	


4.4 Контрольные вопросы

5. Что является субстратом для α-амилазы и какие связи она гидролизует?

6. Какие продуктом образуются при действии α-амилазы; как это объяснить? Напишите уравнение гидролиза субстрата α-амилаз.

7. Что такое декстрины?

8. Какое значение имеет α-амилаза в технологии хлебопечения, пивоварения, спиртовом производстве?

9. Расскажите о применении α-амилазы в хлебопекарной промышленности.

Литература

[1, с.174-213]; [2]

Лабораторная работа №5. Влияние продуктов жизнедеятельности дрожжей на клейковину и растворимость белков муки

5.1 Цель работы: исследование влияния продуктов жизнедеятельности дрожжей на белки пшеничной муки.
5.2 Общие сведения

Многие пищевые технологии основаны на исследовании спиртового брожения. Суммарное уравнение спиртового брожения имеет следующий вид:

С6Н12О6    →    2 СО2 + 2 СН3СН2ОН 

Однако это уравнение не отражает всего многообразия продуктов, образующихся в бродящей системе и оказывающих сильное воздействие на сырье в ходе технологического процесса. 

Реальные представления о многообразии продуктов, образующихся в бродящей системе, можно получить при исследовании дрожжевой воды на разных этапах брожения. Дрожжевой водой является инкубационная смесь, полностью освобожденная от дрожжевых клеток и содержащая лишь продукты жизнедеятельности дрожжей и компоненты питательной среды.

5.3 Практическая часть

В процессе брожения происходит выделение дрожжами глютатиона. Дрожжи являются основным источником глютатиона в тесте. Глютатион – это серосодержащий трипептид, построенный из остатков трех аминокислот (глютаминовой кислоты, цистина и глицина).   

 Целый ряд протеолитических ферментов растительного происхождения активируется сульфгидрильными соединениями, содержащими НS-группу. Особенно важным активатором таких протеоз является глютатион. 

Однако, воздействие на белки и ферменты муки в процессе тестоведения оказывает не весь глютатион, содержащийся в дрожжах (до 1% на сухой вес), а только его часть, которая при брожении выделится из дрожжевых клеток в окружающую среду.

Живые неповрежденные клетки дрожжей при суспендировании в воде практически не выделяют глютатиона. Активно бродящие дрожжевые клетки (при суспендировании дрожжей в растворе сахара) выделяют в окружающую среду значительные количества глютатиона.

Приборы и реактивы: колбы на 200 мл; термостат; ИДК; центрифуга; магнитная мешалка; химический стакан на 100 мл; колба Кьельдаля; дрожжи прессованные; сахароза; реактив А (2% раствор углекислого натрия в 0,1 н растворе гидроксида натрия); реактив В (0,5% раствор сульфата меди в 1% растворе виннокислого натрия), реактив Фолина; реактив С (50 мл А + 1 мл В); серная кислота (конц.); 30% перекись водорода; реактив Несслера; 25% раствор сегнетовой соли; образцовый раствор хлорида аммония.

5.3.1 Методика выполнения работы

Исследование проводится в двух вариантах:

· «Голодающие» дрожжи – контрольный вариант;

· «Бродящие» дрожжи – опытный вариант.

В контрольном варианте: 15 г свежих прессованных дрожжей суспендировать в колбе в 200 мл воды при 300С. В опытном варианте: 15 г свежих прессованных дрожжей суспендировать в колбе в 200 мл воды с добавлением 15 г сахарозы при той же температуре.

Обе колбы поместить в термостат при 300С. Дрожжевую воду инкубировать в течение 3 часов. Затем провести исследование по ее воздействию на белковый комплекс муки. Для изучения влияния дрожжевой воды на клейковину замесить муку для отмывания клейковины на простой водопроводной воде, дрожжевой воде «голодающих» дрожжей и дрожжевой воде «бродящих» дрожжей (25 г муки + 14 мл воды).

