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ВВЕДЕНИЕ
В современной научной и производственной практике зачастую приходится определять состав того или иного продукта или материала. Задачами такого исследования может быть как качественный анализ, когда определяется наличие или отсутствие определенных компонентов, так и количественное определение содержания конкретных веществ.
Метод хроматографии, предложенный еще в начале ХХ века М. Цветом, сейчас широко используют в биологии и медицине для разделения смесей веществ в исследовательских и клинических целях. С помощью хромотографии можно разделить на отдельные компоненты смесь веществ органического и неорганического происхождения, провести концентрирование вещества из сильно разбавленного раствора, провести очистку веществ от примесей.

	Хроматография – это физико-химический метод разделения веществ, при котором компоненты разделяемой смеси распределяются между двумя фазами – подвижной и неподвижной.
Хроматограмма - графический результат хроматографического процесса.


Хроматографические методы позволяют разделить многокомпонентную смесь на отдельные составляющие, с последующей идентификацией и количественным определением каждого компонента и могут использоваться для анализа химического состава продуктов питания. В последнее время хроматографию (в том числе бумажную) все чаще начинают использовать в качестве самостоятельного количественного метода. При этом весьма широкое распространение получает количественная хроматография углеводов: моно-, ди- и олигосахаридов, а также продуктов гидролиза крахмала, целлюлозы и других полимеров. Количественное определение индивидуальных веществ, разделяемых на хроматограммах, производится различными способами. Существует ряд методов, при помощи которых можно определить концентрацию разделенных веществ непосредственно на бумаге. Это методы: визуальное сравнение (полуколичественный), измерение площади пятен, измерение интенсивности окраски пятен, определение максимальной плотности окраски пятен. Однако более широко применяемым и, по-видимому, наиболее точным методом является элюирование отдельных соединений с последующим колориметрированием или определением поглощения в ультрафиолетовой области.
Одним из наиболее распространенных и точных методов количественного химического анализа является титриметрический метод анализа. Титриметрические методы находят свое применение при оценке качества продуктов питания растительного и животного происхождения. Согласно ГОСТ титриметрия должна использоваться для определения кислотности продуктов питания, в частности, меда, молока и молочных продуктов (имеется определенный диапазон показателя кислотности, указывающий на доброкачественность продукта).
Таким образом, метод хроматографии являясь основой скрининговых тестов в клинических, фармацевтических, биохимических и биотехнологических лабораториях, позволяет разделить компоненты сложной смеси, произвести анализ их качественного и количественного состава без применения дорогостоящей аппаратуры.
1. ПРОВЕДЕНИЕ КАЧЕСТВЕННОГО И КОЛИЧЕСТВЕННОГО АНАЛИЗА УГЛЕВОДОВ В ПРОДУКТАХ БИОЛОГИЧЕСКОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ.
Методы определения углеводов можно разделить по назначению на качественные пробы, количественные методы, методы идентификации сахаров. В настоящее время получили широкое распространение полуколичественные методы экспресс-анализа определенных углеводных компонентов с использованием готовых форм реактивов. Быстроту и точность анализа углеводов обеспечивают автоматизированные количественные методы с использованием автоанализаторов.

1.1. ХРОМАТОГРАФИЯ: ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ
Для анализа углеводов часто используются хроматографические методы, позволяющие разделить многокомпонентную смесь на отдельные составляющие, с последующей идентификацией и количественным определением каждого компонента. 
Хроматография – это физико-химический метод разделения веществ, при котором компоненты разделяемой смеси распределяются между двумя фазами – подвижной и неподвижной. Подвижную фазу (в жидкостной хроматографии - растворитель) называют элюентом, процесс перемещения вещества вместе с элюентом - элюированием. В результате образуются отдельные хроматографические зоны компонентов смеси, т.е. получается хроматограмма.

 Хроматографические методы используют для: 

- разделения сложных систем органического и неорганического происхождения на составные компоненты; 

- концентрирования веществ из сильно разбавленных растворов (например, микроэлементов из морской воды, почв и т.п.); 

- очистки от примесей веществ, таких как витамины, антибиотики и пр.

