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[bookmark: _Toc71027501]Введение
Цель лабораторного практикума – способствовать приобретению студентами основных навыков по технике химического эксперимента и исследовательской работе, стремлению студентов к самостоятельной деятельности, умению проводить наблюдения и делать логические выводы по результатам анализа, что будет необходимо в их практической деятельности. Лабораторный практикум позволит сформировать у студентов понимание логической завершенности теоретического и практического циклов всего курса изучения пищевой химии.



[bookmark: _Toc71027502]Общие требования к выполнению лабораторных работ и ведению лабораторного журнала
1. Перед началом выполнения работ в лаборатории студент должен изучить правила охраны труда, техники безопасности и противопожарной профилактики и в процессе работы безоговорочно их выполнять. 
2. На занятии преподаватель дает студентам задание на выполнение лабораторных работ. 
3. При проведении занятий группа обучаемых разбивается на отдельные подгруппы. 
4. Для получения допуска к выполнению лабораторной работы необходимо изучить ее содержание. Следует ознакомиться с относящимся к работе оборудованием, изучить материал, изложенный в методических указаниях, и получить разрешение преподавателя.
5. Студент должен знать не только последовательность проведения работы, но и ее практический смысл. 
6. В лабораторных работах студенты должны использовать методы и приемы, соответствующие требованиям стандартов или нормам лабораторной практики. Следует помнить, что даже самые незначительные изменения в методике могут привести к резким искажениям конечных результатов определения. 
7. Студент обязан сам, исходя из описания работы, определить, какие приборы и материалы ему нужны. 
8. При выполнении опытов рабочее место нужно содержать в порядке и чистоте. По окончании работы необходимо убрать рабочее место, сдать лаборанту в чистоте и сохранности приборы и посуду. 
9. Основным отчетным документом студента является лабораторный журнал, в который записываются все результаты работы студента в лаборатории. При выполнении отчета необходимо указать название и цель работы, изложить теоретические основы методов, применяемых в работе, представить таблицы полученных результатов, построить необходимые графики, провести все необходимые расчеты и сделать письменные выводы. 
10. Для анализа полученных экспериментальных данных следует проводить математическую обработку их общепринятыми методами. 

Лабораторная работа № 1
[bookmark: _Toc71027503]Определение кислотности  молока и кисломолочных продуктов титриметрическим методом
Молоко и продукты, вырабатываемые из него, благодаря высокой питательной ценности, вкусовым достоинствам и хорошей усвояемости являются одним из важнейших источников питания. Они входят в рецептуры различных хлебобулочных и кондитерских изделий и широко используются при производстве пищевых концентратов, продуктов детского и  диетического питания. 
Молоко содержит 87,5 % воды. Из 12,5 % сухих веществ в среднем 3,5 % приходится на жир, 3,2 % - на белки, 0,04 % - на небелковые азотистые соединения,4,7 % - на лактозу, 0,7 % - на минеральные вещества. Кроме перечисленных основных компонентов, в молоке содержатся витамины, ферменты, пигменты.
Кислотность - показатель свежести молока, один из основных критериев оценки его качества. Основными компонентами молока, обусловливающими кислотность, являются кислые фосфорнокислые соли кальция, натрия, калия, лимоннокислые соли, углекислота, белки. При хранении молока кислотность его повышается за счет накопления молочной кислоты, образующейся из лактозы в результате молочнокислого брожения. При этом устойчивость коллоидной системы молока снижается.  
В молоке определяют титруемую и активную кислотность. 
Активная кислотность определяется концентрацией свободных ионов водорода и выражается водородным показателем рН. Для свежего молока рН находится в пределах 6,4-6,7, т. е. молоко имеет слабокислую реакцию. От значения рН зависит коллоидное состояние белков молока, рост полезной и вредной микрофлоры, термоустойчивость молока, активность ферментов. Активная кислотность определяется потенциометрическим методом на рН-метре.
Титруемая кислотность молока является критерием оценки его свежести. Количество молочной кислоты резко увеличивается при хранении молока. Титруемая кислотность измеряется в градусах Тернера (оТ). Титруемая кислотность (градусы Тернера) показывает количество мл 0,1 н раствора щёлочи, пошедших на нейтрализацию 100 мл молока. 
Титруемая кислотность свежего молока составляет 16÷18°Т, несвежего - 23°Т и более. Молоко, разбавленное водой или с примесью соды, имеет кислотность меньше 16°Т. Кислотность молока, поступающего в продажу, не должна превышать 21°Т.
Определение кислотности проводят согласно ГОСТ Р 54669-2011 «Молоко и продукты переработки молока. Методы определения кислотности».

Таблица. Титруемая кислотность молочных продуктов
	Наименование продукта
	Титруемая кислотность, градусы Тернера

	Простокваша
	75-120

	Ацидофилин
	75-120

	Ряженка
	85-150

	Варенец
	75-120

	Йогурт
	85-150

	Мацони
	75-120

	Кефир
	70-120



Цель работы: титриметрическим методом определить кислотность трех различных молочных продуктов. 

Оборудование и материалы:
1. Молоко
2. Пипетка на 10 мл
3. Мерный цилиндр на 20 мл
4. 2-процентный раствор фенолфталеина
5. 0.1 н раствор едкого натра
6. Коническая колба для титрования
Проведение работы
 Титрометрический (стандартный) метод) определения кислотности основан на титровании молока 0,1н раствором щелочи с фенолфталеином. Результаты при определении кислотности зависят от температуры молока, количества индикатора, быстроты титрования. 
Порядок выполнения работы
Для титрования  при помощи пипетки отмеряют в коническую колбу 10 мл молока и добавляют к нему при помощи мерного цилиндра 20 мл прокипяченной и охлажденной воды. Затем к раствору добавляют 5-6 капель раствора фенолфталеина и после перемешивания взбалтыванием проводят титрование.
После титрования слабо-розовая окраска должна сохраняться в течение 2 мин. Если же окраска за это время исчезает, то надо добавить еще от 1 до 3 капель щелочи.
Для нахождения кислотности по Тернеру число миллилитров 0.1 н щелочи, израсходованного на титрование, умножают на 10, поскольку расчет ведется на 100 мл молока. Если щелочь не строго децинормальная, то полученный ответ умножают на поправку, учитывающую концентрацию щелочи.
Величина градусов кислотности (0Т), умноженная на 0,009 (1мл 0,1н щелочи эквивалентна 0,009 г молочной кислоты), показывает количество молочной кислоты в молоке.
Таблица №1
Предельная кислотность молока
	Сорт молока
	Предельная кислотность (0Т)

	I сорт
	18

	II сорт
	20

	Брак
	21



Оформление результатов работы
Записать методику определения кислотности молока и произвести соответствующие расчеты по результатам титрования. Результаты анализа занести в таблицу.
Анализировали молоко завода ________________ от (дата)
Таблица №2
Определение кислотности молока
	Кислотность молока, 0Т
	Проба №1
	Проба №2
	Проба №3
	Средняя проба

	1. титруемая (0Т)
	
	
	
	

	2. количество молочной кислоты (г)
	
	
	
	

	3. Заключение о качестве молока
	
	
	
	




Контрольные вопросы и задачи:

1. Чем обусловлена кислотность молока? В каких единицах она   выражается?
2. Что выражает 1° Т? 
3. Нормы кислотности для молока.
4. Почему организму человека обязательно нужна белковая пища?
5. Какие промышленные материалы являются белковыми веществами?
6. Рассчитайте, сколько энергии (кДж) выделяется при полном сгорании 16 г белка?
7. Какая реакция лежит в основе титриметрического метода определения кислотности молочных продуктов.
8. Определить количество молочной кислоты в пробах молока. На титрование 10 мл молока пошло 0,1н раствора щелочи: а) 1,9 мл; б) 2,3 мл; в) 1,7 мл; г) 2,1 мл; д) 6,8 мл.
9. Определить кислотность проб молока, если на титровании пошло 0,1 н раствор щелочи:
                                  на 5 мл молока: а) 0,9 мл и б) 1,2 мл;
                                  на 20 мл молока а) 4,2 мл и б) 5,0 мл

Лабораторная работа № 2
[bookmark: _Toc71027504]Определение титруемой кислотности муки по болтушке 
Кислотность – важный показатель качества пищевой продукции.
Кислотность муки и изделий из нее – важный показатель в хлебопекарном производстве, так как он позволяет судить о возрасте и свежести муки, и соответственно о качестве продуктов. Повышенная кислотность свидетельствует о длительном хранении муки в неблагоприятных условиях (высокая температура, влажность).
Кислотность муки обусловлена присутствием белков, имеющих кислую реакцию, наличием свободных жирных кислот и различных соединений фосфорной кислоты. Кроме того, в муке в небольшом количестве содержатся такие органические кислоты, как яблочная, уксусная, молочная и др.
При хранении муки кислотность ее повышается, что связано в первую очередь с гидролитическими процессами, происходящими с высокомолекулярными соединениями муки. Так, содержащиеся в муке жиры расщепляются под действием фермента липазы на свободные жирные кислоты и глицерин, под действием протеолитических ферментов идет гидролиз белков с образованием аминокислот, а при распаде фосфатидов образуются кислые фосфаты. Хранение муки при повышенной температуре и влажности приводит к ускорению этих процессов из-за роста активности ферментов муки. Кроме того, неблагоприятные условия хранения муки активизируют жизнедеятельность бактерий, за счет чего в муке возрастает количество органических кислот.
Мука, полученная из проросшего, морозобойного, самосогревавшегося зерна, имеет более высокую кислотность.
Таким образом, мука с высокой кислотностью либо хранилась длительное время, либо хранилась в неблагоприятных условиях, либо получена из зерна с пониженными хлебопекарными свойствами.
Титруемая кислотность характеризует общее количество свободных кислот и кислых солей. Она выражается в градусах. Под градусом кислотности понимают объем в кубических сантиметрах раствора точной молярной концентрации 1 моль/дм3 раствора гидроксида натрия или калия необходимый для нейтрализации кислот, содержащихся в 100 г муки или хлеба.
Для муки показатель кислотности не регламентируется соответствующими стандартами, поэтому пользуются ориентировочными данными. Кислотность муки зависит также от ее сорта. При одинаковой длительности и условиях хранения титруемая кислотность при снижении сортности муки повышается. Так, показатель титруемой кислотности по болтушке не должен превышать для пшеничной муки высшего сорта 3о, а для муки 1 и 2 сортов – 3,5-4,5о, для ржаной сеяной муки – 4о, дляобдирной – 5о, обойной – 5,5о.
Цель работы: Определение кислотности муки
Испытуемый материал: мука
Оборудование и реактивы: коническая колба, цилиндр, раствор фенолфталеина   массовой долей 1 %, раствор гидроксида натрия молярной концентрацией  0,1 моль/дм3

Проведение работы
Навеску муки массой 5 г переносят в сухую коническую пробирку
вместимостью 100-150 см3 и приливают цилиндром 50 см3 дистиллированной воды. Содержимое колбы перемешивают до исчезновения комочков муки и добавляют три капли 3 %-ного раствора фенолфталеина. Затем болтушку титруют раствором гидроксида натрия молярной концентрацией эквивалента 0,1 моль/дм3 до появления ясного розового окрашивания, не исчезающего при спокойном стоянии колбы в течение 20-30 с.
При исчезновении розового окрашивания по истечении указанного времени прибавляют еще 3-4 капли раствора фенолфталеина. Появление розового окрашивания свидетельствует об окончании титрования. В противном случае титрование продолжают.
Кислотность муки вычисляют по формуле:

                                      V х 100 х K
                           Х = ----------------- = 2 х V х К (3)
                                          m х 10

где Х – кислотность муки, град;
      V – объем затраченного на титрование раствора гидроксида натрия
             молярной концентрацией эквивалента 0,1 моль/дм3, см3;
     100 – коэффициент, приводящий к 100 г навески;
      К – поправочный коэффициент к раствору гидроксида натрия;
      m – масса навески муки , г;
     10 – коэффициент пересчета раствора гидроксида натрия молярной
концентрацией эквивалента 0,1 моль/дм3 на 1 моль/дм3.
Вычисление проводят с точностью до второго десятичного знака с последующим округлением до первого десятичного знака. За окончательный результат испытания принимают среднее арифметическое значение результатов двух параллельных определений, допускаемое расхождение между которыми, не должно превышать для муки 0,2 градуса кислотности.
Результаты трех титрований и среднее значение титруемой кислотности по каждому исследуемому образцу муки  заносят в таблицу.
Таблица 2. Титруемая кислотность муки.
	Исследуемый продукт
	V1 (NaOH), см3
	V2 (NaOH), см3
	V3 (NaOH), см3
	Vсреднее (NaOH), см3
	X, градусы Тернера

	Пшеничная мука высшего сорта
	
	
	
	
	

	Пшеничная мука первого сорта
	
	
	
	
	

	Ржаная мука
	
	
	
	
	

	Цельнозерновая мука
	
	
	
	
	

	Рисовая мука
	
	
	
	
	



Контрольные вопросы:
1. В каких единицах измерения выражается титруемая кислотность муки.
2. Позволяет ли показатель кислотности муки судить о ее качестве?
3. Какие факторы влияют на показатель кислотности муки?
Лабораторная работа  №3 
[bookmark: _Toc71027505]Определение кислотности хлебобулочных изделий 
Показатель кислотности хлеба характеризует качество хлеба с вкусовой и гигиенической стороны. По этому показателю можно судить и о правильности ведения технологического процесса приготовления хлеба, так как кислотность в основном обуславливается наличием в хлебе продуктов, получаемых в результате спиртового и молочнокислого брожения в тесте.
Кислотность является важнейшим показателем качества хлебобулочных изделий. Кислоты (молочная, уксусная, янтарная, муравьиная, винная, лимонная, аминокислоты) способствуют изменению электростатического взаимодействия молекул белка, их набуханию, пептизации, увеличению гидрофильности, уменьшению объема жидкой фазы в тесте и улучшению его физических свойств, а также существенно изменяют вкусовые качества изделий. Различают истинную (активную) и общую (титруемую) кислотность. Истинная кислотность – это концентрация ионов водорода. Общая кислотность характеризуется суммарным содержанием кислот и измеряется в градусах. 
Под градусом кислотности понимают объем в кубических сантиметрах раствора гидроксида натрия или калия с концентрацией 1 моль/дм3 , необходимого для нейтрализации кислот, содержащихся в 100 г мякиша изделия. В зависимости от сорта муки, используемой для приготовления хлеба, кислотность не должна превышать значений, представленных в таблице 1.
Таблица 1. Допустимые значения кислотности хлебобулочных изделий 
	Наименование группы хлеба
	Кислотность, град

	Хлеб из ржаной муки
	9,0-12,0

	Хлеб из муки обойной и смеси обойной и второго сорта
	4,5-8,0

	Хлеб из муки второго сорта и смеси второго и первого сорта
	3,5-4,0

	Хлеб из муки первого сорта
	3,0-4,0

	Хлеб из муки высшего сорта
	2,5-3,0



Кислотность хлеба обычно определяется согласно ГОСТ 5670-96 методом кислотно-основного титрования; отбор образцов – по ГОСТ 5667. 
По результатам титрования рассчитывают кислотность образца муки (К, град).
Опыт 1. Определение кислотности хлебобулочных изделий стандартным арбитражным методом
Испытуемый материал: хлебобулочные изделия 
Оборудование и реактивы: Коническая колба (стакан) раствор фенолфталеина массовой долей 3 % раствор гидроксида натрия молярной концентрацией эквивалента 0,1 моль/дм3