Упругость клейковины оценить на приборе ИДК. По величине условных единиц прибора клейковину относят к одной из трех групп по качеству (таблица 13).

Таблица 13.

	Показания прибора, усл. ед.
	Группа

качества
	Характеристика 

клейковины

	От 0 до 15
	I I I
	Неудовлетворительная, крепкая

	От 20 до 40
	I I
	Удовлетворительная, крепкая

	От 45 до 75
	I
	Хорошая 

	От 80 до 100
	I I
	Удовлетворительная, слабая

	От 105 до 200
	I I I
	Неудовлетворительная, слабая 


Затем провести изучение влияния  дрожжевой воды на растворимость белков муки. 10 г муки суспендировать в 50 мл воды и дрожжевой суспензии (контрольный и опытный варианты) при интенсивном перемешивании  в течение 3 минут. Суспензию отцентрифугировать и определить в центрифугате белок по методу Лоури. 0,4 мл испытуемого центрифугата и 2 мл реактива С перемешать и оставить при комнатной температуре на 10 минут. Затем добавить 0,2 мл реактива Фолина, очень быстро (в течение 1-2 мин.) перемешать и оставить на 15 минут при комнатной температуре для развития окраски. Интенсивность окраски измерить на фотоэлектрокалориметре, используя красный светофильтр (λ=760 нм). Содержание белка определить по калибровочной кривой.

Построение калибровочной кривой

Для построения калибровочной кривой используют чистые препараты белка, например, кристаллические препараты гемоглобина, бычьего сывороточного альбумина и другие. 

Для приготовления исходного раствора белка отвесить 0,1 г стандартного белка и растворить в 100 мл дистиллированной воды. Раствор отфильтровать. 

Точную концентрацию приготовленного раствора устанавливают по методу Кьельдаля. Для этого берут на сжигание в колбы Кьельдаля 3 пробы исходного раствора белка по 5 мл. приливают в колбу 7 мл концентрированной Н2SО4 d=1,84. Равномерное озоление пробы начинается уже при комнатной температуре,  залитые навески оставляют на ночь. На следующий день колбы ставят на электроплитку и проводят постепенное сжигание в начале при слабом нагреве, затем при сильном, осторожно взбалтывая. Сжигание проводят в присутствии катализатора (2-3 мл перекиси водорода), до полного обесцвечивания раствора.

Содержимое колбы Кьельдаля количественно переносят горячей дистиллированной водой  в мерную колбу на 500 мл, охлаждают, перемешивают и доводят раствор в колбе до метки.

Содержание в растворе аммония устанавливают по калибровочной кривой образцовых растворов. Для ее построения одновременно с испытуемым раствором готовят образцовые растворы. В мерные колбы на 100 мл помещают 0,2 ; 0,5; 1; 2; 4 мл рабочего образцового раствора NH4Cl, затем 4 мл раствора сегнетовой соли, добавляют воды до половины объема, 4 мл реактива Несслера и доводят объем дистиллированной водой до метки.

Образцовый раствор NH4Cl готовят растворением 0,7405 г химически чистого перекристаллизованного аммония хлористого в дистиллированной безаммиачной воде и доводят объем до 1 л, 20 мл этого раствора переносят в мерную колбу на 1 л, доводят объем до метки; 1 мл этого раствора содержит 0,005 мг NH4+, его используют для приготовления образцовых растворов.

Просмотр окраски производят через 10 минут после прибавления реактива Несслера на приборе фотоколориметре: КФК-3 при длине волны λ=400 нм.

Содержание аммонийного азота рассчитывают по формуле:
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 - количество азота по графику, мг;
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 - общий объем раствора, мл (500);

Н – навеска, г;

С – объем раствора, взятый для окрашивания, мл (10).

При пересчете содержания азота на белок используют универсальный белковый коэффициент – 6,25.

Из исходного раствора методом разведения приготовить растворы с меньшим содержанием белка по приведенной схеме. Для этого условно принимают концентрацию исходного раствора белка за 100 единиц. 