Все известные хроматографические методы можно разделить следующими способами.
1) По масштабу и цели применения хроматографии:

- аналитическая (качественная и количественная);

- препаративная (в зависимости от количества получаемых чистых продуктов подразделяемая на лабораторную, пилотных установок и промышленную).

2) По агрегатному состоянию фаз.

Неподвижной фазой при хроматографии может быть твердое вещество,

жидкость, нанесенная на твердый носитель, или гель, подвижной фазой - жидкость (жидкостная хроматография) или газ (газовая хроматография). Учитывая природу обеих фаз, получают газо-твердофазную и газо-жидкостную, а также жидкостно-твердофазную и жидкостно-жидкостную хроматографии. 

3) По носителю или неподвижной фазе:

- бумажная (неподвижная фаза распределена в виде пленки на бумаге).

- на крахмале

- на целлюлозе и ее производных

- на полиамиде и других полимерах

- и т.д.

4) По направлению движения элюирующей (подвижной) фазы:

- восходящая

-нисходящая

- радиальная (круговая центробежная и антикруговая центростремительная)

- на клиновидных полосках

                          а также:

- одномерная (в одном направлении)

- двумерная (поочередно в двух перпендикулярных направлениях). 
Некоторые варианты перечисленных способов иллюстрирует рис.1.
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Рис.1. Некоторые варианты направления движения подвижной фазы (растворителя) в хроматографии
5) По механизму основного процесса разделения: 

- адсорбционная,

- распределительная, 

- ионообменная, 

- аффинная, 

- гель-фильтрационная (гель-проникающая), 

- осадочная

- и др. типы хроматографии.

6) По геометрии фаз и требующемуся оборудованию:

- плоскостная, когда неподвижная фаза наносится в виде слоя на пластину носителя (бумаги, тонкого слоя сорбента, закрепленного на алюминиевой фольге, др.);

- колоночная, когда неподвижная фаза помещена в колонку.

7) По уровню давления, необходимого для проведения хроматографии:

- гравитационная

- низкого давления (в том числе – флэш-хроматография)

- среднего давления

- центрифужная

8) По требуемой температуре:

- при обычных температурах

- термохроматограия

Углеводы не обладают летучестью, поэтому в случае газо-жидкостной хроматографии необходима их химическая модификация с целью получения летучих производных (например, триметилсилильных эфиров или ацетатов альдононитрилов).

Поскольку молекулы большинства углеводов не несут заряда, для их очистки от заряженных соединений (например, органических кислот) можно использовать ионообменную хроматографию. В этом случае мешающие анализу сахаров вещества связываются ионообменной смолой, а углеводы остаются в растворе.
Бумажная (БХ) и тонкослойная хроматография (ТСХ) по механизму разделения относятся к распределительной хроматографии, по технике выполнения - к плоскостной. Движение фронта органического растворителя по бумаге или пластине ТСХ обеспечивается капиллярными силами. При ТСХ подвижная фаза движется через нанесённый на подложку тонкий слой сорбента (силикагеля - диоксида кремния SiO2, оксида алюминия Al2O3, активированного угля и др.). Выбор растворителя (подвижной фазы) определяется природой сорбента (носителя) и свойствами разделяемых веществ. Для сорбента важнейшей характеристикой является его активность, т.е. способность сорбировать (удерживать) компоненты разделяемой смеси.
Хроматографическое разделение методами распределительной бумажной и тонкослойной хроматографии проводят в емкостях с притёртой крышкой – хроматографических камерах. Положение зоны хроматографируемого компонента устанавливают по величине коэффициента Rf, равного отношению скорости движения его зоны к скорости движения фронта растворителя. На практике величину Rf рассчитывают как отношение расстояния l, пройденного веществом, к расстоянию L, пройденному растворителем (формула 1).
 
                                        Формула 1.
Для измерения расстояния l выбирают точку в центре пятна (рис. 2).
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Рис. 2. Определение на хроматограмме величин Rf для компонентов А и В, степени их разделения Rs и числа теоретических тарелок N.

Rf зависит от: 

- типа хроматографической бумаги (ее пористости, плотности, толщины, степени гидратации) или сорбента (размера зерна, природы групп на поверхности, толщины слоя, его влажности),

- природы вещества, 

- растворителей, состава подвижной фазы, 

- условий эксперимента (температуры, времени хроматографирования и т.п.). 