Ход работы. Отвешивают 25 г измельченного мякиша. Навеску помещают в сухую бутылку (типа молочной) вместимостью 500 см3 с хорошо пригнанной пробкой.
Мерную колбу вместимостью 250 см3 наполняют до метки водой комнатной температуры. Около ¼ взятой воды переливают в бутылку с хлебом, который после этого быстро растирают деревянной лопаткой или стеклянной палочкой с резиновым наконечником до получения однородной массы, без заметных комочков нерастертого хлеба.
К полученной смеси приливают из мерной колбы всю оставшуюся воду. Бутылку закрывают пробкой, смесь энергично встряхивают в течение2 мин и оставляют в покое при комнатной температуре на 10 мин. Затем смесь снова энергично встряхивают в течение 2 мин и оставляют в покое на 8 мин.
По истечении 8 мин отстоявшийся жидкий слой осторожно сливают через частое сито или марлю в сухой стакан. Из стакана отбирают пипеткой по 50 см3 в две конические колбы вместимостью по 100-150 см3 и титруют раствором гидроксида натрия с 2-3 каплями фенолфталеина до получения слабо-розового окрашивания, не исчезающего при спокойном состоянии колбы в течение 1 мин.
Кислотность хлеба вычисляют по формуле:

где К – кислотность хлебобулочного изделия, град;
      25 – масса навески испытуемого продукта, г;
      50 – объем испытуемого раствора, взятого для анализа, см3;
      4 – коэффициент, приводящий к 100 г навески;
     V – объем затраченного на титрование раствора гидроксида натрия концентрации 0,1 моль/дм3 , см3;
     N – поправочный коэффициент к раствору гидроксида натрия;
     250 – объем воды, взятый для извлечения кислот, см3;
     10 – коэффициент пересчета раствора гидроксида натрия концентрации 0,1 моль/дм3 на 1 моль/дм3.
Определение кислотности считают правильным, если результаты двух параллельных титрований для одного фильтрата полностью совпадают или отличаются для хлеба и хлебобулочных изделий не более чем на 0,30 град. 
За окончательный результат анализа принимают среднее арифметическое результатов двух параллельных определений.
Результат анализа записывают с точностью до 0,5 град.,


Опыт 2.  Определение кислотности хлебобулочных изделий ускоренным методом

Испытуемый материал: хлебобулочные изделия.
Оборудование и реактивы: 0.1 н раствор гидроксида натрия, коническая колба с пробкой на 250 мл, две конические колбы (стаканы) на 100 мл, раствор фенолфталеина; термометр (диапазон температур 20-100 оС)

Ход работы
Навеску хлебной крошки (12.5 г)  поместить в сухую колбу на 250 мл с хорошо пригнанной пробкой. Добавить в колбу 50 мл дистиллированной воды, нагретой до температуры 60 оС. Быстро растереть крошку до получения однородной массы, без заметных комочков нерастертой крошки.
К полученной смеси прибавить еще 75 мл дистиллированной воды. Колбу закрыть пробкой и энергично встряхнуть в течение 3 мин.
После встряхивания дать смеси отстояться в течение 1 мин и отстоявшийся жидкий слой осторожно слить в сухой стакан через фильтр синяя лента. Из стакана отобрать пипеткой по 50 мл раствора в две конические колбы вместимостью 100-150 мл каждая и оттитровать 0.1 н раствором гидроксида натрия с 2-3 каплями фенолфталеина по получения слабо-розового окрашивания, не исчезающего при спокойном стоянии колбы в течение 1 мин.
Титрование продолжить, если по истечении 1 мин окраска пропадает и не появляется от прибавления 2-3 капель фенолфталеина.
Кислотность Х, град., вычисляют по формуле:
V·V1·a
K = ------------------------- · N,
10 ·m ·V2
где V – объем раствора гидроксида натрия, израсходованного при титровании исследуемого раствора, мл;
V1 – объем дистиллированной воды, взятой для извлечения кислот из исследуемой продукции, мл;
а – коэффициент пересчета на 100 г навески;
N- поправочный коэффициент приведения используемого раствора гидроксида натрия к раствору точной концентрации;
m – масса навески, г;
V2 – объем исследуемого раствора, взятого для титрования, мл.
Для хлебобулочных изделий формулу можно представить 
K = 2 ·V ·N

Оформление результатов работы
Записать методику проведения работы, расчеты, полученные результаты и вывод.
Таблица 1
Определение кислотности пищевых продуктов

	Исследуемый материал
	Кислотность, 

	
	Проба 1
	Проба 2
	Проба 3
	Средняя

	Хлебобулочное изделие 1
	
	
	
	

	Хлебобулочное изделие 2
	
	
	
	



Контрольные вопросы и задачи:
1. Что понимают под градусом кислотности хлебобулочных изделий?
2. Почему в качестве индикатора для титрования в данной работе выбран фенолфталеин?
3. Что такое показатель титрования индикатора? Назовите показатели титрования трех важнейших индикаторов.
4. Почему при титровании не следует брать много индикатора?
5. Какие факторы влияют на показания индикатора? Как исключить влияние на результат анализа?

Лабораторная работа №4
[bookmark: _Toc71027506]Экстракция и осаждение белков
Выделение белков из биологического материала начинают с разрушения клеточной структуры, в результате чего белки переходят в экстрагирующий раствор. Для экстракции обычно используют воду, буферные растворы, слабый раствор щелочи. Вид экстрагента и условия экстрагирования позволяет перевести в раствор определенные группы белков.
На следующем этапе проводят разделение белков, осаждая определенные группы белков различными способами, которые выбирают в зависимости от цели и особенностей объекта исследования:
· Отделить белки от пептидов и аминокислот можно путем их осаждения «белковыми осадителями», например трихлоруксусной кислотой (ТХУ). При этом происходит необратимая денатурация белков.
· Термолабильные белки можно отделить от термостабильных, используя тепловую обработку. Этот способ может применяться в тех случаях, когда не требуется сохранить нативную структуру белков или когда заранее известна термостабильность выделяемого белка.
· Белки в нативном состоянии можно перевести в осадок при разной концентрации соли. Постепенное увеличение ее концентрации дает возможность получить отдельные белковые фракции, например фракцию с ферментативной активностью, при этом добиться удаления значительной части балластных белков.При солевом фракционировании в химии белков часто используют насыщенные растворы сульфата аммония, действие которого в качестве осаждающего агента очень эффективно. Концентрацию сульфата аммония, при которой происходит высаливание, выражают в процентах насыщения, принимая концентрацию насыщенного раствора за 100 %.
При растворении сульфата аммония меняется объем раствора, поэтому количество соли, которое нужно добавить к данному объему жидкости, не пропорционально требуемому проценту насыщения. Практически для расчета количества сульфата аммония, необходимого для создания заданной степени насыщения, пользуются таблицами или номограммами.
Изменение pH белкового раствора позволяет провести избирательное осаждение белков (осаждение в изоэлектрической точке). При этом способе осаждения обычно сохраняется нативная структура белков, как в осадке, так и в надосадочной жидкости. Изменение pH белкового раствора следует проводить осторожно, по возможности не использовать сильные кислоты и щелочи.

Цель работы: выбор оптимальных условий экстракции и осаждения белков из различных объектов.

Реактивы и материалы:
· Пшеничная мука, пшеница, горох, солод, клубни картофеля.
· 0,1 н. НС1.
· 10 %-ный раствор ТХУ.
· Na2CO3
· (NH4)2SO4, насыщенный раствор.
· Реактивы для определения белка по Лоури (см. лабораторную работу №).

Методика проведения анализа. 
Работа проводится в несколько этапов:
1. Зерно и солод измельчают на лабораторной мельничке, клубни картофеля измельчают на терке и отжимают сок.
2. Экстракцию белков из зернового сырья осуществляют водой или 0,35 %-ным раствором соды.
10 г измельченного материала экстрагируют 150 см3 выбранного экстрагента при интенсивном перемешивании на мешалке в течение 3 минут. Растворенные белки отделяют от осадка центрифугированием. Надосадочную жидкость используют в опытах по осаждению белков.

1. Осаждение белков раствором ТХУ. 
В пробирки вносят растворы в количествах, указанных в табл. 1.
Содержимое пробирок встряхивают и оставляют на 20 минут для формирования осадка. Если осадок не формируется, пробирки прогревают на водяной бане при температуре 40 °C.
В надосадочной жидкости после фильтрования определяют содержание белка по методу Лоури. При необходимости испытуемый раствор разводят в 2 или 4 раза. Полученные результаты вносят таблицу (см. табл. 1) и строят график осаждения белка нарастающими концентрациями ТХУ. Определяют концентрацию ТХУ, достаточную для максимального осаждения белков.

Таблица 1. Осаждения белка раствором ТХУ
	№ п/п
	Раствор 
белка, см3
	Н2О, см3
	ТХУ, см3
	Кратность разведения исходного раствора ТХУ
	Оптическая плотность А
	Содержание белка, мг/см3

	
	
	
	
	
	
	в надосадочной жидкости
	в осадке

	1
	5
	5
	0
	
	
	
	0

	2
	5
	4
	1
	
	
	
	

	3
	5
	3
	2
	
	
	
	

	4
	5
	2
	3
	
	
	
	

	5
	5
	0
	5
	
	
	
	



2. Осаждение белков при изменении pH среды.
В пробирки вносят растворы в количествах, указанных в табл. 2.

Таблица 2. Осаждения белка при изменении pH среды
	№ п/п
	Раствор белка, см3
	Н2О, см3
	O,1Н. HCI, см3
	Кратность разведения исходного раствора HCl
	Оптическая плотность А
	Содержание
белка, мг/см3

	1
	5
	5
	0
	
	
	

	2
	5
	3
	2
	
	
	

	3
	5
	2
	3
	
	
	

	4
	5
	1
	4
	
	
	

	5
	5
	0
	5
	
	
	



В пробирки с раствором белка вначале вносят заданное количество соляной кислоты, содержимое пробирок встряхивают и оставляют на 20 минут для формирования осадка. Затем вносят необходимое количество воды для компенсации объема. Пробирки повторно встряхивают и содержимое фильтруют через сухой фильтр. В фильтрате определяют белок по Лоури. При необходимости фильтрат предварительно разводят водой в 5 или 10 раз. Полученные данные вносят в таблицу (табл. 2) и строят график.

3. Осаждение белков насыщенным раствором (NH4)2SO4. 
В пробирки вносят растворы в количествах, указанных в табл. 3.

Таблица 3. Осаждение белка раствором (NH4)2SO4
	№ п/п
	Раствор 
белка, см3
	Н2О, см3
	(NH4)2SO4
насыщ., см3
	Кратность разведения исходного раствора (NH4)2SO4
	Оптическая плотность А
	Содержание белка, мг/см3

	
	
	
	
	
	
	в надосадочной жидкости
	в осадке

	1
	5
	5
	0
	
	
	
	0

	2
	5
	4
	1
	
	
	
	

	3
	5
	3
	2
	
	
	
	

	4
	5
	2
	3
	
	
	
	

	5
	5
	0
	5
	
	
	
	



Содержимое пробирок встряхивают и оставляют на 30 минут для формирования осадка при температуре 2...4оС. В надосадочной жидкости после фильтрования определяют содержание белка по методу Лоури. При необходимости испытуемый раствор разводят в 2 или 4 раза.
Полученные результаты вносят в таблицу (табл. 3) и по ним строят график осаждения белка нарастающими концентрациями (NH4)2SO4.

Контрольные вопросы:
1. Перечислите известные вам способы осаждения белков из раствора.
2. Как называется процесс осаждения белков при увеличении концентрации солей щелочных и щелочно-земельных металлов?
3. Почему при увеличении концентраций нейтральных солей устойчивость растворов белков снижается?

Лабораторная работа №5
[bookmark: _Toc71027507]Белки молока. Фракционирование белков молока по растворимости
Классификация белков, основанная на их растворимости, была введена в 1907–1908 гг. и используется до сих пор (таблица 1). Строго установленных границ между классами не существует. Например, четкое разграничение между альбуминами и глобулинами невозможно, если исходить только из их растворимости в воде и солевых растворах. Поэтому глобулины подразделяют на псевдоглобулины, легко растворимые в воде, и эуглобулины, нерастворимые в воде, свободной от солей.

Таблица 1. Классификация белков, основанная на их растворимости
	Альбумины
	Растворимы в воде и солевых растворах. Не имеют особенностей в смысле содержания отдельных аминокислот

	Глобулины
	Слаборастворимы в воде, но хорошо растворимы в солевых растворах. Не имеют особенностей в смысле содержания отдельных аминокислот

	Проламины
	Растворимы в 70-80%-ном этаноле, но нерастворимы в воде и в абсолютном этаноле. Богаты аргинином

	Гистоны
	Растворимы в солевых растворах

	Склеропротеины 
	Нерастворимы в воде и солевых растворах. Повышено содержание глицина, аланина и пролина



Белки молока. Содержание белков в молоке составляет 2,9...3,5 %. Белки молока обеспечивают нормальное развитие растущего организма и питание взрослого человека. Они отличаются по строению, физико-химическим свойствам и биологическим функциям. Белки молока делятся на три группы:
· казеиновые белки (80%) 
· сывороточные белки (19%) - β-лактоглобулин, α-лактальбумин, иммуноглобулины, лактоферрин;
· белки оболочек жировых шариков (1 %).
Сывороточные белки являются наиболее ценной частью молока по содержанию незаменимых аминокислот. По биологической ценности они превосходят казеин и имеют аминокислотный состав, близкий к составу мышечной ткани. Это глобулярные белки, в отличие от казеина не способные ассоциироваться и осаждаться в изоэлектрической точке (ИЭТ). Они гетерогенны, обладают важными биологическими функциями. 
β-Лактоглобулин (β-Лг) — наиболее важный белок в количественном отношении, термолабилен. Предполагают, что он участвует в транспорте витамина А. Известно, что он переносит в кишечник макро- и микроэлементы, витамины и липиды. 
α-Лактальбумин участвует в синтезе лактозы (является частью лактозосинтезирующей системы). Так же, как и иммуноглобулины, попадает в молоко из кровеносной системы животного. Он наиболее термостабилен из всех сывороточных белков из-за присутствия в нем дисульфидных связей. При охлаждении и в присутствии ионов кальция α-лактальбумин способен восстанавливать нативную структуру на 80...90 %.
Иммуноглобулины — сложные белки (гликопротеиды). Это термолабильные белки, которые коагулируют при температуре выше 70 оС. Они обладают свойствами антител и выполняют защитные функции.
Лактоферрин — красный железосвязывающий белок. Его главная функция — транспорт железа, он оказывает бактериостатическое действие на кишечную микрофлору, связывая в кишечнике железо и  делая его недоступным для микроорганизмов. 
Молочные альбумины и глобулины обладают всеми свойствами белков соответствующих групп: они свертываются при кипячении и высаливаются насыщенным (альбумины) и полунасыщенным (глобулины) растворами сернокислого аммония.

Цель работы. Выделить фракции белков молока на основе их различной растворимости. 