1. Исходный раствор – 100 ед. белка

2. 8 мл р-ра  1  + 2 мл Н2О – 80 ед. белка

3. 7 мл р-ра  1  + 3 мл Н2О – 70 ед. белка

4. 6 мл р-ра  1  + 4 мл Н2О – 60 ед. белка

5. 5 мл р-ра  1  + 5 мл Н2О – 50 ед. белка

6. 5 мл р-ра  2  + 5 мл Н2О – 40 ед. белка

7. 5 мл р-ра  3  + 5 мл Н2О – 35 ед. белка

8. 5 мл р-ра  4  + 5 мл Н2О – 30 ед. белка

9. 5 мл р-ра  5  + 5 мл Н2О – 25 ед. белка

10. 5 мл р-ра  6  + 5 мл Н2О – 20 ед. белка

11. 5 мл р-ра  8  + 5 мл Н2О – 15 ед. белка

12. 5 мл р-ра 10 + 5 мл Н2О – 10 ед. белка

13. 5 мл р-ра 11 + 6 мл Н2О – 5 ед. белка

Во всех приготовленных растворах провести определение белка по методу Лоури.

В качестве контроля использовать пробу, в которой вместо раствора белка была взята дистиллированная вода.

Результаты занести в таблицу 14.

Таблица 14.

	Номер пробирки
	Белок, усл. ед.
	Белок, мг/л
	Оптическая плотность (А)
	Примечание

	
	
	
	
	


По полученным данным на миллиметровой бумаге построить калибровочную кривую в координатах «оптическая плотность – концентрация белка».

Калибровочная кривая используется для определения белка при выполнении работы.

9.3.2 Оформление результатов

Полученные результаты записать в таблицу 15.

Таблица 15. 

	Образец 
	Оптическая плотность
	Белок, мг/л
	Примечание 

	
	
	
	


5.4 Контрольные вопросы
1. Какие белки называют запасными белками семян растений?

2. Назовите характерные особенности белков пшеницы глиадина и глютенина.

3. Какова роль клейковины в определении хлебопекарных достоинств пшеницы?

4. Назовите аминокислотный состав белков клейковины.

5. Назовите характерные особенности и показатели качества клейковины.

6. Что такое глютатион?

7. Перечислите функции глютатиона в обмене веществ.

Литература
[1, c.112-124]

Лабораторная работа №6. Изучение перевариваемости белков хлеба методом Ансона
6.1 Цель работы:  изучения процесса перевариваемости белков хлеба под действием протеолитических ферментов. 

6.2 Общие сведения

 По данным ФАО, норма потребления белка составляет 12-15% общей калорийности суточного рациона человека, или 90-100 г, в том числе 60-70% белка животного происхождения.

Однако 95% населения земного шара испытывают белковый дефицит, особенно в животных белках. Отличающихся полным набором и сбалансированностью аминокислотного состава.

Ввиду многообразия природных белков для источников питания приняты оценочные критерии, в частности питательная ценность, или качество белка. Питательная ценность белков определяется двумя факторами: аминокислотным составом и степенью усвояемости животным организмом, которая в свою очередь, складывается из преваримости белка ферментами пищеварительного тракта и доли всасывания в тонком отделе кишечника. 
Для определения питательной ценности белков в лабораторных опытах часто ограничиваются оценкой переваримости in vitro системой основных пищеварительных ферментов (пепсин+трипсин) в условиях, приближенных к биологическим в желудочно-кишечном тракте животных организмов.
6.3 Практическая часть

Приборы и реактивы: глициновый буфер рН 2,2 (для приготовления взять 25 мл 0,2М раствора глицина (15,0 г глицина растворить в 1000 мл воды) в колбу на 100 мл и прилить 22,0 мл 0,2М раствора соляной кислоты, довести до метки дистиллированной водой); 0,02%-ный раствор пепсина; 10%-ный раствор трихлоруксусной кислоты; термостат; центрифуга; фотоэлектрокалориметр; химические стаканы; мерные пипетки на 2мл и на 10 мл.
6.3.1 Методика выполнения работы