При постоянстве всех параметров хроматографирования значение коэффициента Rf определяется только индивидуальными свойствами каждого компонента.

Разделение практически возможно, если Rf(А) - Rf(В) ≥ 0,1.

При проведении круговой хроматографии для перехода от значений Rf, соответствующих «линейным» вариантам разделения, используют соотношения:

Rf (ЦБ)= Rf1/2
Rf (ЦС)= (1- Rf)1/2, 

где Rf (ЦБ) – величина Rf при движении растворителя от центра хроматограммы к ее краям (при круговой центробежной хроматографии); 

Rf (ЦС) – величина Rf при антикруговой (центростремительной) хроматографии.

При этом следует учитывать, что на практике могут наблюдаться отклонения от указанных соотношений величин Rf, что связано с сильным фронтальным градиентом растворителя, профиль которого зависит от его природы, способа подачи и других факторов [3].
Совместно с определением Rf , для надёжной идентификации разделяемых компонентов  используют метчики, или «свидетели» - растворы стандартных веществ (в том же растворителе, что и проба), наличие которых предполагается в анализируемом образце. Стандартное вещество наносят на стартовую линию рядом с анализируемой пробой и хроматографируют в тех же условиях, что и пробу.

Эффективность разделения веществ при хроматографии также зависит от селективности (избирательности) и чувствительности реакций, используемых для обнаружения компонентов анализируемой смеси. Обычно используют реагенты, образующие с определяемыми компонентами окрашенные соединения - проявители. Иногда разделяемые компоненты видны под ультрафиолетом без дополнительного проявления.
Эффективность хроматографического разделения (хроматографической пластины) характеризуют числом эквивалентных теоретических тарелок и их высотой. Исторически термин “теоретическая тарелка” появился при рассмотрении модели хроматографиче​ского процесса, где непрерывное движение заменяли малыми скач​кообразными продвижениями зоны. При ТСХ число эквивалентных теоретических тарелок N для компонента А разделяемой смеси рассчитывают по формуле:
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                     Формула 2.

Значения lOA и а(А) определяют, как показано на рис.2. 

Высота теоретической тарелки Н — это пара​метр хроматографического процесса, учитывающий совокупность ряда физических факторов, размывающих зону, а его размерность совпадает с размерностью длины. Параметр H характеризует размытость зоны, поэтому чем меньше H, тем лучше.

Высоту эквивалентной теоретической тарелки НА рассчитывают по формуле 3:

[image: image5.png]A=

[

Na

_a(A)
16L,,




         Формула 3.
Для характеристики разделения двух компонентов А и В используют степень (критерий) разделения Rs. Этот показатель также называют разрешением (разрешающей способностью:
[image: image6.emf]Формула 4.
где Δl - расстояние между центрами пятен компонентов А и В;

а(А) и а(В) - диаметры пятен А и В на хроматограмме соответственно (рис.1). 

Чем больше Rs, тем чётче разделены пятна компонентов А и В на хроматограмме. Условия хроматографирования оптимальны, если значение Rs = от 0,3 до 0,7. При небольших значениях Rf и уменьшении длительности анализа размывание зоны вещества на носителе бывает минимальным, что приведет к увеличению чувствительности анализа. 
Для оценки селективности разделения двух компонентов А и В используют коэффициент разделения (селективности) α (формула 5). Если α=1, то компоненты А и В не разделяются.
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                   Формула 5.
Для расчета всех перечисленных выше величин необходимо четко идентифицировать зону пятна. Для этого используют либо оптические методы (например, освещение ультрафиолетом позволяет наблюдать темные пятна тех соединений, которые поглощают в этой области спектра), либо химические методы, заключающиеся в обработке хроматограммы химическими реагентами, дающими с определяемым веществом окрашенные комплексы.