Реактивы и материалы:
· Молоко.
· 3 % раствор уксусной кислоты.
· Карбонат натрия кристаллический.
· 1 %-ный раствор гидроксида натрия.
· 1 %-ный раствор хлорида натрия.
· насыщенный раствор (NH4)2SO4.
· (NH4)2SO4 (кристаллический)
· Биуретовый реактив.
· Пробирки.
· Фильтровальная бумага.
· Воронка лабораторная.

Методика проведения анализа
Выделение казеина. В колбу объемом 100 мл налить 5 мл молока и 5 мл дистиллированной воды. Содержимое колбы хорошо перемешать и добавить по каплям 1 мл 3 % раствора уксусной кислоты. Полученную смесь снова хорошо перемешать и оставить в покое на 5...10 мин. Осадок казеина отфильтровать. Полученный фильтрат (сыворотка), содержащий сывороточные белки, нейтрализовать, добавив сухого бикарбоната натрия до прекращения выделения углекислого газа, и использовать для выделения солерастворимых белков молока.
Выпавший казеин промыть на фильтре водой и растворить в 2 мл 1 % раствора едкого натра. Присутствие белка (казеината натрия) в полученном фильтрате доказать с помощью биуретовой реакции. Для этого добавить к фильтрату равный объем биуретового реактива. Цвет раствора должен измениться из голубого в фиолетовый.
Выделение солерастворимых белков молока. В пробирку внести 5 мл фильтрата (после выделения казеина), добавить равный объем насыщенного раствора сернокислого аммония (для достижения полунасыщения). Выпавший осадок глобулиновых белков молока оставить на 5... 10 мин, а затем отфильтровать. Фильтрат использовать для выделения водорастворимых белков молока. Выпавшие глобулины растворить на фильтре в 1 мл 1 % раствора хлорида натрия. С полученным раствором глобулиновой фракции белков (около 1 мл) провести качественную реакцию на пептидную связь, добавив 1 мл биуретового реактива. 
Выделение водорастворимых белков молока. Полученный после извлечения глобулиновых белков молока фильтрат насытить сухим порошком сернокислого аммония. Для этого при перемешивании добавить тонкоизмельченный порошок сульфата аммония. Раствор следует слегка подогреть на водяной бане при температуре не выше 40 °C до прекращения растворения сульфата аммония. 
Вторично выпавший осадок представляет собой альбуминовую фракцию белков молока. Альбумины отфильтровать и полученный осадок растворить на фильтре в 1 мл дистиллированной воды. Проделать качественную реакцию на пептидную связь с фильтратом (биуретовую реакцию). 
Экспериментальные данные представить в виде таблицы.

Таблица 1
	Исходный материал
	Условия осаждения
	Белки, выпавшие в осадок
	Реакция на белок (биуретовая реакция)

	Молоко
	Подкисление 3% раствором СН3СООН
	
	

	Молочная сыворотка
	Полунасыщенный раствор (NH4)2SO4
	
	

	Молочная сыворотка без глобулинов
	Насыщенный раствор  (NH4)2SO4, при 40 °C
	
	



Оформить выводы по работе.

Контрольные вопросы и задачи:
1. Что такое белок?
2. Классификация белков на основе их растворимости.
3. Как связаны между собой аминокислоты в молекуле белка? Напишите трипептид из различных аминокислот. С помощью какой реакции можно их открыть?
4. Какие белки входят в состав молока?
5. Охарактеризуйте строение молочного казеина.

Лабораторная работа 6
[bookmark: _Toc71027508]Определение яичного альбумина в белке куриного яйца методом Лоури

Массовую долю белка в пищевых продуктах определяют различными методами. Наиболее точным является метод Кьельдаля, который основан на сжигании органических веществ концентрированной серной кислотой при кипячении в присутствии катализатора. Содержание белка определяют по количеству азота. Этот метод длительный и трудоемкий, он требует высокой квалификации работника. 
В связи с этим применяют  физико-химические методы коли-чественного определения белка, в том числе фотоколориметрические. 
Колориметрические методы анализа отличаются быстротой определения и высокой чувствительностью, поэтому очень удобны при выполнении массовых анализов и определении малых количеств белка в растворе.
Среди методов, основанных на количественном определении белков посредством цветных реакций, наибольшей чувствительностью обладает метод Лоури. Метод Лоури основан на измерении интенсивности окраски раствора, в котором одновременно осуществляются, по меньшей мере, две цветные реакции на белок: биуретовая реакция и реакция Фолина. Интенсивность окрашивания в основном зависит от аминокислотного состава и массовой доли белка в исследуемом продукте, измеряется на фотоэлектроколориметре или спектрофотометре.
В основе биуретовой реакции лежит способность белков в щелочной среде давать с раствором сульфата меди фиолетовое окрашивание. Окраска обусловлена образованием комплексов ионов меди с пептидными группами белка. Интенсивность окраски пропорциональна содержанию белка в растворе. Биуретовую реакцию дают все белки, а также олигопептиды, содержащие не менее двух пептидных связей.




Реакция Фолина – реакция с тирозиновыми и цистеиновыми боковыми радикалами белковой молекулы, состоит в восстановлении смеси фосфорно-вольфрамовой и фосфорно-молибденовой кислот с образованием комплексного соединения синего цвета. Полагают, что в реакциях восстановления принимают участие комплексные соединения меди, возникшие при взаимодействии белка с щелочным раствором сульфата меди (II). Реакция Фолина не очень специфична, но весьма чувствительна. Поэтому метод Лоури позволяет вести определения белков в сильно разбавленных растворах (всего несколько десятков микрограммов от 10 до 200 мкг/мл).
Метод Лоури не отличается высокой специфичностью поскольку на интенсивность окраски влияют многие вещества, которые могут содержаться в тканях или в буферных системах, применяемых в биохимических исследованиях. Поэтому для получения абсолютных данных градуировочный график следует строить по тому же белку, который необходимо определить в растворе.

Белок яйца представляет собой 10% водный раствор нескольких белков. Почти 70 % яичного белка составляет яичный альбумин, который легко отделить от глобулиновой фракции путем 10-кратного разведения яичного белка водой. В этом случае белки глобулиновой фракции выпадают в осадок и их легко отделить от раствора фильтрованием. 

Цель работы: определить содержание яичного альбумина в  белке куриного яйца методом Лоури.

Реактивы и материалы:
· Исследуемый раствор альбумина куриного яйца (в определяемом объеме должно находиться от 10 до 100 мкг белка).
· стандартный раствор (раствор яичного альбумина или бычьего сывороточного альбумина  200 мкг/мл), 
· реактив А (2% раствор карбоната натрия в 0,1 н растворе гидроксида натрия)
· реактив В (0,5% раствор сульфата меди в 1% растворе цитрата натрия), 
· реактив Фолина
· фотометр «Эксперт-003»
· Пробирки, пипетки.

Ход работы. 

Приготовление исследуемого раствора яичного альбумина:
Отделить белок куриного яйца от желтка. Для этого осторожно проделать в скорлупе яйца отверстия с двух концов и вылить белок в предварительно взвешенный  стеклянный стаканчик. Взвесить стакан с белком, рассчитать массу яичного белка. Добавить 200 мл дистиллированной воды. Тщательно перемешать белок в воде, при этом наблюдается выделение белых хлопьев глобулинов в осадок. Через 10 мин раствор отфильтровать через бумажный фильтр. При этом белки глобулиновой фракции остаются на фильтре, яичный альбумин – в растворе. 
Определить содержание яичного альбумина в растворе методом Лоури (см. ниже). Измерения проводить в 3 разбавлениях (разбавить исходный раствор яичного альбумина в 50, 100 и 150 раз).

Определение белка по методу Лоури
Перед определением смешивают 50 мл реактива А и 1 мл реактива В - (раствор С), реактив Фолина разбавляют в 2 раза.
Для построения градуировочного графика применяют стандартный раствор яичного альбумина с концентрацией 200 мкг/мл; готовят растворы белка с разной  концентрацией, как показано в таблице.
 Таблица. Приготовление растворов белка для построения градуировочной зависимости
	№ пр.
	Станд. 200 мкг/мл раствор яичного альбумина, мл
	Дистиллированная вода, мл
	Концентрация белка, мкг/мл
	Содержание белка в пробе, мкг

	раствор сравнения
	-
	1,00
	0
	0

	1
	0,05
	0,95
	10
	10

	2
	0,20
	0,80
	40
	40

	3
	0,50
	0,50
	100
	100

	4
	0,80
	0,20
	160
	160

	5
	1,00
	-
	200
	200



Одновременно ставят три пробирки с пробами неизвестной концентрации (по 1 мл раствора яичного альбумина с разбавлениями в 50, 100 и 150 раз).
В каждую пробирку добавляют по 5 мл реактива С, перемешивают. Через 10 минут добавляют 0,5 мл разведенного в 2 раза реактива Фолина тщательно перемешивают и помещают в термостат при 37ºС на 30 минут для развития окраски. Фотометрируют на фотометре при длине волны 700 нм. 
По результатам измерений строят градуировочный график с использованием компьютерных программ (MicrosoftExel или SigmaPlot) и определяют содержание белка в неизвестной пробе.
Оформление работы. Описать принцип метода Лоури. Результаты измерений, градуировочный график и расчеты занести в рабочую тетрадь. Сделать вывод по работе. 
При расчете концентрации яичного альбумина в белке яйца необходимо  учитывать его разбавление!
Контрольные вопросы и задачи:
1. Какие реакции лежат в основе количественного определения белка по методу Лоури?
2. В чем принципиальное различие биуретовой реакции и реакции Фолина.
3. Охарактеризуйте преимущества и недостатки метода Лоури.

Лабораторная работа №7
[bookmark: _Toc71027509]Определение степени денатурации белков

Денатурация – процесс нарушения нативной пространственной организации молекулы белка, сопровождающийся изменением вторичной, третичной и четвертичной структуры белка. При денатурации сохраняется первичная структура белка, следовательно, и химический состав белка. С потерей нативной структуры белок теряет биологическую активность, при этом изменяются его физико-химические свойства (уменьшается растворимость, склонность к гидратации, изменяется форма макромолекул и др.). Денатурация может происходить под влиянием температуры, химических агентов (кислот и щелочей), при воздействии различных механических факторов (давление, растирание, встряхивание ит. п.).
В процессе технологической обработки пищевого сырья особое значение имеет тепловая денатурация. Денатурационные изменения в белках обычно начинаются при температурах 60 °C и выше и, как правило, облегчают процесс взаимодействия белка с протеолитическими ферментами, влияя, таким образом, на процесс переваривания белков.

Цель работы: определить степень денатурации белков при тепловом и механическом воздействии по изменению количества растворимых белков в исследуемом материале.

Реактивы и оборудование: стандартный раствор (яичный альбумин 200 мкг/мл), реактив А (2% раствор карбоната натрия в 0,1 н растворе гидроксида натрия), реактив В (0,5% раствор сульфата меди в 1% растворе цитрата натрия), реактив Фолина[footnoteRef:1], фотометр «Эксперт-003», биуретовый реактив; 0,5 н раствор хлорида калия; 3 % раствор уксусной кислоты; 0,85% раствор хлорида натрия; белоксодержащие материалы (мука, мышечная ткань, молоко). [1:  Реактив Фолина. В круглодонную колбу на 1,5–2 л вносят 100 г вольфрамата натрия Na2WO4×2H2O или 25 г молибдата натрия Na2MoO4×2H2O и в 700 мл дистиллированной воды. К раствору добавляют 50 мл 80%-ного раствора фосфорной кислоты и 100 мл концентрированной HCl. К колбе присоединяют обратный холодильник и кипятят в течение 10 часов, затем прибавляют 150 г Li2SO4, 50 мл воды и 3−4 капли брома. Кипятят без холодильника 15 мин для удаления избытка брома. Затем раствор охлаждают до комнатной температуры, доводят его объем до 1 л водой и фильтруют. Полученный раствор должен быть ярко-желтого цвета. Его хранят в темной склянке и перед употреблением разбавляют дистиллированной водой 1 : 1.] 

Мерные цилиндры; фарфоровые ступки с пестиком; чашки Петри; пипетки; пробирки; плоскодонные колбы объемом 100 мл; фильтровальная бумага; центрифуга; водяной термостат; фотоэлектроколориметр (с кюветами); спектрофотометр (с кюветами); гомогенизатор; технические весы; мерные колбы объемом 100 мл; химические воронки; стеклянный песок.


Ход анализа
Для анализа взять три образца исследуемого белоксодержащего Первую пробу не подвергать никакому предварительному воздействию. Из второй пробы извлечь денатурированные белки после механического воздействия на нее. Из третьей пробы извлечь денатурированные белки после тепловой обработки в течение 30 мин при температуре 90оС.

Извлечение растворимых белков молока: для отделения сывороточных белков в колбу объемом 100 мл внести 10 мл молока и 10 мл воды. Содержимое колбы перемешать, добавить (по каплям) 2 мл 3 % раствора уксусной кислоты, образовавшийся сгусток казеина через 5... 10 мин отфильтровать. 

Фильтрат, содержащий сывороточные белки, разделить на три порции: 
1. Первую порцию сыворотки оставить стоять при комнатной температуре.
2. Вторую порцию сыворотки выдержать на качалке при интенсивном перемешивании и комнатной температуре в течение 30 мин (механическое воздействие). Отделить денатурированные белки фильтрованием через бумажный фильтр. Фильтрат использовать для дальнейших измерений.
3. Третью порцию сыворотки термостатировать в течение 30 мин при температуре 90оС (термическое воздействие). Отделить денатурированные белки фильтрованием через бумажный фильтр. Фильтрат использовать для дальнейших измерений

В первой порции сыворотки и в фильтратах второй и третьей порций определить содержание белка по методу Лоури (см. лаб. раб. «Определение яичного альбумина в белке куриного яйца методом Лоури»), Сравнить полученные данные. Результаты анализа свести в таблицу 1.

Таблица 1. Содержание растворимых белков в исследуемых образцах

	Способ обработки белоксодержащего материала

	Без механического воздействия
	Механическое воздействие
	Температурное воздействие

	D
	Концентрация белка, мкг/мл
	D
	Концентрация белка, мкг/мл, мкг/мл
	D
	Концентрация белка, мкг/мл, мкг/мл

	

	
	
	
	
	



Расчет степени денатурации белков. 
Степень денатурации белков (СД, %) рассчитать по формуле:
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где Бд – концентрация  растворимых белков после денатурации, мкг/мл, 
где Бисх – концентрация растворимых белков в исходной пробе до денатурации мкг/мл.

Вывод: Сформулировать физический смысл величины степень денатурации. Рассчитать степень денатурации белков сыворотки молока после механического воздействия. Рассчитать степень денатурации белков сыворотки молока после термического воздействия. Сравнить, в каком случае (механическое или термическое воздействие) степень денатурации белков будет больше.

Контрольные вопросы

1. Что называют денатурацией белков?
2. Перечислите, под действием каких факторов происходит денатурация белков.
3. Как влияет денатурация на растворимость белков в водных растворах?
4. Как влияет денатурация на биологическую активность белков?
5. Приведите примеры процессов денатурации белков из области пищевой химии.

Лабораторная  работа №8
[bookmark: _Toc71027510] Обнаружение крахмала в продуктах питания
 Крахмал основной резервный углевод  растений, представляет смесь двух полисахаридов, линейного (амилозы) и разветвленного (амилопектина), дает цветную реакцию с раствором йода – окрашивается в сине-фиолетовый цвет. Крахмал белое аморфное вещество, не растворимое  в холодной воде, выделяют из картофеля, кукурузы.