В качестве субстрата используется 20%-ная хлебная суспензия в глициновом буфере (рН 2,2). К 10 мл полученного субстрата, приготовленного из мякиша хлеба и выдержанного в термостате при температуре 37ºС в течение 20 минут, добавить 10 мл 0,02%-ного раствора пепсина. Гидролиз провести при температуре 37ºС в течение 90 минут в термостате. При  этом через каждые 30 минут из реакционной пробы, не прерывая опыта, отбирать по 2 мл исследуемой суспензии в стакан. Затем в сосуд вносят такой же объем глицинового буфера. К отобранной для анализа суспензии добавить 3 мл 10%-ного раствора трихлоруксусной кислоты для ингибирования протеолиза и поставить стаканы с суспензией в термостат. Через 90 минут осадок отделить центрифугированием в течение 5 минут при 3000 об/мин. В надосадочной жидкости провести определение оптической плотности растворов, содержащих продукты гидролиза белка с помощью фотоэлектрокалориметра в кювете с шириной грани 1 см при длине волны 300 нм.  Значение переваримости можно получить взвешиванием остатков переваривания.

6.3.2 Оформление результатов опыта

Полученные результаты выбора светофильтра записать в таблицу 15.

Таблица 15.

	Количество пепсина, мл
	Оптическая плотность

	10
	

	15
	

	20
	

	25
	


Построить графики динамики гидролиза белков хлебного мякиша под действием пепсина.

6.4 Контрольные вопросы

1. Какие методы используют для определения питательной ценности белков?

2. Чем определяется питательная ценность белков?

3. Напишите схему гидролиза белков в желудочно-кишечном тракте человека. Какие ферменты катализируют этот процесс?

4. Назовите функции белков в живых организмах.

5. Чем определяется биологическая ценность белков?

6. Как рассчитывается и что показывает аминокислотный скор белка.

Литература
[5, c.192-204; 368-371].
Лабораторная работа № 7.Определение содержания витаминов в растительном сырье при его обработке.

7.1 Цель работы: изучение методов определения витаминов в растительном сырье и вычисление процента потерь при его переработке.

7.2 Общие сведения

Витамины – это низкомолекулярные соединения различной химической природы, биорегуляторы процессов, протекающих в живом организме. Для нормальной жизнедеятельности организма человека витамины необходимы в небольших количествах. Так как организм не может удовлетворить свои потребности в витаминах за счет биосинтеза, они должны поступать с пищей. Отсутствие или недостаток витаминов в организме вызывает болезни недостаточности: гиповитаминозы и авитаминозы, в то же время прием витаминов в избыточных количествах может привести к развитию гипервитаминозов.

Свое название витамины получили от латинского слова vita–жизнь.

В настоящее время известно более тридцати соединений, которые относятся к витаминам.

В качестве единицы измерения пользуются миллиграммами (1 мг = 10-3 г), микрограммами (1 мкг = 0,001 мг = 10-6 г) на 1 г продукта или мг% (миллиграммов витаминов на 100 г продукта) и мкг% (микрограммы витаминов на 100 г продукта).

Потребность человека в витаминах зависит от его возраста, состояния здоровья, условий жизни, характера деятельности, содержания в пище основных компонентов питания.

7.3 Практическая часть

7.3.1 Опыт 1. Фотоколориметрическое определение ниацина (витамина РР)
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 Ниацин является коферментом большой группы ферментов дегидрогеназ. При недостатке витамина РР в организме наблюдается вялость, быстрая утомляемость, бессонница, сердцебиение и пониженная сопротивляемость к инфекционным болезням. К ниацину относятся 2 химических соединения:

Источники витамина РР – мясные продукты и рыба. В злаковых и продуктах их переработки витамин РР находится в связанной форме. 