Для количественного определения содержания отдельных веществ-компонентов смеси, разделяемой путем плоскостной хроматографии, используют несколько подходов:
1) хроматографическую зону (пятно вещества) изымают с хроматограммы и вещество  переводят в раствор;
2) работают не с веществами, а с характеристиками пятен, их изображением. Для этого:
а) количественно сравнивают площадь пятна соединения в пробе с площадью пятна соответствующего “метчика”-свидетеля известной концентрации;
б) получают цифровое изображение хроматограмм (сканируют в видимом и УФ-свете с помощью денситометров, фотографируют) и далее обрабатывают с применением специального программного обеспечения. Для перевода снимаемых с изображения количественных характеристик пятна (площадь, яркость) в единицы количества вещества в пятне используют аналогичное изображение, полученное для метчика в одной или нескольких концентрациях.
1.2. ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА №1. КАЧЕСТВЕННЫЙ АНАЛИЗ УГЛЕВОДОВ МЁДА МЕТОДОМ КРУГОВОЙ РАСПРЕДЕЛИТЕЛЬНОЙ БУМАЖНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ
Цель работы: освоить метод круговой распределительной хроматографии углеводов на бумаге
Задачи работы: 1) С использованием двух образцов мёда освоить метод разделения смесей углеводов на отдельные компоненты.

2) Оценить качество проведенного хроматографического процесса – эффективность, селективность, степень хроматографического разделения основных углеводных компонентов. Предложить изменения методики, способные улучшить качество хроматографического процесса.
3)  Дать заключение о степени соответствия анализируемых образцов мёда нормативным показателям для данного продукта с привлечением данных литературы.
Задание к занятию
Повторить теоретический материал о строении и химических свойствах углеводов, об основных принципах хроматографии. Ознакомиться с информацией о происхождении и составе углеводов мёда (Приложение 1). 
Теоретическая часть
Согласно ГОСТ Р 54644-2011 “Мёд натуральный. Технические условия” значительную роль в контроле качества меда натурального играет анализ спектра содержащихся в нем сахаров. Углеводы являются основным компонентом меда, их содержание в сухом веществе может достигать 99%.
Углеводы натурального мёда в основном представлены 2 моносахаридами (фруктоза и глюкоза). Значительно меньше содержание других углеводов, которые могут встречаться, а могут и полностью отсутствовать в мёде - 11 дисахаридов (мальтоза, сахароза и пр.) и 22 олигосахаридами (раффиноза, кестоза, мальтотриоза и пр.) (Battaglini, Bossi , 1972). Спектр сахаров варьирует в зависимости от происхождения меда. При скармливании пчелам сахарного сиропа мёд ухудшает свой состав: значительные количества сахарозы не успевают перерабатываться организмом пчелы и поступают в мёд в неизменном виде.
Анализ углеводного состава мёда можно осуществить с помощью метода бумажной хроматографии. Неподвижной фазой служит вода, адсорбированная на поверхности хроматографической бумаги – инертного носителя, а подвижной - органический растворитель, смешивающийся или не смешивающийся с водой, вода или растворы электролитов. В соответствии с принципами распределительной хроматографии углеводы, способные растворяться только в воде, останутся в месте нанесения. Чем больше способность углевода растворяться в органическом растворителе, тем дальше от точки старта он окажется после проведения хроматографического разделения. При проведении круговой (центробежной) хроматографии пробы наносят на небольшом расстоянии от центра пластины (бумаги) по окружности, а элюент (растворитель) подают в центр.
Работа состоит из 10 стадий:
1) определение сухого вещества в мёде и подготовка пробы мёда для хроматографического разделения; подготовка растворов углеводов-метчиков;
2) подготовка камер и растворителя;
3) нанесение пробы и метчиков на бумажные хроматограммы;
4) хроматографирование - разделение углеводов мёда на отдельные зоны в потоке подвижной фазы; 
5) знакомство с действием некоторых проявителей – реагентов, образующих с углеводами окрашенные соединения (нанесение проб углеводов и проявление “псевдохроматограмм”). Выбор метода проявления для обнаружения зон углеводов на полученной хроматограмме;
6) “проявление” полученной хроматограммы выбранным на стадии 5 методом;
7) расшифровка хроматограммы – определение углеводных компонентов мёда на основе рассчитанных значений Rf и цвета пятен – зон индивидуальных углеводов;
8)  определение степени соответствия анализируемых образцов мёда некоторым нормативным показателям для данного продукта;   
9)  оценка качества проведенного хроматографического разделения на основе расчета показателей эффективности, селективности, степени хроматографи-ческого разделения основных углеводных компонентов и внесение предложений об улучшении этих показателей
10) оформление отчета по работе.
Стадия 1. Определение сухого вещества в мёде и подготовка пробы мёда для хроматографического разделения.
Для приготовления пробы необходимо определить в нем содержание воды и сухого вещества. Вода – второй по содержанию компонент меда, ее количество доходит до 23%. В процессе созревания меда количество воды в нем уменьшается до 17-18%. Незрелый мед, содержащий более 20% воды, непригоден к длительному хранению. Содержание сухого вещества в мёде определяют, устанавливая содержание в нём воды с помощью ареометра.
Ареометр (или иначе плотномер) - это прибор в виде стеклянного поплавка с измерительной шкалой и грузом (внизу), предназначенный для измерения плотности жидкостей и сыпучих тел (рис.3). Ареометр опускается в жидкость, плотность которой необходимо измерить. Принцип действия ареометра основан на законе Архимеда. В зависимости от плотности жидкости сила Архимеда будет различна, и ареометр будет погружаться в разных жидкостях на разную глубину. 
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Рис.3. Ареометр.