Материалы и реактивы: картофель; отварной рис; мука; яблоко; лимон; растительное масло; раствор йода в йодистом калии (1 г иодистого калия растворяют в нескольких миллилитрах воды; в растворе соли растворяют 1 г йода и разбавляют водой до 300 см3) или спиртовой раствор йода; дистиллированная вода.
Оборудование:  пробирки; ступка с пестиком.
Ход работы:
1. Исследуемые твердые продукты (картофель, мука, отварной рис, яблоко, лимон) по отдельности разотрите до кашицеобразного состояния в ступе.
2. В пронумерованные пробирки поместите по 0,5 –1 г растертых продуктов.
3. Во все пробирки добавьте по 2 – 3 см3 дистиллированной воды и пробы тщательно перемешайте.
4. Добавьте в пробирки по 1 – 2 капли раствора йода.
5. Отметьте пробирки, в которых наблюдается синее окрашивание.
Оформление результатов

Оформите проведенные исследования в виде таблицы. 

Таблица
	№ 
пробирки
	Исследуемый 
продукт
	Наблюдаемая 
окраска
	Содержание 
крахмала

	1
	 картофель 
	 
	определяется/ 
не определяется 

	2
	мука
	
	

	3
	отварной рис
	
	

	4
	яблоко
	
	

	5
	лимон
	
	


Сделайте вывод о содержании крахмала в изученных продуктах.

Контрольные вопросы
1. Какие функции выполняет крахмал в живых клетках?
2. Перечислите основные  источники крахмала для промышленного получения.
3. Какие качественные реакции на крахмал вы знаете? В чем суть этих реакций?

Лабораторная работа №9
[bookmark: _Toc71027511]Кислотный гидролиз крахмала и идентификация продуктов гидролиза
Гидролиз крахмала. При нагревании крахмала с разбавленными кислотами происходит его гидролиз по следующей схеме:
[image: ]
Последовательно процесс расщепления крахмала можно представить следующим образом:





Цель: на примере кислотного гидролиза крахмала изучить процесс последовательной деполимеризации полисахарида. Идентифицировать продукты гидролиза.

Реактивы и оборудование: крахмальный клейстер; 10%-ный раствор серной кислоты; 0,1 н раствор йода в KI; вода дистиллированная; стаканы химические на 50 мл; штатив с калиброванными пробирками на 10 мл; пипетки; стеклянная палочка; плитка электрическая; весы лабораторные; мерный цилиндр на 25 мл; 5 %-й раствор гидроксида натрия; 5 %-й раствор сульфата меди.

Приготовление крахмального клейстера.
В химическом стакане растворяют 0,5 г крахмала в 25 мл дистиллированной воды и доводят до кипения при интенсивном перемешивании стеклянной палочкой.

Ход работы:
В мерную пробирку помещают 2 мл крахмального клейстера и 6 капель раствора серной кислоты. Содержимое пробирки встряхивают и ставят в стакан на 50 мл с кипящей водой. Каждые 2 минуты отбирают пипеткой каплю раствора и переносят в пробирку с раствором йода. Для этого предварительно в 8 пробирок помещают по одной капле раствора йода и 5 капель воды. 
Последовательные пробы обнаруживают постепенное изменение окраски при реакции с йодом (синюю, сине-фиолетовую, красно-фиолетовую, красновато-оранжевую, оранжевую и желтую).
Крахмал с йодом дает синее окрашивание. Декстрины, в зависимости от величины цепочки (молекулярной массы), с йодом окрашиваются в фиолетовые, красные и оранжевые цвета. Мальтоза и глюкоза не изменяют окраски йода.
Наблюдения оформить в виде таблицы:
Таблица 
	Номер пробирки
	Окраска с йодом
	

	1
….
….
….
….
….
….
	Синяя
Сине–фиолетовая
Красно–фиолетовая
Красновато–бурая
Оранжевая
Оранжево–желтая
Желтая (цвет раствора йода)
	



Гидролиз крахмала заканчивают, когда крахмальный клейстер не будет давать цветной реакции с йодом. Отмечают общую продолжительность гидролиза.
Далее реакционную смесь (гидролизат крахмала) охлаждают и нейтрализуют 5 % раствором гидроксида натрия, добавляя его по каплям до щелочной реакции среды (розовая окраска фенолфталеиновой индикаторной бумаги). Затем проводят анализ реакционной среды на присутствие мальтозы и глюкозы.
Обнаружение мальтозы и глюкозы в гидролизате крахмала
Благодаря наличию свободной альдегидной группы в молекулах мальтозы и глюкозы, эти соединения обладают восстанавливающими свойствами и способны участвовать в окислительно-восстановительных реакциях. Они дают положительную реакцию Троммера (реакция с сульфатом меди (II) в щелочной среде):
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В пробирку с 2 мл нейтрализованной реакционной среды (гидролизата крахмала)  вносят 1 мл 5% гидроксида натрия и 5 капель 5 % раствора сульфата меди (II). Затем содержимое пробирки нагревают до начинающегося кипения. В пробирке появляется красный осадок оксида меди (I), что доказывает присутствие глюкозы и мальтозы в гидролизате крахмала.

В выводе отметить, какие продукты образуются на разных стадиях  кислотного гидролиза крахмала, и какие реакции позволяют их идентифицировать. 

Контрольные вопросы

1. Охарактеризуйте строение молекулы крахмала. Иллюстрируйте свой ответ структурными формулами.
2. Перечислите, какие вещества могут выполнять роль катализатора в реакции гидролиза крахмала?
3. Приведите примеры промышленных процессов, в которых используются реакции гидролиза крахмала.
4. Запишите схему процесса гидролиза крахмала.
5. Какие промежуточные вещества и конечные продукты образуются при гидролизе крахмала? Какие реакции позволяют идентифицировать продукты гидролиза крахмала?

Лабораторная работа №10
[bookmark: _Toc71027512]Определение содержания общего сахара в продуктах кондитерского производства
Общий сахар — это суммарное содержание сахарозы и восстанавливающих сахаров, выраженное в процентах сахарозы. Метод основан на окислении сахаров дихроматом калия в сильнокислой среде:




Соединения хрома(III) — окрашены в сине-зеленый цвет, их количество пропорционально содержанию общего сахара в анализируемом продукте.
Цель работы: определение содержания общего сахара в продуктах кондитерского производства.
Реактивы и материалы: 
♦ Раствор сахарозы — 0,004 г/см3 (стандартный раствор сахарозы). 1,0000 г сахарозы взвешивают с точностью до 0,0002 г и растворяют в мерной колбе вместимостью 250 см3. Объем раствора доводят до метки дистиллированной водой. 
♦ 1 %-ный раствор дихромата калия (основной реактив). 49 г дихромата калия растворяют при нагревании в 300 см3 воды, отдельно в 300 см3 воды медленно при перемешивании вводят 300 см3 концентрированной H2SO4 и охлаждают. В мерную колбу вместимостью 1000 см3 сначала помещают раствор дихромата калия, затем — серную кислоту, объем раствора доводят водой до метки, осторожно перемешивают. 
♦ Серная кислота — плотность 1,84 г/см3. 
♦ 0,5 М раствор сульфата цинка. 
♦ 1 М раствор гидроксида натрия.
Методика проведения анализа
1. Построение  градуировочного графика. В 6 мерных колб вместимостью 100см3 вносят по 25 см3 раствора дихромата калия. Из бюретки последовательно добавляют 0; 2; 4; 6; 8 и 20 см3 стандартного раствора сахарозы. Затем во все колбы из бюретки приливают дистиллированную воду до объема 50 см3, (т. е. добавляют 25, 23, 21, 19, 17 и 5 см3 воды). Получают серии растворов, содержащих соответственно 0, 8, 16, 24, 32 и 80 мг сахарозы в 100 см3. Содержимое колбы нагревают на кипящей водяной бане 10 мин, охлаждают под струей водопроводной воды, объем растворов доводят до метки дистиллированной водой и перемешивают, gp Измеряют оптическую плотность полученных растворов на фотоэлектроколориметре при длине волны 670 нм и толщине кюветы 5 см. Раствором сравнения является раствор с нулевой концентрацией сахарозы. Оптическую плотность определяют в каждом растворе не менее 3 раз.
Для построения калибровочного графика в координатах «оптическая плотность — количество сахарозы, мг/100см3» используют среднее значение оптической плотности (табл. 1).

Таблица 1. Данные для построения градуировочного графика
	№
	Масса  сахарозы (мг) в 100 см3
	Концентрация сахарозы, мг/100см3
	Оптическая плотность


	
	
	
	А1
	А2
	А3
	Аср

	1
	0
	0
	
	
	
	

	2
	2
	8
	
	
	
	

	3
	4
	16
	
	
	
	

	4
	6
	24
	
	
	
	

	5
	8
	32
	
	
	
	

	6
	20
	80
	
	
	
	



2. Подготовка проб для анализа. Анализируемый образец измельчают в ступке. Затем готовят водную вытяжку объекта исследования. Примерные навески для различных пищевых объектов приведены в табл. 2. Навеску с точностью до 0,01 г переносят в мерную колбу вместимостью, определенной по табл. 2 в зависимости от взятой пробы.
Таблица 2
Примерные навески пищевых продуктов для определения содержания сахаров

	Наименование объекта
	Навес-
ка, г

	Вместимость мерной колбы для приготовления вытяжки, см3

	Объем на определение, см3


	Хлеб, мука, галеты
	5
	100
	10

	Хлебобулочные изделия с добавлением сахара, несладкое печенье
	4
	100
	5…10

	Натуральные соки (кроме виноградного)
	4
	100
	5…10

	Хлеб ржаной, сдобные хлебобулочные изделия
	2
	100
	5…10

	Напитки, фруктовые пюре с сахаром
	2
	100
	5…10

	Сухари сдобные, печенье, крепленые вина, виноградный сок
	1,5
	100
	5…10

	Детские молочные смеси, полуфабри-каты, печенье, торты, кексы
	2
	250
	5…10

	Молочная смесь «Малютка», корпуса конфет, джемы, повидло
	1
	200
	5…10

	Варенье, шоколад
	1
	250
	5

	Сухие смеси, кисели и т. д.
	2
	500
	5



Навеску растворяют в дистиллированной воде, нагретой до 60 °C: 
А. Если изделие растворяется в воде без остатка (сахарные леденцы, сиропы и др.), то полученный в стаканчике раствор охлаждают и переносят в мерную колбу. Объем раствора доводят до метки дистиллированной водой и хорошо перемешивают.
Б. Если в изделии находятся вещества, нерастворимые в воде «мешающие несахара» – белки, жиры, пектины, крахмал и т. п., то навеску переносят в мерную колбу, смывая частицы дистиллированной водой. Объем жидкости должен быть примерно равен половине объема мерной колбы.
Колбу с жидкостью помещают на водяную баню, нагретую до 60 °C (для объектов, содержащих крахмал – до 50 °C). При этой температуре выдерживают колбу в течение 15 мин, периодически перемешивая. 
За это время практически все сахара переходят в раствор. Охладив раствор, осаждают «мешающие несахара», прибавляя к нему 5 см3 0,5 М раствора ZnSO4 и 2,5 см3 1 М раствора КОН или NaOH. Раствор доводят до метки и фильтруют. 
3. Определение общего сахара. В мерную колбу вместимостью 100 см3 отбирают цилиндром 25 см3 раствора дихромата калия, 10 см3 прозрачного фильтрата и 15 см3 воды, нагревают в течение 10 мин на кипящей водяной бане, охлаждают, добавляют до метки воду, перемешивают. Полученным раствором заполняют кювету и определяют оптическую плотность также, как и при снятии градуировочного графика. 
По градуировочному графику находят раствора, что соответствует содержанию сахарозы во взятой пробе, выраженному в мг.
Содержание общего сахара X (%) в анализируемом продукте вы- числяют по формуле:


где g — содержание общего сахара, найденное по градуировочному графику, мг/100 мл; 
V1, — вместимость мерной колбы, мл; 
V2 - объем фильтрата, взятый для реакции с дихроматом калия, мл; 
т — масса навески объекта исследования, г.

В выводе указать содержание общих сахаров в анализируемом продукте в процентном выражении. 

Контрольные вопросы

1. Охарактеризуйте понятие «общий сахар».
2. Какие моно- и дисахариды можно определить данным методом?
3. На каких химических реакциях основан метод определения общих сахаров?
4. Какие реагенты используются для осаждения «мешающих несахаров»?

Лабораторная работа №11
[bookmark: _Toc71027513]Определение степени осахаривания крахмала 
Цель: сравнить эффективность процесса осахаривания крахмала при разных режимах его проведения. 
Осахариванием крахмала называют процесс его гидролитического расщепления до ди- и моносахаридов. 
Крахмал является полисахаридом, состоящим из молекул α-глюкозы, связанных между собой α-1,4-связью. 
Схема гидролиза крахмала имеет следующий вид: 




Управляя глубиной гидролиза крахмала, можно получить продукты питания с заданным содержанием сахаров.
Химический гидролиз крахмала проходит очень медленно, поэтому его проводят при повышенных температурах в присутствии катализатора, которым является кислота. Скорость осахаривания зависит от концентрации кислоты, температуры и длительности гидролиза. 

Варианты проведения гидролиза крахмала:
Вариант 1. Навеску крахмала в 0,2 г заливают 50 мл горячего раствора HCl (0,5 моль/дм3) в химическом стакане и нагревают на кипящей водяной бане в течение 60 мин при периодическом помешивании. 
Вариант 2. Гидролиз проводят аналогично варианту 1, но в течение 90 мин.

Определение количества осахаренного крахмала
О количестве осахаренного (гидролизованного) крахмала судят по содержанию образовавшейся из него глюкозы. Определение глюкозы основано на ее окислительно-восстановительных свойствах. 
Глюкозу окисляют ионами меди (II), в составе комплексного соединения меди с лимонной кислотой (реактив Бенедикта) в щелочной среде, которую создает карбонат натрия:


Избыток ионов меди (II), находящихся в комплексе, определяется йодометрически на основе следующей реакции: 
2Cu2+ + 4KI + 2H2SO4 → Cu2I2 + I2 + 2K2SO4 + 4H+ 
Выделившийся йод оттитровывают раствором тиосульфата (Na2S2O3).
[image: ]
Количество последнего, пошедшего на титрование, эквивалентно количеству оставшейся после окисления глюкозы меди (II). 
Техника  выполнения.
После проведения гидролиза гидролизат охлаждают и в том же стакане нейтрализуют при помощи 30%-ного раствора NaOH, добавляя его осторожно по каплям и контролируя, чтобы рН не был выше 6,5. 
Нейтрализованный гидролизат переносят в мерную колбу на 100 мл и доводят дистиллированной водой до метки. Из полученного объема 25 мл переносят в мерную колбу на 100 мл, добавляют 25 мл медного окислительного реактива (реактива Бенедикта), ставят на асбестовую проволочную сетку и нагревают до кипения. Кипятят 10 мин, быстро охлаждают до комнатной температуры и доводят водой до метки. 
В коническую колбу отбирают 25 мл ярко-синего раствора, не затрагивая образовавшегося осадка оксида меди (I) красного цвета, добавляют 30 мл свежеприготовленного 10%-ного раствора KJ и 25 мл 25%-ного раствора H2SO4. Выделившийся йод оттитровывают раствором Na2S2O3 (0,1 моль/дм3). 
Одновременно проводят контрольный опыт в таких же условиях, но вместо 25 мл исследуемого раствора берут 25 мл дистиллированной воды. 
Разница объемов тиосульфата, пошедшего на контрольный и рабочий опыты, эквивалентна количеству ионов меди (II), пошедших на окисление глюкозы. Умножив полученную разность на 4 (поскольку из 100 мл взято 25 мл) находят содержание осахаренного крахмала в 25 мл нейтрализованного раствора (в мг) по таблице 1:

Таблица 1. Данные для расчета массы осахаренного крахмала в 25 мл раствора
	Объем раствора
Na2S2O3, мл
	Масса осахаренного крахмала, мг
	Объем раствора
Na2S2O3, мл
	Масса осахаренного крахмала, мг

	1
	2,8
	9
	26,1

	2
	5,6
	10
	29,2

	3
	8,4
	11
	32,3

	4
	11,3
	12
	35,4

	5
	14,2
	13
	38,6

	6
	17,1
	14
	41,8

	7
	20,1
	15
	45,0

	8
	23,1
	
	



Учитывая разведение гидролизата, рассчитывают степень осахаривания крахмала, исходя из его количества до гидролиза (0,2 г). 