Сущность метода.  Метод основан на освобождении связанных форм ниацина путем гидролиза, очистка гидролизата от мешающих определению веществ, количественном производного глутаконового альдегида и колориметрическом определении его массовой доли при 400-425 нм в сравнении со стандартным раствором.

Приборы и реактивы: колориметр фотоэлектрический; весы лабораторные; электроплитка; баня водяная; автоклав; центрифуга; эксикатор; фарфоровая ступка с пестиком; мерная колба на 50 см3; мерный цилиндр на 100 см3; коническая колба на 250 см3; кислота никотиновая; 0,05 моль/дм3, 1,0 моль/дм3, 2,5 моль/дм3 растворы серной кислоты; 0,5 моль/дм3 раствор соляной кислоты; 4,0 моль/дм3, 10 моль/дм3 растворы гидроксида натрия; бром; 100 г/дм3 и 10 г/дм3 растворы роданистого калия (или роданистого аммония); карбонат кальция; окись кальция; метол, перекристаллизованный 80 г/дм3 раствор в 0,5 моль/дм3 растворе соляной кислоты; спирт этиловый; 800 г/дм3 раствор сульфата цинка; толуол; 1 % раствор фенолфталеина; активированный уголь; фильтры.

7.3.1.1 Методика выполнения работы

В зависимости от свойств исследуемого продукта для освобождения связанных форм ниацина используют различные виды гидролиза.

При определении ниацина в мясе, рыбе, яйцах применяют гидролиз с 1 моль/дм3 раствором серной кислоты.

При анализе хлебобулочных, крупяных и макаронных изделий, молока, творога, плодов и овощей проводят щелочной гидролиз с Са(ОН)2, который образует с сахарами и крахмалом соединения, малорастворимые в охлажденных растворах. В результате гидролизат содержит меньше соединений, мешающих определению.

В фарфоровую ступку взять навеску пробы (зерна, муки, хлеба, сырое и вареное яйцо) 10 г. 

При кислотном гидролизе навески добавить небольшое количество 1,0 моль/дм3 раствора серной кислоты и тщательно растереть в ступке. Затем количественно перенести в мерную колбу на 50 см3 с помощью 1,0 моль /дм3 раствора серной кислоты. Весь объем используемого раствора серной кислоты должен составлять 40 см3. Колбу поместить на 90 минут в кипящую водяную баню, периодически перемешивая содержимое. По окончании гидролиза охладить колбу до комнатной температуры, довести объем гидролизата дистиллированной водой до метки, перемешать, отфильтровать (первые 3-5 см3 фильтрата отбросить). 25 мл фильтрата поместить в мерный цилиндр емкостью 100 см3, добавить 1- 2 капли 10 моль/дм3 фенолфталеина, нейтрализовать раствором гидроокиси натрия до слабо-розового окрашивания и охладить. Объем гидролизата довести водой до 50 см3, перемешать и отфильтровать.

При щелочном гидролизе к навеске добавить 10 см3 водной суспензии гидроокиси кальция, тщательно растереть в ступке и количественно перенести в коническую колбу на 250 см3 с помощью 40 см3 дистиллированной воды. Содержимое перемешать и колбу поместить в кипящую водяную баню на 90 минут. По окончании гидролиза колбу охладить до комнатной температуры, содержимое перенести в мерный цилиндр на 100 см3 и объем довести до 75 см3 дистиллированной водой, перемешать и поместить на ночь в холодильник. Охлажденный гидролизат отфильтровать. 25 см3 фильтрата внести в мерный цилиндр на 100 см3, добавить 1-2 капли фенолфталеина и по каплям 2,5 моль/дм3 раствором серной кислоты довести до обесцвечивания.

В цилиндр с нейтрализованным фильтратом внести 2 см3 раствора сульфата цинка и добавить по каплям 4 моль/дм3 раствор гидроокиси натрия. Содержимое цилиндра перемешать стеклянной палочкой, розовое окрашивание удалить несколькими каплями 2,5 моль/дм3 раствора серной кислоты. Оставить  стоять на 10 минут, затем добавить 1-2 капли этилового спирта (для удаления пены) и довести объем дистиллированной водой до 50 см3, перемешать и отфильтровать через складчатый фильтр. 