Реактивы и оборудование

1. Два образца мёда (продуктов, полученных из разных источников) 
2. Ареометр

3. Цилиндр
4. Водяная баня с температурой +400
Определение содержания воды в меде с помощью ареометра.

Ход работы
1. Готовят раствор мёда в дистиллированной воде (1:2 по массе). К навеске мёда добавляют воду, нагретую до 30-40ºС, тщательно перемешивают до полного растворения меда. Полученный раствор охлаждают до температуры 15ºС.

2. Охлажденный раствор меда переливают в цилиндр, погружают в него ареометр и записывают показания прибора (значение, соответствующее делению, находящемуся на поверхности раствора после погружения в него ареометра). Удельный вес меда при этом определяется в растворе. Затем по таблице 3 находят величину сухого остатка в растворе меда.

Таблица 3.

Определение сухого остатка в растворе меда (1:2) (Чернигов, 1979).
	Удельный вес
	Сухой остаток, %
	Удельный вес
	Сухой остаток, %

	1,101
	23,91
	1,114
	26,71

	1,102
	24,13
	1,115
	26,92

	1,103
	24,34
	1,116
	27,13

	1,104
	24,56
	1,117
	27,35

	1,105
	24,78
	1,118
	27,56

	1,106
	24,99
	1,119
	27,77

	1,107
	25,21
	1,120
	27,98

	1,108
	25,42
	1,121
	28,19

	1,109
	25,64
	1,122
	28,40

	1,110
	25,85
	1,123
	28,61

	1,111
	26,07
	1,124
	28,68

	1,112
	26,28
	1,125
	29,03

	1,113
	26,50
	-
	-


Определив содержание сухого вещества, готовят 1%-ный (по массе сухого вещества) раствор каждого образца мёда. Эти растворы используют для нанесения на хроматограмму.

Стадия 2. Подготовка камер и растворителя

Реактивы и оборудование

1. Эксикаторы с крышками (большие, диаметром не менее 30 см) – 2 шт.
2. Вкладыш в эксикатор (фарфоровый)

3. Делительная воронка

4. Стеклянный бюкс или низкий стаканчик для растворителя (хроматографической смеси) объемом 100 - 200 мл

5. Материал для фитиля (фильтровальная бумага или хлопчатобумажные нитки)

6. Компоненты хроматографической смеси:

 н-бутанол, 400 мл  
ледяная уксусная кислота, 100 мл
Ход работы
Работы проводить в вытяжном шкафу! 
Н-бутанол, ледяную уксусную кислоту и воду смешивают в делительной воронке в соотношении 4:1:5 (общий объем смеси 1 л). Встряхивают 10 минут и оставляют отстояться на 3-4 часа (минимум на 30 мин). Для работы берут верхнюю фазу. Около 60 мл растворителя помещают в стеклянный бюкс, стоящий на фарфоровом вкладыше внутри эксикатора. На дно камеры наливают 50 мл нижней фазы. Камеру-эксикатор плотно закрывают (при необходимости используя вазелин) и оставляют для насыщения парами растворителя до конца занятия.
Подготовленная камера  должна выглядеть, как показано на рис.4.
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Рис.4. Подготовленная камера для круговой хроматографии 
Стадия 3. Нанесение пробы и метчиков на бумажные хроматограммы
Реактивы и оборудование