Степень осахаривания крахмала Х (в %):



В выводе указать степень гидролиза крахмала при различных режимах его проведения.

Контрольные вопросы:

1. Какой процесс называется осахариванием крахмала и почему?
2. Как режим проведения гидролиза влияет на степень осахаривания крахмала?
3. Охарактеризуйте, какие химические реакции используются в предложенном методе, в чем суть этих реакций?
4. Опишите физический смысл понятия «степень осахаривания» крахмала? В каких единицах измерения она выражается?

Лабораторная работа № 12
[bookmark: _Toc71027514]Определение массовой доли декстринов по методу М.П.Попова и Е.Ф.Шаненко
Цель работы: определить массовую долю декстринов в исследуемом продукте по методу М.П.Попова и Е.Ф.Шаненко.

Декстрины – это  полисахариды разной молекулярной массы – промежуточные продукты при кислотном или ферментативном  гидролизе крахмала. Они растворимы в воде, оптически активны: вращают плоскость поляризации вправо. Декстрины, получаемые на первых стадиях гидролиза крахмала, мало отличаются от него по размерам молекулы и свойствам. По мере дальнейшего гидролиза молекулярная масса декстринов понижается, увеличивается их способность восстанавливать Фелингову жидкость. 
В зависимости от молекулярной массы различают следующие виды декстринов: 
· амилодекстрины, представляющие собой белые порошки, растворимые в 25%-ном растворе спирта, но осаждаемые 40%-ным раствором спирта. Амилодекстрины образуют с раствором йода комплексные соединения фиолетово-синего цвета; 
· эритродекстрины, растворимые в 55%-ном растворе этилового спирта, но осаждаемые при концетрации спирта, равной 65%. Эритродекстрины образуют с раствором йода комплексные соединения красно-бурого цвета. 
· ахродекстрины, растворяемые в 70%-ном растворе спирта; с раствором йода комплексных окрашенных соединений не образуют;
· мальтодекстрины спиртом не осаждаются; с раствором йода комплексных окрашенных соединений не образуют.
Декстрины оказывают большое влияние, как на технологические процессы производства пищевых продуктов, так и на их качество. 
Содержание декстринов в крахмалсодержащих продуктах является важным показателем, характеризующим глубину повреждения нативной структуры крахмала в процессе переработки сырья: в мукомольной промышленности – степень механического повреждения крахмала в процессе размола зерна: в крупяной и комбикормовой – степень  деструкции крахмала в процессе гидротермической обработки зерна; в крахмало-паточной – глубину  гидролиза крахмала и т. д. 
Метод М.П. Попова и Е.Ф. Шаненко предложен для определения декстринов в объектах крупяной и комбикормовой, мукомольной и хлебопекарной промышленности. Содержание декстринов в растворе вычисляют по эмпирической формуле:

Где СD - концентрация декстринов в растворе, мг/мл; D670 и D540 - оптические плотности раствора при длине волны 670 и 540 нм.
Масса декстринов в навеске продукта:

Где mD – масса декстринов, мг; CD – концентрация декстринов в растворе мг/мл; V – объем воды взятой для экстрагирования, мл.
Массовая доля декстринов в навеске продукта:

Где  w – массовая доля декстринов в навеске; mD – масса декстринов, мг; mH – масса навески, мг.
Массовая доля декстринов в пересчете на сухие вещества:

Где  wсух – массовая доля декстринов в навеске с учетом влажности; mD – масса декстринов, мг; mH – масса навески, мг; W – массовая доля влаги в исследуемом продукте.
Порядок выполнения работы
10-15 г зерна измельчают на лабораторной мельнице, 2 г продукта (проход через сито 1 мм) взвешивают с погрешностью до 0,01г, количественно переносят в стакан механической мешалки, добавляют 200 см3 дистиллированной воды и экстрагируют в  течение 5 мин. при интенсивном перемешивании (3000 с-1). Смесь фильтруют. В фильтрате определяют содержание декстринов. Для этого в химический стакан вместимостью 50 см3 переносят пипеткой 5 см3 фильтрата, добавляют 5 см3 0,005 н. раствора йода и определяют оптическую плотность полученного раствора на спектрофотометре СФ-4А или на  фотоэлектроколориметре ФЭК- 56М при длинах волн 670 нм и 540 нм (соответственно светофильтр № 9 и № 6 на ФЭК- 56М и кювета с толщиной слоя раствора 5 мм).
В выводе записать массовую долю декстринов в исследуемом продукте  в пересчете на сухие вещества.
Контрольные вопросы
1. Что такое декстрины? Опишите их строение и свойства.
2. Сравните растворимость в воде декстринов и крахмала.
3. Как содержание декстринов в пищевых продуктах связано с их качеством?
4. В каких технологических процессах при обработке или хранении крахмалосодержащего пищевого сырья образуются декстрины?

Лабораторная работа № 13
[bookmark: _Toc71027515]Фотоколориметрический метод определения редуцирующих сахаров 
В производстве карамели, помадных конфет, халвы, мармелада решающую роль играет регулирование содержания редуцирующих сахаров в полуфабрикатах (сиропы, карамельная, мармеладная и помадная массы). При недостатке редуцирующих веществ может произойти засахаривание (кристаллизация) массы, а их избыток снижает товарные качества продукции.
Феррицианидный (колориметрический) метод
Суть метода. Метод основан на окислении карбонильных групп редуцирующих сахаров щелочным раствором феррицианида (красной кровяной соли). Существует две разновидности этого метода титрометрический и фотоэлектроколориметрический.
К определенному объему анализируемого раствора добавляют точно измеренный избыток щелочного раствора феррицианида и после реакции окисления редуцирующего сахара измеряют величину светопоглощения продуктов реакции. Практически измеряется светопоглощение излишка щелочного раствора феррицианида. Чем меньше в исследуемом растворе присутствует редуцирующих сахаров, тем больше останется непрореагировавшего феррицианида и тем больше значение оптической плотности. 
Этим методом можно определять количество редуцирующих веществ (в присутствии сахарозы) и общего сахара (с проведением инверсии) во всех кондитерских изделиях и полуфабрикатах.
Для анализа содержания редуцирующих веществ в кондитерских изделиях и полуфабрикатах приготавливается раствор исследуемого изделия и осаждаются мешающие определению вещества (несахара).
Цель работы: освоить методику фотоэлектроколориметрического способа количественного определения редуцирующих веществ в сахаристых кондитерских изделиях.
Массовая доля редуцирующего сахара определяется в следующих образцах: 
1-й вариант – леденцовая карамель; 
2-й вариант – помадный корпус конфет; 
3-й вариант – мармелад; 
4-й вариант – зефир.
Оборудование, посуда, и реактивы: баня водяная; весы лабораторные; плитка электрическая; эксикатор; термометр; таймер; бумага фильтровальная; фотоэлектроколориметр или спектрофотометр, обеспечивающий возможность измерений в интервале длин волн 315-630 нм; бюретки вместимостью 25 и 50 см3; колбы конические вместимостью 100 и 250 см3; колбы мерные вместимостью 100 и 250 см3; ступка; пестик; воронка; стаканы химические вместимостью 200 и 500 см3; цилиндры мерные вместимостью 100 см3; пипетки на 5, 10, 25 см3; щелочной раствор феррицианида (калия железосинеродистого, красной кровяной соли); 1 н. раствор гидроксида натрия или калия, 1 н. раствор сернокислого цинка; стандартный раствор глюкозы; дистиллированная вода; проба продукта.
Приготовление растворов:
1. 1 н. раствор сернокислого цинка (ZnSO4 ∙ 7H2O): 145 г сернокислого   цинка   помещают в химический стакан,   растворяют в 600-700 см3 воды, переливают раствор в мерную колбу вместимостью 1 дм3 и  доводят объем водой до метки. 
2. Щелочной раствор феррицианида: 8 г железосинеродистого калия растворяют в небольшом (100-200 см3) количестве воды, отдельно растворяют примерно в таком же количестве воды 28 г гидроксида калия или 20 г гидроксида натрия, оба раствора сливают в мерную колбу вместимостью 1000 см3 и доводят объем до метки водой. 
После этого раствор сливают в склянку из темного стекла, где его можно хранить в течение двух месяцев. Применяют полученный раствор не ранее чем через сутки после приготовления. 
3. Стандартный раствор глюкозы: взвешивают 0,8 г безводной глюкозы, которая перед этим либо была подсушена в сушильном шкафу при 100 оС, либо в течение 3 сут. хранилась в эксикаторе над прокаленным хлоридом кальция, навеску помещают в стакан, растворяют в небольшом (150-200 см3) количестве воды, тщательно перемешивают до полного растворения, переносят раствор в мерную колбу вместимостью 500 см3 и доводят объем до метки водой. Концентрация глюкозы в растворе составляет 0,0016 г/см3.
Подготовка к анализу (построение калибровочного графика) Берут шесть конических колб вместимостью 250 см3 и вносят во все колбы по 25 см3 щелочного раствора феррицианида, а затем разные количества стандартного раствора глюкозы: 7,0; 7,5; 8,0; 8,5; 9,0; и 9,5 см3. К содержимому колб добавляют, соответственно: 9,0; 8,5; 8,0; 7,5; 7,0 и 6,5 см3 воды. Общий объем раствора в каждой из колб составит при этом 41 см3. После этого нагревают растворы до кипения и кипятят ровно 1 мин, а затем охлаждают и измеряют оптическую плотность при длине волны 440 нм. Для каждой пробы делается не менее трех измерений, из которых рассчитывают среднее арифметическое. 
На основании  полученных данных строят калибровочный график, откладывая по оси абсцисс – массу глюкозы (в миллиграммах) в исследуемых пробах, а по оси ординат – соответствующие ей величины оптической плотности. 
Ход определения.
Оптимальную массу навески изделия  рассчитывают  по  формуле 
                                          (6.1)
где g – оптимальная концентрация редуцирующих веществ в растворе навески при определении данным методом, г/см3; 
V – объем мерной колбы, используемой для растворения навески, см3; 
Р – предполагаемая массовая доля редуцирующих веществ в исследуемом изделии, % (табл. 6.1).
При расчете массы навески изделия необходимо учитывать, что удобный для растворения навески объем — 250 см3, оптимальная для данного метода концентрация редуцирующих веществ в растворе навески — 0,002 г. Таким образом, формула (6.1) приобретает следующий вид:
         (6.2)
Таблица 6.1 Предполагаемая массовая доля редуцирующих веществ в кондитерском изделии
	Наименование изделий
	Предполагаемая массовая доля редуцирующих веществ, %

	Карамельная  масса  и  леденцовая  карамель
	23

	Желейно-фруктовые  корпуса  конфет
	50

	Помадная  масса
	12

	Мармелад  фруктово-ягодный формовой
	32

	Мармелад  желейный 
	25

	Пастила  и  зефир 
	14



Навеску измельченной пробы помещают в стакан, добавляют 100 см3 воды, нагретой до 60 оС, тщательно размешивают содержимое, помещают стакан в водяную баню, нагретую до той же температуры, и выдерживают в течение 15 мин. 
После охлаждения раствора осаждают несахара. Для этого в стакан с растворенной навеской добавляют 10 см3 раствора серно-кислого цинка и 10 см3 1 н. раствора NaOH, тщательно перемешивают и переносят в мерную колбу вместимостью 250 см3, смывая нерастворившиеся частицы водой. Содержимое колбы взбалтывают, доводят объем раствора до метки водой и фильтруют через бумажный фильтр в сухую колбу. 10 см3 полученного фильтрата помещают в коническую колбу вместимостью 100 см3, добавляют 25 см3 щелочного раствора феррицианида и 6 см3 воды, перемешивают, нагревают содержимое колбы до кипения и кипятят ровно 1 мин. После охлаждения раствора до комнатной температуры измеряют его оптическую плотность в тех же условиях, что и при построении калибровочного графика (см. раз-ел «Подготовка к работе»).
Обработка результатов Установив с помощью калибровочного графика содержание глюкозы (в миллиграммах) в исследуемой пробе, рассчитывают массовую долю редуцирующих веществ Z, выраженную   в процентах:
                             (6.3)
где m – масса навески, г; 
m1 – масса глюкозы в пробе, установленная по калибровочному графику, мг; 
V – первоначальный объем исследуемого раствора навески (перед фильтрованием после осаждения несахаров), см3; 
V1 – объем исследуемого раствора, взятый для реакции с феррицианидом, см3; 
1000 – коэффициент пересчета содержания глюкозы из миллиграммов в граммы; 
K – поправочный коэффициент, определяемый по табл. 6.2.
Таблица 6.2 Значение поправочного коэффициента в зависимости от соотношения содержания редуцирующих веществ и общего сахара в изделии 

	Отношение содержания редуцирующих веществ и общего сахара, %
	Поправочный коэффициент K


	5-10
	0,91

	10-15
	0,93

	15-20
	0,94

	20-30
	0,95

	30-40
	0,97

	40-60
	0,98


Результаты параллельных определений округляют до второго десятичного знака, окончательный результат  до первого десятичного знака. Среднее арифметическое значение двух параллельных определений принимают за окончательный результат анализа.
Запись в лабораторном журнале
Масса навески продукта……………………………………...г
Первоначальный объем раствора исследуемого изделия... см3
Объем исследуемого раствора, взятый для реакции с феррицианидом………….……..………………….см3
 Оптическая плотность………………………………………..
Содержание глюкозы в растворе (по калибровочному графику)….……………………………мг
Поправочный коэффициент………………………………….
Массовая доля редуцирующих веществ…………………….% 

Контрольные вопросы
1. Какие сахара относятся к редуцирующим? Значение этих сахаров. 
2. Какими методами определяют содержание редуцирующих веществ?
3. Чем отличаются методы определения общего сахара и реду-цирующих веществ? 
4. На чем основан феррицианидный метод определения сахаров? 
5. С какой целью строится калибровочный график?