Цветную реакцию проводят в пробирках с притертыми пробками. 

В одну пробирку внести 5 см3 дистиллированной воды (контроль) 

в две пробирки внести по 5 см3 рабочего стандартного раствора ниацина;

в четыре пробирки внести по 5 см3 очищенного гидролизата испытуемого образца.

Все пробирки на 5 минут поместить на водяную баню при 500С, после чего в две пробирки с гидролизатом добавить 2 см3 дистиллированной воды (контроль к испытуемому раствору), а в остальные пробирки по 2 см3 роданбромидного раствора из бюретки в вытяжном шкафу. Содержимое перемешать встряхиванием. Затем все пробирки поставить на 10 минут в темное место, добавить по 3 см3 раствора метола, перемешать и оставить на 1 час в темном месте. 

Оптическую плотность раствора измерить по отношению к воде на фотоэлектроколориметре со светофильтром, дающим длину волны 400-425 нм. Если растворы мутные, перед фотокалориметрированием их фильтруют в кювету через бумажный фильтр. 

7.3.1.2 Оформление результатов

Полученные результаты записать в таблицу 16.

Таблица 16.

	Проба
	Масса пробы
	Оптическая плотность

	
	
	Испытуемого раствора
	Контроля к испытуемому раствору
	Раствора контроля на реактивы

	
	
	
	
	


Массовую концентрацию ниацина (х) в мг на 100 г продукта вычисляют по формуле: 
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где 
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- оптическая плотность испытуемого раствора (среднее из двух параллельных определений) ед. прибора; 
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A

- оптическая плотность раствора контроля к испытуемому раствору (среднее из двух параллельных определений), ед. прибора;
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- масса ниацина в 5 мл рабочего стандартного раствора, мкг;
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- общий объем гидролизата, мл;
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V

- объем после очистки гидролизата сульфатом цинка, мл;
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- оптическая плотность стандартного раствора (среднее из двух параллельных определений), ед. прибора;
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В

- оптическая плотность раствора контроля на реактивы, ед. прибора;
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М

- масса пробы, взятой для анализа, г;
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V

- объем гидролизата, взятый на очистку, мл;
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V

- объем очищенного гидролизата, взятый для проведения цветной реакции, мл;

10 – коэффициент пересчета из мкг/г в мг/100 г продукта

7.3.2 Опыт 2. Фотоколориметрический метод определения аскорбиновой кислоты

Метод основан на экстракции аскорбиновой кислоты из продукта раствором кислоты, восстановлении 2,6–дихлорфенолиндофенолятом  натрия аскорбиновой кислоты с последующей экстракцией органическим растворителем (ксилолом или бутилацетатом) избытка 2,6-дихлорфенолиндофенолята натрия и фотометрирование этого экстракта при  λ=490 нм.

Приборы и реактивы: колориметр фотоэлектрический; весы лабораторные; 2 % раствор соляной или щавелевой кислоты; раствор аскорбиновой кислоты концентрации 1,0 г/дм3 и 0,1 г/дм3; насыщенный раствор гидрохинона в ацетоне.
Приготовление раствора 2,6-дихлорфенолиндофенолята натрия

0,08 г 2,6-дихлорфенолиндофенолята натрия растворяют в 150 см3 горячей прокипяченной в течение 30 минут и содержащей 0,04 г NaCO3 воде, охлаждают до комнатной температуры и доводят объем до 200 см3 той же охлажденной водой, перемешивают и фильтруют в темную склянку. Титр хранят в холодильнике не более 10 дней.
Приготовление полунасыщенного раствора гидрохинона

Сначала готовят насыщенный раствор гидрохинона в ацетоне. Для этого 1 г гидрохинона растворяют в 10 см3 ацетона и фильтруют. Полунасыщенный раствор гидрохинона готовят смешением одного объема насыщенного раствора с таким же объемом ацетона.
Приготовление раствора ацетатного буфера с рН 4,0

Растворяют 300 г безводного уксуснокислого натрия в 700 см3 дистиллированной воды, добавляют 1000 см3 ледяной уксусной кислоты, перемешивают и с помощью рН-метра устанавливают рН 4,0, при необходимости добавляют кислоту.