1) Электрофен или иной источник теплого воздуха – 2 шт.
2) Хроматографическая бумага (“медленного” типа)
3) Микрошприцы (Hamilton) объемом 10 мкл – 3 шт.
4) Глюкоза, фруктоза, сахароза, мальтоза, ксилоза, арабиноза – сухие реактивы
6) Циркуль

7) Образцы меда
Ход работы
Подготавливают растворы метчиков – по 5 мл 1% раствора каждого из сахаров – глюкозы, фруктозы, сахарозы, мальтозы, ксилозы, арабинозы. ВНИМАНИЕ! Растворы не сливать вместе, а подписать и сохранить, каждый из них необходим для стадии 5! 
Вырезают два куска хроматографической бумаги в форме диска, при этом используют крышку эксикатора как шаблон – диски А и Б (литеру диска подписывают по его внешнему краю). Находят точный центр каждого диска (пользуясь циркулем или иным способом). В центре диска размечают окружность диаметром 1 см, делят ее на четверти. Все пометки на хроматографической бумаге делают только простым карандашом (рис.5).
На диске А
В 1 четверти в центре дуги на окружности ставят точку – место нанесения растворов. В эту точку с помощью микрошприца в несколько приемов поочередно наносят по 5 мкл растворов метчиков: мальтозы, фруктозы, ксилозы. После каждого нанесения хроматограмму подсушивают в токе воздуха. Диаметр пятна не должен превышать 0,3 мм.

Во 2 четверти в центре дуги на окружности также ставят точку. В нее поочередно наносят по 5 мкл растворов сахарозы, глюкозы, арабинозы по описанным выше правилам.

В 3 и 4 четверти в центр дуги порциями, с обязательным подсушиванием, наносят пробу – 1% раствор первого образца мёда, но в 3 четверти объем пробы 8 мкл, а в 4 четверти – 16 мкл. Номер четверти обозначают по внешней стороне круга (простым карандашом).
На диске Б

Все действия повторяют, но используют для нанесения в 3 и 4 четверти пробу второго образца мёда.

Хроматограммы устанавливают в камеры в конце занятия. 
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Рис.5. Подготовленная для разгонки хроматограмма.

Стадия 4. Хроматографирование

Реактивы и оборудование

1) Подготовленные камеры и нанесенные хроматограммы
2) Хлопчатобумажные нитки

3) Игла
Ход работы
В центре хроматограмм с нанесенными растворами метчиков и задачи делают иглой отверстие, в которое пропускают фитилек из сложенной в несколько раз нити. Хроматограмму по возможности быстро помещают в эксикатор-камеру таким образом, чтобы конец фитилька оказался погружен в растворитель. Края хроматограммы должны находиться на выступах боковых стенок эксикатора. Эксикатор закрывают крышкой.

Растворитель поднимается вверх по фитильку, затем радиально распространяется по бумаге от центра (т.е. центробежно). Время разгонки в насыщенном парами эксикаторе – не менее 24 ч. 
Когда растворитель достигнет края бумаги, хроматограммы вынимают из камер, фитиль сразу аккуратно удаляют. Поместив хроматограммы во влажном состоянии в вытяжной шкаф, обводят на них линию фронта растворителя (простым карандашом). Хроматограммы оставляют в вытяжном шкафу до полного высыхания. Для более качественного разделения компонентов используют повторное пропускание растворителя: высушенную хроматограмму повторно помещают в камеру и пропускают по ней ток растворителя. Фитиль в этом случае следует сделать новый.
Этапы работы, проходящие на следующем занятии.
Стадия 5. Знакомство с действием некоторых проявителей на углеводы. Выбор метода проявления хроматограммы мёда

Для визуализации результатов разделения углеводов удобно использовать реагенты, образующие с углеводами окрашенные соединения. Таких реагентов-проявителей для углеводов известно много. Они обладают разной специфичностью (например, на все сахара, только на альдозы, и т.д.) На данной стадии работы следует выбрать проявитель для обнаружения зон углеводов на полученных хроматограммах. Критерии выбора предлагают студенты. Для выбора проявителя проводят проявление 3 разными проявителями “псевдохроматограмм” – тестовых полосок, на которые в определенном порядке нанесены пятна сахаров.
Реактивы и оборудование

1) Хроматографическая бумага

2) Электрофен или иной источник теплого воздуха – 3 шт.
3) Микрошприцы (Hamilton) объемом 10 мкл – 3 шт.