Лабораторная работа № 14
[bookmark: _Toc71027516]Определение массовой доли крахмала поляриметрическим методом 
Поляриметрический метод основан на измерении угла поворота плоскости поляризации луча света, прошедшего через оптически активную среду. Поляризованный луч в отличие от естественного может колебаться только в одной плоскости. Плоскость, перпендикулярная плоскости колебания луча, называется плоскостью поляризации.
Оптической активностью обладают органические соединения, имеющие в молекулах асимметричные атомы углерода: аминокислоты, углеводы, органические кислоты и др. Оптически активные вещества в зависимости от направления производимого ими вращения называют правовращающими (сахароза, глюкоза, мальтоза) и левовращающими (фруктоза).
Угол вращения плоскости поляризации  пропорционален длине пути света в активной среде, а также концентрации оптически активного вещества.
Для каждого оптически активного вещества важной характеристикой является удельная вращательная способность. Удельное вращение αD20 – это угол поворота плоскости поляризации при прохождении луча через слой раствора толщиной 1 дм при концентрации раствора, равной 100 г вещества в 100 см3. Зная удельное вращение исследуемого вещества, толщину слоя раствора L и определив угол α поворота плоскости поляризации , можно найти концентрацию раствора (г/100 см3):
                                                     (3.1)
Приборы, с помощью которых измеряют величину угла вращения плоскости поляризации света, называются поляриметрами.
Поляриметр СМ-3
Конструктивно поляриметр состоит из следующих основных частей: корпуса; головки анализатора с линейным поляризатором; основания; крышки и прилагаемых кювет. На цилиндрическом зубчатом колесе закреплен лимб, имеющий 360-градусную круговую шкалу с ценой деления 0,5о. На корпусе закреплены нониусы отсчетных устройств, каждый нониус имеет 25 делений. Величина отсчета по нониусу 0,02 о. 
Трубки (кюветы) имеют длину 100 и 200 мм. 
Поляриметр портативный П-160М
Прибор состоит из следующих основных сборочных единиц: головки анализатора; поляризационного устройства; соединительной трубки с зеркалом; трубки для растворов; кронштейна.
Свет (дневной или от матовой электрической лампочки мощностью не менее 40 Вт) направляется в узел поляризатора с помощью зеркала прибора. Осветительная лампа должна располагаться на расстоянии 10-15  см от прибора.
На шкале лимба вправо и влево от нуля нанесено 20 делений. 
Цена деления лимба 1о. В плоскости лимба на подвижной втулке имеется два нониуса – левый и правый. Каждый нониус разделен на 10 делений. Минимальное значение величины отсчета по нониусу  0,1 о.
Трубка для растворов имеет длину 95,04 мм.
Принцип действия поляриметра
Основными частями любого поляриметра являются две последовательно расположенные призмы Николя. Первая призма (поляризатор) поляризует естественный свет, вторая (анализатор)  фиксирует отклонение плоскости поляризации, производимое оптически активным веществом, помещенным между ними.
В поляриметре применен принцип уравнивания яркости разделенного на части поля зрения. Разделение поля зрения на части осуществлено введением в оптическую систему поляриметра хроматической фазовой пластинки. Яркость полей сравнения уравнивают вблизи полного затемнения поля зрения.
Свет от лампы, пройдя через конденсатор и поляризатор, одной частью пучка проходит через хроматическую фазовую пластинку, защитное стекло, кювету и анализатор, а другой частью пучка только через защитное стекло, кювету и анализатор.
Уравнивание яркости  полей сравнения производят путем вращения анализатора.
Если между анализатором и поляризатором ввести кювету с оптически активным раствором, то равенство яркости полей сравнения нарушается. Оно может быть восстановлено поворотом анализатора на угол, равный углу поворота плоскости поляризации раствором.
Следовательно, разностью двух отсчетов, соответствующих равенству яркости полей сравнения с оптически активным раствором и без него, определяется угол вращения плоскости поляризации данным раствором.
При измерении на поляриметре угла вращения плоскости поляризации правовращающими оптически активными растворами отсчеты по шкале первого отсчетного устройства и лимбу будут составлять от 0o до 35 o; при измерении левовращающими оптически ак-тивными растворами  от 360 o до 325 o. Величина угла вращения определяется по отсчету по шкале первого отсчетного устройства и лимбу минус 360 o.
Порядок работы на поляриметре
Чистка кювет и наполнение их исследуемым раствором 
Перед началом измерений трубку (кювету) необходимо тщательно прочистить. С этой целью через трубку кюветы нужно протолкнуть пробку из фильтровальной бумаги, пропитанной спиртом. 
Покровные стекла протереть салфеткой, смоченной в спирте. 
Перед наполнением кюветы раствором на один конец трубки положить покровное стекло и резиновую прокладку, прижать втулкой и затянуть гайкой.
Наполнять кюветы раствором до тех пор, пока на верхнем конце кюветы не появится выпуклый мениск. Этот мениск сдвинуть в сторону при помощи покровного стекла. Затем на покровное стекло положить резиновую прокладку, прижать втулкой и затянуть гайкой. 
Гайку необходимо затягивать не слишком туго, чтобы не было натяжений в покровных стеклах, но  так, чтобы кювета не подтекала. 
После наполнения кюветы исследуемым раствором покровные стекла с наружной стороны тщательно протереть мягкой салфеткой.
В кювете не должно оставаться воздушных пузырьков.
Определение угла вращения плоскости поляризации оптически активным раствором Определение нулевого отсчета производят с кюветой, наполненной дистиллированной водой. Вращением втулки наблюдательной трубки установить окуляр по глазу на резкое изображение линии раздела полей сравнения. После этого, вращая ручку, повернуть анaлизатор и добиться равенства яркости полей сравнения в чувствительном положении. Чувствительное положение анализатора характеризуется следующим: во-первых, части поля уравнены при минимальной яркости; во-вторых, незначительное вращение анализатора вызывает резкое нарушение равенства яркости различных частей поля.
Установку на равномерную яркость полей с равнения  повторить пять раз со снятием отсчетов по шкале лимба и нониуса. Средняя величина из пяти отсчетов является нулевым отсчетом прибора.
Оптически активные растворы, подлежащие исследованию, должны быть прозрачными, не должны иметь взвешенных частиц. 
Для определения угла вращения плоскости поляризации трубку (кювету) с исследуемым раствором поместить в кюветное отделение поляриметра и закрыть крышкой. Затем необходимо втулкой установить  окуляр наблюдательной трубки по глазу на резкое изображение линии раздела полей сравнения, плавным и медленным поворотом анализатора установить равенство яркости полей сравнения и снять отсчет. 
Снятие показаний. 
Отсчет на поляриметре СМ-3. Сначала необходимо определить, на сколько градусов повернута шкала лимба по отношению к шкале первого отсчетного устройства; затем по штрихам первого и второго отсчетных устройств, совпадающим со штрихами шкалы лимба, отсчитать доли градуса.
Величина отсчета по нониусу 0,02 o.
Оцифровка отсчетного устройства «10» соответствует 0,10 o; оцифровка «20» соответствует 0,20 o и т. д. 
К числу градусов, взятых по шкале лимба первого отсчетного устройства, нужно прибавить средний арифметический отсчет по шкалам первого и второго отсчетных устройств. Делают пять таких наводок и определяют среднее арифметическое. Из полученного среднего арифметического отсчета вычитают нулевой отсчет.
Отсчет на поляриметре П-160М. Сначала нужно посмотреть, на сколько полных градусов повернут нуль нониуса по отношению к лимбу; подсчитать число делений от нуля нониуса до штриха нониуса, совпадающего с градусным штрихом лимба, и умножить полученное число делений на 0,1 o. К числу градусов, взятых по лимбу, прибавляют отсчет по нониусу.
Пример. При определении нулевого положения с кюветой, наполненной дистиллированной водой, был получен результат 0,06 o, а после ввода кюветы, наполненной исследуемым раствором, получен отсчет 3,56 o. Разность в отсчетах между конечной и начальной установками угла вращения плоскости поляризации исследуемого раствора  3,56 o - 0,06 o = 3,50 o.
Определение массовой доли крахмала
Основными видами крахмалсодержащего сырья являются картофель, зерно и продукты его переработки (крупа, мука). Содержание крахмала в зерне злаков составляет 40 - 80 % сухой массы.
Крахмал при кислотном гидролизе образует глюкозу, поэтому большинство методов количественного определения крахмала основывается на определении ее оптической активности.
Для определения содержания крахмала в растительном сырье этими методами необходимо предварительно перевести его в растворимое состояние и гидролизовать, что достигается обработкой исследуемого объекта соляной кислотой или хлоридом кальция. Для удаления сопутствующих веществ, мешающих определению (в основном белков), и для осветления полученного гидролизата раствор обрабатывают реактивомо-садителем: фосфорно-вольфрамовой или пикриновой кислотой, молибдатом аммония или реактивом Карреза (растворы солей гексацианоферрата (II) калия и сульфата цинка). Прозрачный раствор поляриметрируют.
Метод Эверса – основной, стандартный метод определения массовой доли крахмала при оценке качества зерна и продуктов его переработки.
Цель работы: приобретение навыков работы на поляриметре и освоение методики определения содержания крахмала.
В данной лабораторной работе массовая доля крахмала определяется в следующих образцах: 
1-й вариант – в пшеничной муке;
2-й вариант – в ржаной муке; 
3-й вариант – в картофельном крахмале; 
4-й вариант – в измельченном зерне.
Аппаратура, материалы и реактивы: весы лабораторные 2-го и 3-го классов точности; поляриметр; секундомер (таймер); термометр; электроплитка; баня водяная; колба мерная на 100 см3; колба коническая; пипетка на 50 см3; бюретка на 25 см3; воронка; цилиндр мерный на 10 и 50 см3; 0,31 н. раствор соляной кислоты (1,124 %-й раствор); 25 %-й раствор соляной кислоты; 2,5 %-й раствор молибдата аммония; дистиллированная вода; фильтровальная бумага; проба продукта.
Техника определения В сухую мерную колбу вместимостью 100 см3 вносят из бюретки 25 см3 0,31 н. раствора HCl и добавляют через воронку при постоянном перемешивании (взбалтывании) навеску исследуемого продукта (муки, измельченного зерна, крупы) массой 5 г, взвешенную с погрешностью ± 0,01 г. Когда материал будет полностью суспендирован, промывают воронку и горлышко колбы новой порцией (25 см3) той же кислоты. Колбу при постоянном перемешивании опускают в кипящую водяную баню и взбалтывают в течение 3 мин (по секундомеру), нагрев на бане продолжают еще 12 мин. По истечении 15 мин с момента погружения колбы в баню ее вынимают, вливают цилиндром 40 см3 холодной дистиллированной воды и быстро охлаждают под краном до 20 oС.
Для осаждения белков и осветления раствора в колбу приливают цилиндром реактив-осадитель – 6 см3 раствора молибдата аммония. Через 5 мин содержимое колбы доводят дистиллированной водой до метки, взбалтывают и фильтруют через складчатый фильтр в сухую колбу. Первые порции фильтрата (до 10 см3) не используют. Прозрачным фильтратом с температурой 20 oС наполняют поляризационную трубку и измеряют угол вращения плоскости поляризации на поляриметре. Это необходимо делать быстро, чтобы раствор не успел потемнеть.
Параллельно проводят контрольный опыт для внесения поправки на оптически активные водорастворимые вещества, не осаждаемые реактивами-осадителями и находящиеся в растворе (преимущественно углеводы).
Контрольный опыт. Отвешивают 5 г продукта, переносят в мерную колбу вмести-мостью 100 см3, добавляют цилиндром 70 см3 воды и взбалтывают в течение 15 мин. Затем омывают горлышко колбы 10 см3 дистиллированной воды, осветляют реактивом-осадителем, используемым в основном опыте. Взбалтывают в течение 5 мин, доводят содержимое колбы до метки дистиллированной водой, перемешивают и фильтруют. Отбирают пипеткой 50 см3 фильтрата, переносят в мерную колбу на 100 см3, добавляют 2 см3 25 %-го раствора HCl, выдерживают 15 мин на кипящей водяной бане, охлаждают до 20oС и поляризуют.
Обработка результатов Содержание крахмала рассчитывают по формуле:
              (3)
где С – массовая доля крахмала, % на сухие вещества; 
αоп – величина угла поворота плоскости поляризации, полученная оптически активными веществами в основном опыте, градус поляриметра; 
αк –величина угла поворота плоскости поляризации, осуществляемая водорастворимыми оптически активными веществами (не крахмалом) в контрольном опыте, градус поляриметра; 
(αоп – αк)  величина угла поворота плоскости поляризации, полученная растворенным крахмалом навески, градус поляриметра; 
αD20 удельная вращательная способность крахмала исследуемого продукта,  градус поляриметра; 
m – масса продукта, взятого для анализа, г; 
l – длина поляризационной трубки, мм; 
W – массовая доля влаги исследуемого продукта, %.
При взятой для анализа навеске массой m = 5 г и длине поляризационной трубки l = 2 дм формула приобретает вид:
                        (3.3)
где F – коэффициент Эверса, равный 1000/ αD20.
Обычно при расчете массовой доли крахмала пользуются таблицей, в которой даны величины удельной вращательной способности αD20 и коэффициента Эверса F для основных видов крахмала (табл. 3.1).
Таблица 3.1
	Крахмал
	αD20
	F

	Рисовый
	185,9
	1,886

	Пшеничный
	182,7
	1,898

	Кукурузный
	184,6
	1,879

	Картофельный
	194,5
	1,7752

	Ржаной 
	184,0
	1,885

	Ячменный
	181,5
	1,912

	Овсяный
	181,3
	1,914



Запись в лабораторном журнале
Величина угла поворота плоскости поляризации в основном опыте………………………………………………………………….. ° 
Величина угла поворота плоскости поляризации, полученная в контрольном опыте………………………………………………… ° 
Величина угла поворота плоскости поляризации, полученная растворенным крахмалом навески…………………………………. °
Коэффициент Эверса  (F)……………………………………
Массовая доля влаги в исследуемом продукте (W)…………. % 

Контрольные вопросы
1. В чем суть поляриметрического метода? 
2. Что такое удельная вращательная способность? 
3. Как снять показания с поляриметра? 
4. Какой принцип определения содержания крахмала положен в основу поляриметрического метода? 
5. Что называют коэффициентом Эверса? 
6. Для чего необходимы реактивы-осадители?