7.3.2.1 Методика выполнения работы

Навеску пробы массой 5-50 г гомогенизировать с небольшим количеством экстрагирующего раствора соляной кислоты. перенести количественно в мерную колбу на 100 см3 и довести до метки раствором соляной кислоты. перемешать, выдержать 10 минут и отфильтровать.

Для определения взять 8 колб, провести анализ последовательно с первой до восьмой колбы (таблица 17).

Таблица 17. Последовательность добавления реагентов

	№ п/п
	Реагент
	№ колб

	
	
	1,2(аскорбиновая кислота)
	3,4(контроль)
	5,6 (стандарт)
	7,8 (редуктоны)

	1


	Исследуемый раствор
	5 см3 фильтрата


	-


	0,5 см3  стандартного раствора АК
	5 см3 фильтрата



	2


	2 % раствор НСl
	-


	5 см3

	4,5 см3

	-



	3


	Ацетатный буфер
	5 см3

	5 см3

	5 см3

	5 см3


	4


	Формалин
	-


	-


	-


	2,5 см3, инкубация 10 мин

	5


	Раствор фенолята
	1 см3

	1 см3

	1 см3

	1 см3



После добавления фенолята смесь энергично встряхнуть, добавить 10 см3 ксилола или бутилацетата и снова встряхнуть. Приготовление пробы следует проводить быстро. Для разделения полученных слоев смеси растворов оставить на 20 минут в темном месте и отцентрифугировать. Затем измерить поглощение раствора ксилола или бутилацетата при λ=490 нм.

Если в продукте содержится растворимые в органическом растворителе красящие вещества, то их влияние определить следующим образом: после проведения измерений в кювету с экстрактом добавить 2 капли полунасыщенного раствора гидрохинона, перемешать палочкой, выдержать 30 секунд и снова измерить оптическую плотность. Полученное значение вычесть из начального значения оптической плотности органического экстракта.

7.3.2.2 Оформление результатов

Полученные результаты записать в таблицу 18.

Таблица 18
	№ колбы
	Оптическая плотность, D
	Общий объем экстракта, см3
	Объем экстракта, взятый для определения, см3
	Массовая доля АК, мг/100 г

	1
	2
	3
	4
	5


Массовую долю аскорбиновой кислоты в мг/100г продукта вычислить по формулам:

а) без учета редуцирующих примесей:
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б) с учетом редуцирующих примесей:
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где к – количество АК в 0,5  см3 стандартного раствора, взятого для определения (0,05), мг;

D – средняя величина поглощения органического экстракта в колбах 3, 4 (контроль на реактивы);

D1 – в колбах 1, 2 (АК);

D2 – в колбах 5, 6 (стандарт);

D3 – в колбах 7, 8 (редуктоны);

у2 – общий объем экстракта, см3;

у3 – объем экстракта, взятый для определения (5см3), см3;

m – масса навески продукта, г.

7.4 Контрольные вопросы

7. Приведите классификацию витаминов

8. В чем заключается биологическая активность витаминов?

9. Какие соединения относятся к витамину С?

10. Какое влияние оказывает технологическая обработка сырья на сохранность витаминов в готовом продукте?

11. Приведите схему окисления аскорбиновой кислоты в присутствии кислорода воздуха

12. Какие факторы активируют процесс окисления аскорбиновой кислоты?

13. Назовите заболевания человека, возникающие при недостатке ил отсутствии в пище тех или иных витаминов

14. Как проводится витаминизация продуктов на предприятиях пищевой промышленности?
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