4) Глюкоза, фруктоза, сахароза, мальтоза, ксилоза, арабиноза – 1% растворы, приготовленные на стадии 3.
5) Анилин – 4 мл

6) Этанол 96% - 200 мл (может быть заменен ацетоном)
7) Н3PO4конц. – 20 мл

8) КMnO4 – 1 г

9) Na2CO3 – 2 г

10) 3,5-динитросалициловая кислота – 1 г
11) NaOH – сухой реактив или 40% раствор
12) Стеклянный пульверизатор

Ход работы

а) Нанесение “псевдохроматограмм”
На каждую из трех полосок хроматографической бумаги в потоке теплого воздуха с шагом 3 см наносят по 5 мкл 1% растворов сахаров в следующем порядке (слева направо): глюкоза, фруктоза, сахароза, мальтоза, ксилоза, арабиноза. Диаметр пятна не должен превышать 3 мм. 
б) Приготовление проявителей 
ВНИМАНИЕ! Работать в перчатках под тягой.
Для приготовления анилинового проявителя 4 мл анилина смешивают с 96% этанолом (общий объем 100мл), параллельно растворяют 4 г дифениламина в 96% этаноле (всего 100 мл). Полученные растворы сливают и добавляют к ним 20 мл концентрированной фосфорной кислоты. Этот реактив можно использовать только свежеприготовленным. 
Для приготовления щелочного раствора КMnO4 в 100 мл дистиллированной воды растворяют 1 г КMnO4 и 2 г Na2CO3.
Для реактива на основе 3,5-динитросалициловой кислоты готовят 200 мл ее 0,5% раствора в 4% NaOH.
в) Проявление “псевдохроматограмм”
Каждую из трех “псевдохроматограмм” хорошо высушивают и равномерно опрыскивают из пульверизатора своим проявителем. После обработки подсушивают при комнатной температуре. В случае 3,5-динитросалициловой кислоты наблюдают проявление коричневых пятен восстанавливающих сахаров на светло-желтом фоне (рис.6А). В случае щелочного раствора КMnO4 наблюдают желтые пятна восстанавливающих и невосстанавливающих сахаров, гликозидов, сахароспиртов, других восстанавливающих соединений (рис.7). В случае анилинового проявителя для получения цветной реакции подсушенную “псевдохроматограмму” нагревают 5 мин при температуре 60-65 ºС (при этом обнаруживаются зеленоватые пятна пентоз, их обводят), более продолжительный нагрев (дополнительно 5 – 10 мин при 80 ºС) проявляет другие сахара: альдогексозы (цвет от серого до коричневого), кетозы (желто-коричневой гаммы), альдогептозы – ярко-пурпурные (рис.6Б). Результаты проявления всех трех “псевдохроматограмм” фотографируют.
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Рис.6. Хроматограммы углеводов, проявленные динитросалициловой кислотой (А) и анилиновым реактивом (Б).
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Рис.7. Хроматограммы углеводов, проявленные КMnO4, А – сразу после нанесения проявителя, Б –после “выцветания” проявителя.
Ознакомившись с методиками и результатами разных способов проявления пятен углеводов на “псевдохроматограммах”, выбирают метод проявления круговых хроматограмм. Аргументируют свой выбор.
Стадия 6. “Проявление” полученных хроматограмм
После просушивания хроматограммы обрабатывают выбранным на предыдущей стадии проявителем по соответствующей методике. Проявленные хроматограммы фотографируют в одинаковых условиях (разрешение, увеличение, освещение, масштаб и т.д.).
Стадия 7. Расшифровка хроматограммы

В качестве подготовки к расшифровке дают характеристику всем сахарам, входящим в состав метчиков: записывают формулы, групповую принадлежность, восстанавливающую способность каждого сахара. Определяют, какие соединения соответствуют каждому из пятен в 1 и 2 четверти (треки метчиков). Для идентификации сахаров-метчиков рассчитывают значения Rf и сравнивают их с литературными данными о значениях Rf при линейной хроматографии в той же хроматографической системе (таблица 5). Сравнивают цвет пятен с цветом того же соединения на “псевдохроматограмме” при выбранном способе проявления (рис.6.).
Таблица 5.