Лабораторная работа № 15
[bookmark: _Toc71027517]Определение пектиновых веществ по пектату кальция
Пектиновые вещества широко распространены в растениях. Они входят в состав клеточных стенок, склеивают соседние клетки между собой. Это коллоидные вещества, одним из характерных свойств которых является студнеобразующая способность.
Пектиновые вещества являются производными углеводов. Это высокомолекулярные полимерные соединения. В отличие от углеводов обладают кислотными свойствами вследствие присутствия в них галактуроновой кислоты.
Главным компонентом молекулы пектина является галактуроновая кислота.
Пектиновые вещества состоят из большого числа остатков галактуроновой кислоты, связанных между собой глюкозидной связью. 
Большая часть карбоксильных групп этих остатков этерифицирована метилом.
В клеточных стенках пектин находится в соединении с целлюлозой и ионами металлов, образуя нерастворимый в воде протопектин. В зрелых плодах и овощах часть пектина находится в растворимом состоянии в клеточном соке. 
Протопектин можно перевести в раствор, прокипятив со слабой кислотой, в результате чего он гидролизуется, образуя растворимый пектин. Под действием щелочи или фермента пектиназы из пектина получается пектиновая кислота. Ее кальциевая и магниевая соли входят в состав срединных межклеточных пластинок.
Метод основан на переведении различных пектиновых веществ в раствор, превращении их в пектиновую кислоту, осаждении последней в виде кальциевой соли и учета ее весовым способом.
Реактивы 
1) 0,03 н. раствор соляной кислоты; 
2) 1%-й раствор лимоннокислого аммония; 
3) 0,4%-й раствор едкого натра; 
4) 6%-й раствор уксусной кислоты; 
5) 0,5 и 11,1%-ные растворы хлористого кальция.
Ход работы 
Навеску свежего материала в 25 г тщательно растирают в ступке до однородной массы, переносят в коническую колбу, заливают 100 мл воды, нагретой до 45°С, и держат при этой температуре 30 мин на водяной бане. 
Затем колбу закрывают пробкой и взбалтывают 15–20 мин на электрокачалке. 
Через 20 мин жидкость фильтруют через бумажный складчатый фильтр в мерную колбу на 250 мл. Осадок в колбе заливают водой (75 мл), получают второй экстракт и в третий раз заливают водой 50–60 мл. все экстракты, соединенные в мерной колбе, доводят до черты. Если раствор мутный, его еще раз фильтруют.
Таким образом, получается первая вытяжка водорастворимых пектинов (1).
Затем в коническую колбу с осадком приливают 50 мл 0,3 н. раствора соляной кислоты. Колбу закрывают пробкой с обратным холодильником и помещают на 30 мин в кипящую водяную баню. После этого фильтруют через складчатый фильтр в мерную колбу на 500 мл, осадок несколько раз промывают на фильтре горячей водой, сливая в ту же колбу. Фильтр вместе с осадком переносят в экстракционную колбу, заливают 50–70 мл 1%-го раствора лимоннокислого аммония, помещают в кипящую баню на 30 мин. фильтруют в ту же мерную колбу, промывают горячей водой, охлаждают, доводят смесь до метки. Получается вытяжка, содержащая нерастворимый в воде протопектин и пектиновую кислоту (2).
В дальнейшем весь ход анализа в обеих вытяжках совершенно одинаков и производится следующим образом.
Омыляют пектиновые вещества. Для этого к 50 или 100 мл первой вытяжки прибавляют равный объем (50 или 100 мл) 0,4%-го раствора едкого натра и оставляют на ночь при комнатной температуре. Утром раствор подкисляют тем же объемом (50 или 100 мл) нормальной уксусной кислоты и осаждают пектиновую кислоту 50 или 100 мл 11,1%-го раствора хлористого кальция. Полученный осадок пектата кальция отфильтровывают через заранее высушенный до постоянного веса фильтр. Затем осадок на фильтре промывают холодной дистиллированной водой для освобождения от хлористого кальция (проверка по реакции на хлор с азотнокислым серебром). После этого промывают несколько раз горячей водой для удаления солей. Фильтр с осадком переносят в бюкс и сушат до постоянного веса при 100–105ºС. Вес осадка (разница между весом фильтра с осадком и без него) умножают на 0,9235 (для перевода на пектиновую кислоту). Учитывают разбавление и вычисляют процентное содержание пектина (вес осадка не должен превышать 0,03 г).
Со второй вытяжкой протопектина поступают так же, с той лишь разницей, что ее нейтрализуют едким натром до прибавления щелочи, необходимой для омыления.
Пример расчета. Навеска сырой моркови 25 г, вытяжка доведена до 250 мл, вес осадка пектата кальция 0,028 г. 
В 50 мл содержится 0,028 г, 
в 250 мл  ─ х г.
0,1405
=0,1405 г.
в навеске 25 г содержится 0,1405 г пектата кальция, или 0,562 % на сырое вещество. 
При перерасчете на сухой вес (при содержании сухого вещества 11,8 %) это даст 11,8:0,562=100:х, х=4,59 %. Для перевода пектата кальция на пектиновую кислоту: 4,59·0,9235=4,24 %.
Вытяжка протопектина доведена до 250 мл и из нее 25 мл. Осадок составляет 0,0281 г, т.е. в навеске 25 г содержится 0,281 г или 1,12 % на сырое вещество, на сухое 11,8:1,12=100:х, х=9,53 % или 9,53·0,9235=8,80 % протопектина. 
Общее количество пектиновых веществ составит 4,24+8,80= 13,04 % на сухую массу.
Контрольные вопросы
1. Опишите строение пектиновых веществ. 
2. Напишите структурную формулу полигалактуроновой кислоты.
3. Охарактеризуйте строение пектата кальция.
4. Опишите основные стадии гравиметрического метода определения пектиновых веществ в пищевых продуктах и сырье.

Лабораторная работа № 16
[bookmark: _Toc71027518]Определение физико-химических показателей качества лимонной кислоты
Пищевые кислоты применяют при производстве безалкогольных напитков, кондитерских изделий, пищеконцентратов, а также в медицине, текстильном производстве и т. д. В пищевой промышленности используют, в основном, лимонную, винную, молочную, яблочную кислоты.
Пищевую лимонную кислоту получают сбраживанием сахаросодержащего сырья грибом Aspergillus niger. Практически в качестве такого сырья используют мелассу свеклосахарных заводов.
Лимонная кислота является трехосновной четырехатомной оксикислотой. Она кристаллизуется из водных растворов с одной молекулой воды.
Физические свойства ангидрида и моногидрата лимонной кислоты приведены в таблице:

Таблица 1. Физические свойства лимонной кислоты
	Показатели
	Ангидрид
	Моногидрат

	Формула
	H3C6H5O7
	H3C6H5O7H2O

	Молекулярная масса
	192,12
	210,14

	Плотность, кг/м3
	1665
	1542

	Температура плавления, oС
	153
	70–75

	Растворимость при температуре 25oС (г/100 см3 воды)
	161,8
	208,6



В зависимости от качества лимонная кислота выпускается в виде моногидрата трех сортов: экстра, высший и 1-й.
Лимонную кислоту следует хранить в закрытом помещении на деревянных стеллажах или поддонах. Относительная влажность воздуха в складе должна быть не выше 70 %. Гарантийный срок хранения лимонной кислоты 6 мес. со дня изготовления. Если лимонная кислота упакована в ящики из гофрированного картона с вкладышем из подпергамента, то срок ее хранения три месяца.
 По органолептическим показателям к лимонной кислоте предъявляют следующие требования:
 – внешний вид: бесцветные кристаллы или белый порошок без комков. Для лимонной кислоты 1-го сорта допускается желтоватый оттенок. Двухпроцентный раствор в дистиллированной воде должен быть прозрачным и не содержать механических примесей; 
– вкус: кислый, без постороннего привкуса. Двухпроцентный раствор лимонной кислоты в дистиллированной воде не должен иметь запаха; 
– структура: сыпучая и сухая, на ощупь не липкая, без посторонних примесей; 
– по физико-химическим показателям лимонная кислота должна отвечать нормам.
Отбор проб для анализа. Пробы отбирают от отдельной партии. Под партией лимонной кислоты понимают определенное ее количество, изготовленное за одни сутки и оформленное одним документом о качестве. В партии для вскрытия выделяется 10 % мест (мешков, ящиков), но не менее 5 мест. Из каждого выделенного места мешочным щупом, погружая его в лимонную кислоту не менее чем на ¾ длины, из разных мест отбирают «точечные» пробы. Массовая доля точечной пробы должна быть не менее 100 г. Из точечных проб составляют объединенную пробу. Ее тщательно перемешивают и выделяют среднюю пробу массой не менее 600 г. Среднюю пробу делят на две равные части, одну из которых используют для анализа, а вторую, если необходимо, помещают в чистую сухую стеклянную банку с хорошо пригнанной пробкой или крышкой или засыпают в полиэтиленовый мешочек и герметически закрывают.

Порядок выполнения работы
1. Определение массовой доли лимонной кислоты 
Метод основан на нейтрализации лимонной кислоты 1 н. раствором гидроксида натрия в присутствии фенолфталеина.
Материалы и реактивы: Лимонная кислота, 1 н. раствор натрия гидроксида, 1 %-й спиртовой раствор  фенолфталеина. 
Порядок проведения анализа 
Из средней пробы лимонной кислоты в сухой стаканчик отвешивают навеску массой около 2 г с точностью до ±0,0002 г. 
Навеску переносят в коническую колбу вместимостью 250 см3, растворяя  в 50 см3 воды, и титруют 1 н. раствором гидроксида натрия в присутствии фенолфталеина до слабо-розового окрашивания, не исчезающего в течение 1 мин.   
Массовую долю лимонной кислоты Л (%) вычисляют по формуле
[image: ]
где 0,07 – количество лимонной кислоты (моногидрата), соответствующее 1 см3 1 н. раствора гидроксида натрия, г;  
V – объем  1 н. раствора гидроксида натрия, пошедшего на титрование, см3 (V = 29–30 см3); 
m – масса навески лимонной кислоты, г. 
Допустимые отклонения между параллельными определениями не должны превышать 0,2 %.

2. Определение цветности раствора лимонной кислоты
Основой метода является сравнение окраски раствора лимонной кислоты (концентрацией 60 г в 100 см3) с окраской водных растворов йодной шкалы (шкала растворов сравнения).
Материалы и реактивы: 
Лимонная кислота, йод, стандартный основной раствор йодной шкалы.
Порядок проведения анализа 
Сначала из основного раствора[footnoteRef:2] концентрацией йода 1 мг в 1 см3 готовится раствор  сравнения. Йодная шкала  формируется из основного раствора, смешанного с водой в различных соотношениях, при этом основной раствор отмеривается градуированной пипеткой или бюреткой с точностью до ±0,02 см3. Растворы сравнения готовят непосредственно перед анализом. [2:  	Для определения цветного числа готовят цветную шкалу разбавленных растворов йода, применяя пробирки из бесцветного стекла с внутренним диаметром 10 мм. При этом в бюксу отвешивают 0,26-0,27 г йода,  удвоенное количество йодида калия и растворяют примерно в 1 мл дистиллированной воды; раствор переносят в мерную колбу вместимостью 250 мл, доводят водой до метки и взбалтывают. 
	Концентрацию приготовленного раствора йода устанавливают титрованием 0,01 н раствором тиосульфата натрия в присутствии индикатора - 1 %-ного раствора крахмала. После установления титра к приготовленному раствору добавляют дистиллированную воду в таком количестве, чтобы в 100 мл этого раствора содержалось точно 100 мг йода.
	 Для приготовления серии разбавленных стандартных растворов цветной шкалы (эталонов) в пробирки наливают пипеткой концентрированный стандартный раствор йода и добавляют из бюретки дистиллированную воду в количестве, указанном в таблице 2.
] 

Соотношения основного раствора и  дистиллированной воды для приготовления растворов с определенным показателем цветности приведены в таблице 2.

Таблица 2. Йодная  шкала  сравнения
	Компонент шкалы
	Показатель цветности

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	Основной раствор, см3
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	Дистиллированная вода, см3
	99
	98
	97
	96
	95
	94
	93
	92
	91
	90
	89
	88



Готовят 12 растворов с показателем цветности от одного до двенадцати. При приготовлении смешивают основной раствор йода, используемый объем которого (в см3) численно равен показателю цветности, с дистиллированной водой. Причем общий объем при этом должен быть 100 см3.
Анализ можно выполнить двумя методами – визуальным и ин-струментальным на фотоэлектроколориметре (ФЭКе).

Фотоколориметрический метод 
Метод основан на измерении оптической плотности водного раствора лимонной кислоты концентрацией 60 г в 100 см3 и сравнении его со значением оптической плотности раствора йодной шкалы.
Для анализа используют ФЗК-60 или аппарат другой марки. 
Определению предшествует построение калибровочного графика.
Для этого в кювету прибора с рабочей длиной 50 мм помещают последовательно все растворы сравнения и определяют их оптическую плотность с синим светофильтром (на ФЭК-60, кювета № 3) – λ=400-450нм. 
В кювету сравнения наливают дистиллированную воду.
Калибровочную кривую строят, откладывая по оси абсцисс показатель цветности раствора сравнения (см. табл. 2), а по оси ординат – соответствующие им значения оптической плотности. 
Порядок выполнения анализа 
Значение оптической плотности фильтрованного исследуемого раствора лимонной кислоты (60 г в 100 мл) определяют на фотоэлектроколориметре. Для этого отфильтрованный раствор помещают в кювету с рабочей длиной 50 мм, в кювету сравнения – дистиллированную воду и измеряют оптическую плотность так же, как и для построения калибровочной кривой. По значению оптической плотности исследуемого раствора лимонной кислоты и калибровочному графику определяют показатель цветности.
Цвет кислоты выражают в целых единицах показателя цветности раствора йодной шкалы. 

В выводе к работе указать массовую долю лимонной кислоты в исследуемом образце и показатель цветность раствора исследуемого раствора (в целых единицах).
Контрольные вопросы:
1. Перечислите известные вам пищевые кислоты. Каковы их функции в пищевых продуктах?
2. Напишите структурную формулу лимонной кислоты. 
3. Запишите химическую реакцию, на которой основана методика определения массовой доли лимонной кислоты в исследуемом образце.
4. Какой индикатор используется в данной работе? Объясните выбор индикатора.

Лабораторная работа №17
[bookmark: _Toc71027519]Определение содержания нитратов в растительном сырье
Неорганический азот в растительном сырье в наибольшем количестве представлен в виде нитратов и нитритов, избыточное накопление которых наблюдается при неконтролируемом применении азотных удобрений.
Нитраты входят в группу азотных удобрений, наибольшее распространение среди которых получили калийная селитра (нитрат калия) KNO3, чилийская селитра (нитрат натрия) NaNO3, кальциевая селитра (нитрат кальция) Ca(NO3)2, аммиачная селитра (нитрат аммония) NH4NO3. Нитраты не оказывают токсического действия на растения, поэтому и при избыточном использовании азотных удобрений урожай будет получен. Нитраты являются естественным компонентом пищевых продуктов растительного происхождения. 
Однако количество нитратов в растительных продуктах определяется не только количеством вносимых азотных удобрений. Когда питание растений разбалансировано по азоту, калию, фосфору, микроэлементам или растениям не хватает воды и света, они аккумулируют большое количество нитратов. Некоторые пестициды, например гербицид 2,4-Д, усиливают накопление нитратов в 10–20 раз. Если овощи выращены без дополнительного внесения азотных удобрений, содержание в них нитратов будет примерно следующим (мг/кг): салат – 2900, капуста – 100, картофель – 20. При избытке азота в почве наибольшее количество нитратов (мг/кг) накапливается в шпинате (до 6900), свекле (до 5000), салате (до 4400), редисе (до 3500); наименьшее количество нитратов при таких условиях выращивания накапливается в томатах.
На концентрацию нитратов в растениях оказывают влияние сроки уборки урожая. Так, увеличение продолжительности вегетационного периода приводит к снижению содержания нитратов в овощах: в молодых растениях нитратов на 50–70 % больше, чем в зрелых. Кроме того, содержание нитратов возрастает ближе к корню. Например, в листьях белокочанной капусты нитратов на 60–70 % меньше, чем в кочерыге; в листьях салата их на 40–50 % меньше, чем в листовых черенках.16
Причиной повышенного содержания нитратов в овощах, выращенных под пленкой или в теплицах при большой загущенности посева, является недостаток света, поэтому овощи с повышенной склонностью аккумулировать нитраты не следует выращивать в затемненных местах. Недостаток воды и пониженные температуры оказывают аналогичное действие, приводя к увеличению количества нитратов в растительной продукции.
Таким образом, способность растений аккумулировать нитраты в значительной степени зависит от видов и сортов сельскохозяйственных культур, способов и условий их подкормки, состава почвы и других факторов.
До недавнего времени нитраты относили к малотоксичным веществам. Человек относительно легко переносит дозу в 150–200 мг нитратов в сутки, 500 мг считается предельно допустимой дозой, а 600 мг/сут – токсичная для взрослого человека доза.
Допустимая суточная доза (ДСД) нитратов для взрослого человека составляет от 300 до 325 мг.
Потенциальная токсичность нитратов, содержащихся в повышенной концентрации в пищевом сырье и продуктах питания, заключается в том, что они при определенных условиях могут окисляться до нитритов – солей азотистой кислоты, которые для человека являются ядами. В организме человека нитриты из нитратов образуются в пищеварительном тракте (ротовая полость, желудок, кишечник). 
Концентрация нитратов в слюне пропорциональна их количеству, потребляемому с пищей. Эта концентрация влияет на образование нитритов. Проникая вместе с пищей в слюну и тонкий кишечник, нитраты микробиологически восстанавливаются до нитритов, в результате в крови образуются нитрозил-ионы.
Цель работы: определить содержание нитратов в растительном материале с помощью ионометрического экспресс-метода определения нитратного азота (ГОСТ 34570-2019).
Метод основан на измерении ионоселективным электродом концентрации нитрат-иона NO3- в солевой суспензии 1 %-го раствора алюмокалиевых квасцов при соотношении 1 : 4 для сырого растительного материала.
Метод применяется для растительного сырья и продуктов, не содержащих хлоридов, а также для продуктов, в которых содержание хлоридов не превышает содержания нитратов более чем в 50 раз.
Реактивы и оборудование:
Растительное сырье (картофель, морковь, яблоки и др.), Ионоселективный электрод (нитратный) ЭМ-NO3-01, хлорсеребряный электрод сравнения ЭВЛ-1МЗ, гомогенизатор, стеклянные стаканчики на 50 мл, стеклянные цилиндры на 50 мл, алюмокалиевые квасцы 1 %-й раствор,  дистиллированная вода.
Ход работы:
Подготовка электродов к анализу. Ионоселективный электрод (нитратный) ЭМ-NO3-01 перед началом работы заполняют приэлектродным раствором 0,1 М по KNO3 и 0,005 М по KCl (10,11 г KNO3 и 0,37 г KCl растворяют дистиллированной водой в мерной колбе емкостью 1000 мл и доводят объем до метки). Новый электрод в течение суток выдерживают в 0,1 М растворе KNO3.
Прежде чем приступить к измерению, электрод помещают на 10 мин в дистиллированную воду, затем высушивают его фильтровальной бумагой и измеряют потенциал в трех растворах сравнения KNO3 (0,0001 М, 0,001 М и 0,01 М). Если характеристика электрода отличается от заданной, то электрод находится в нерабочем состоянии. В промежутках между работой нитратный мембранный электрод ЭМ-NO3-01 хранят в 0,1 М растворе KNO3. При длительном перерыве в работе (более двух дней) электрод хранят на воздухе.
Если нитратный ионоселективный электрод хранится в растворе сравнения, то ежедневно перед началом работы его следует помещать на 6–10 мин в дистиллированную воду. Если электрод хранится на воздухе, то его помещают на 30 мин в 0,1 М раствор KNO3. Затем электрод тщательно ополаскивают водой и промокают фильтровальной бумагой.
Хлорсеребряный электрод сравнения ЭВЛ-1МЗ в промежутке между работой хранят в дистиллированной воде.
Методика проведения анализа. Измельчить сырой растительный материал на терке.
В стеклянный стаканчик объемом 50 мл берут навеску растительного материала массой 12,5 г и переносят ее в стакан гомогенизатора, смывая остатки измельченного материала 1 %-м раствором алюмокалиевых квасцов (объем раствора алюмокалиевых квасцов составляет 50 мл), и гомогенизируют в течение 1 мин при 6000 об/мин.
При отсутствии гомогенизатора навеску растирают в ступке до однородной массы, переносят в плоскодонные колбы с притертыми крышками и перемешивают на встряхивателе в течение 3 мин.
Содержание нитратов в полученной суспензии определяют в трехкратном измерении. Для этого суспензию примерно в равных количествах разливают в 3 стеклянных стаканчика емкостью 50 мл.
В стаканчик с анализируемой суспензией помещают ионоселективный электрод (нитратный) вместе с хлорсеребряным электродом сравнения и снимают показания в  рС NO3.
Показания прибора считывают не ранее чем через 1 мин после прекращения дрейфа показания прибора.
Полученные значения рС NO3 переводят в мг/кг N–NO3.
По величине рС NO3 в исследуемых объектах находят содержание нитратного азота (мг/кг или мг/л) по формуле:
 				(1)
где X – содержание N–NO3 в анализируемом материале, мг/кг; 14 – атомная масса азота, г; V – объем экстрагирующего раствора, мл; m – навеска анализируемого материала, г; 103 – коэффициент перевода в мг; –pNO3 – отрицательный логарифм концентрации нитрат-иона

Полученные результаты заносят в таблицу.

Таблица 
Содержание нитратов в растительном сырье
	Исследуемые продукты
	№ пробы
	Показания,
рС NO3
	Содержание нитратного азота, мг/кг
	Xсреднее
	Хсреднее± ∆Х

	Картофель
	1
	
	
	
	

	
	2
	
	
	
	

	
	3
	
	
	
	

	Морковь
	1
	
	
	
	

	
	2
	
	
	
	

	
	3
	
	
	
	

	Яблоки
	1
	
	
	
	

	
	2
	
	
	
	

	
	3
	
	
	
	



При необходимости пересчета результатов на абсолютно сухое вещество пользуются формулой:

где   X1 – содержание N–NO3, мг/кг сухого вещества; X – содержание N–NO3 в анализируемом материале, мг/кг; W – влажность материала, %;       100 – коэффициент пересчета в %.
Допустимая точность измерения нитратным ионоселективным электродом 0,5 pNO3.
За окончательный результат анализа принимают среднее арифметическое результатов трех параллельных определений, допустимое рас-хождение между которыми по отношению к среднему арифметическому при P = 0,95 не должно превышать, %: 30 – при содержании нитратов до 200 мг/кг; 25 – при содержании нитратов от 200 мг/кг и выше.
Обработка результатов. Рассчитать среднее арифметическое значение содержания нитратов Хср в исследуемых образцах:

 			(1)
где n – число измерений. 
Найти среднее квадратичное отклонение результата измерения:
			(1)

Определить доверительный интервал ∆Х при вероятности α= 0,95:
			(1)
где tα,n – коэффициент Стьюдента (см. табл.).
	N
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	tα,n
	12,7
	4,3
	3,2
	2,8
	2,6
	2,4
	2,4
	2,3
	2,3


N – число измерений.
Округлить результаты определения содержания нитратов – Хср в соответствии с полученной величиной ∆Х и занести их значения в таблицу. 
Найти относительную погрешность измерения εx (%):

Контрольные вопросы
1. Источники нитратов в пищевых рационах. 
2. В чем заключается потенциальная токсичность нитратов? 
3. Какие дозы нитратов могут вызвать острое отравление и летальный исход? 
4. Каковы ДСД (допустимая суточная доза, мг на 1 кг массы тела) и ДСП (допустимое суточное потребление, мг на массу тела человека) нитратов? 
5. Механизм токсического действия нитратов на организм человека. 
6. Какие Вы знаете методы обнаружения и количественного определения нитратов в продуктах? 
7. Как готовят пробы для проведения таких исследований? 
8. В чем суть ионометрического метода определения нитрат-ионов?

Лабораторная работа № 18
[bookmark: _Toc71027520]Определение массовой доли влаги в пищевых продуктах
Показатель влажности (массовой доли влаги) является важнейшим для оценки качества сырья, полуфабрикатов и готовых изделий. Содержание влаги характеризует энергетическую ценность продукта, так как чем больше воды в единице массы продукта, тем меньше сухих веществ (белков, жиров, углеводов и др.).
Влажность продукта предопределяет условия и сроки его хранения, поскольку избыток влаги способствует развитию микроорганизмов (в том числе вызывающих гниение и плесневение) и ускоряет ферментативные и химические реакции.
Количество влаги в сырье влияет на технико-экономические показатели работы предприятий. В частности, увеличение массовой доли влаги муки на 1 % понижает выход хлеба на 1,5 %, а повышение влажности мякиша хлеба на 1 % приводит к повышению его выхода на 2–3 %.
Массовую долю влаги определяют прямыми и косвенными ме-тодами. К прямым методам относятся отгонка (дистилляция) воды из навески с применением высококипящих органических жидкостей и последующим определением объема перегнанной воды, а также химические методы, основанные на взаимодействии воды с определенным реагентом. Эти методы довольно громоздки, сложны и недостаточно точны. В отличие от прямых методов, в косвенных определяется не сама влага в анализируемом объекте, а показатель, функционально связанный с массовой долей влаги материала. К косвенным относят термогравиметрические (методы высушивания), физические (определение массовой доли сухих веществ по величине относительной плотности или рефрактометрически) и электрометрические (определение влажности по электропроводности) методы.
Наиболее распространенным среди косвенных методов является метод определения массовой доли влаги по сухому остатку. В этом случае количество влаги устанавливают по разнице массы навески до и после высушивания. Существует два основных способа высушивания, отличающихся режимами и продолжительностью сушки: 
· метод высушивания до постоянной массы; 
· ускоренный метод высушивания.
О влажности трудновысушиваемых продуктов (патоки, карамели, меда, повидла, подварок и т. п.) судят по сухим веществам, определяемым рефрактометрически.
Цель работы: освоить методики определения массовой доли влаги в пищевых продуктах.
Лабораторная работа выполняется по четырем вариантам: 1-й вариант – определение массовой доли влаги муки; 2-й вариант – определение массовой доли влаги солода; 3-й вариант – определение массовой доли влаги дрожжей; 4-й вариант – определение массовой доли влаги готовых изделий (хлеба, кексов, печенья).
Метод высушивания до постоянной массы
Приборы и материалы: средний образец продукта; аналитические весы; бюксы; сушильный шкаф; тигельные щипцы; эксикатор.
Ход определения. Для анализа необходима бюкса, высушенная в сушильном шкафу при температуре 100 – 105 °С до постоянной массы. В предварительно взвешенную бюксу помещают навеску измельченного вещества массой 3 5 г, взятую с погрешностью ±0,0002 г и высушивают в сушильном шкафу при 100 – 105 °С до тех пор, пока не установится постоянная масса остатка, т. е. пока два последующих взвешивания навески не покажут практически одинаковую массу. Результаты взвешивания округляют до тысячных долей грамма. 
Разница в массе между двумя последующими взвешиваниями должна быть не более 0,001 г. Первое взвешивание навески обычно проводят спустя 3 4 ч от начала сушки, а каждое последующее – через 1-2 ч в зависимости от свойств высушиваемого продукта. В ответственных случаях продукт сушат дважды. 
Расхождение между повторными определениями по этому методу должно лежать в пределах 1 % (относительного). Среднюю величину из двух повторных определений принимают за массовую долю влаги исследуемого объекта. При взвешивании бюксы с навеской крышка должна быть закрыта, высушивают объект при открытой крышке. Конец контактного термометра, который измеряет температуру в сушильном шкафу, должен находиться на уровне бюкс с навесками, его показания должны соответствовать заданной температуре.
Расчет массовой доли влаги и запись в лабораторном журнале даны в описании определения массовой доли влаги ускоренным методом высушивания.
Ускоренный метод высушивания
Приборы и материалы: средний образец продукта; аналитические весы; бюксы; сушильный шкаф; тигельные щипцы; эксикатор.
Ход определения В две заранее высушенные и тарированные бюксы помещают навески исследуемого образца массой по 5 г, взвешивают с точностью до 0,01 г. Навески в открытых бюксах с подложенными под дно крышками помещают в сушильный шкаф с температурой 130 С. Навески высушивают 50 мин, затем тигельными щипцами бюксы вынимают, закрывают крышками и охлаждают в эксикаторе не менее 20 мин и не более 2 ч. После охлаждения бюксы взвешивают с точностью до 0,01 г.
Обработка результатов/ Массовую долю влаги W рассчитывают по формуле 1:
                                                     (1)
где m – масса продукта до высушивания, г; 
m1 – масса продукта после высушивания, г.
Запись в лабораторном журнале
Масса пустой бюксы (a)…………………………………....................... г
Масса бюксы с навеской до высушивания (b)…………………........... г 
Масса образца (m = b-a)………………………………......................... г
Масса бюксы с навеской после высушивания (c)………...................... г
Масса высушенного образца (m1 = c-a)……………………………... г
Масса испарившейся влаги (m-m1)……………………………........... г 
Массовая доля влаги (W) ……………………………………………..... % 

Экспрессный метод высушивания
Приборы и материалы: аппарат конструкции Чижовой (или аналоги ВЧМ, ПИВИ-1, Кварц-21М, АПС-1, Элекс-7); пакеты из фильтровальной (или газетной) бумаги; средний образец продукта; эксикатор; аналитические весы.
Ход определения. При экспрессном методе высушивания используется прибор ВНИИХП-ВЧ конструкции Чижовой (или аналоги).
Пакетики (конвертики) из фильтровальной (или газетной) бумаги размером 16х16 см предварительно высушивают в приборе при температуре 160оС в течение 3 мин, охлаждают 1-2 мин в эксикаторе, взвешивают с точностью до 0,01 г. Навеску продукта массой 5 г равномерно распределяют по пакетику и помещают в аппарат при температуре 160 оС. Длительность высушивания зависит от влажности и свойств материала (табл. 1.1). 
Таблица 1.1 
	Наименование продукта
	Продолжительность высушивания, мин

	Мука
	3

	Солод
	10

	Дрожжи прессованные  
	7

	Готовые изделия  
	3



Высушенные пакеты с продуктом охлаждают 3 5 мин в эксикаторе и взвешивают на аналитических весах. Из-за гигроскопичности бумаги и навески взвешивать пакеты следует быстро.
По формуле (1.1) рассчитывают массовую долю влаги навески. 
Запись в лабораторном журнале
Масса пустой  бюксы (a)…………………………………....................... г
Масса пакета с навеской до высушивания (b)…………………............ г
Масса образца (m = b - a)…………………………................................. г
Масса пакета с навеской после высушивания (c)…………................... г
Масса высушенного образца (m1= c - a)………………………………. г
Масса испарившейся влаги (m - m1)……………………………............ г
Массовая доля влаги (W) ……………………………………………...... % 

Для каждого метода рассчитывают среднеарифметическую погрешность.
Контрольные вопросы
1. Значение показателя массовой доли влаги. 
2. Принцип прямых и косвенных методов определения влаги. 
3. В чем сущность экспрессного метода определения влаги? 
4. Преимущества и недостатки различных методов высушивания.
5. Как осуществляется процесс сушки по ускоренному методу?
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