Значения Rf некоторых сахаров в линейной хроматографии

	 Сахар
	Rf
	Сахар
	Rf

	раффиноза
	0,05
	глюкоза 
	0,18

	лактоза
	0,08
	манноза
	0,20

	мальтоза 
	0,11
	арабиноза
	0, 22

	сахароза
	0,14
	фруктоза
	0,23

	галактоза
	0,16
	ксилоза
	0,25


Следует помнить, что для перехода от значений Rf , соответствующих «линейным» вариантам разделения, к значениям этого показателя (Rf (ЦБ) ) при круговой хроматографии используют соотношения:

Rf (ЦБ)= Rf1/2,
где Rf (ЦБ) – величина Rf при движении растворителя от центра хроматограммы к ее краям (при круговой, центробежной хроматографии)
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Рис.8. Проявленная хроматограмма.
Определив место расположения пятна каждого из метчиков, осуществляют идентификацию пятен в секторах 3 и 4 (с нанесенными пробами мёда), сравнивая их по местоположению  (Rf ) и цвету с метчиками. Делают заключение по каждому из образцов мёда: какие сахара в них содержатся.

Стадия 8. Определение степени соответствия анализируемых образцов мёда некоторым нормативным показателям для данного продукта

Данные исследования образцов мёда заносят в таблицу 6 и сравнивают их с нормой – нормативными показателями для натурального цветочного мёда. Соответствие норме подтверждают словом “да” в столбце оцениваемого образца, отсутствие соответствия – словом “нет”. Признак 5 рассматривают только после выполнения лабораторной работы №2.
Таблица 6.

Соответствие образцов мёда некоторым нормативным показателям

	Признак

или показатель
	Норма
	Данные

исследования
	Наличие соответствия норме

	
	
	Образец мёда №1
	Образец мёда №2
	Образец мёда №1
	Образец мёда №2

	1. Массовая доля воды
	Не более 20%
	
	
	
	

	2. Преобладающие углеводы
	Глюкоза и фруктоза


	
	
	
	

	3. Наличие высокого содержания сахарозы
(оценивают визуально, по соотношению площади полос сахарозы и глюкозы)
	Отсутствует

(массовая доля сахарозы не более 5%) 
	
	
	
	

	4. Присутствие нескольких разных сахаров приблизительно в равных количествах
	Не наблюдается
	
	
	
	

	5. Массовая доля редуцирующих сахаров
	Не менее 65%
	
	
	
	


Стадия 9. Оценка качества проведенного хроматографического разделения. 

Рассчитывают эффективность и селективность разделения глюкозы и фруктозы, высоту теоретической тарелки и разрешающую способность примененной системы. Используя информацию раздела 1.1, оценивают различные показатели хроматографического разделения как “удовлетворительные” и “неудовлетворительные”. Вносят предложения об изменениях в процессе хроматографического разделения, способных улучшить его качество. Они должны быть представлены в отчете.
Стадия 10. Оформление отчета по лабораторной работе.
В отчете должны быть отражены название, цель, задачи, основные стадии выполнения и их содержание, а также все результаты работы. В отчете должны содержаться цветные  изображения проявленных хроматограмм мёда с указанием способа проявления и подписанными пятнами – зонами локализации каждого из сахаров. Вывод должен соответствовать цели и задачам работы.
1.3. ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА №2. ТИТРИМЕТРИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ В КОЛИЧЕСТВЕННОМ АНАЛИЗЕ УГЛЕВОДОВ
Цель работы: освоить навыки титриметрического анализа восстанавливающих веществ.
Задачи работы: 1) С использованием двух образцов мёда освоить метод определения содержания инвертированного сахара ускоренным и обычным методом.
2) Дать заключение о степени соответствия анализируемых образцов мёда нормативным показателям для данного продукта.
Теоретическая часть

Метод титриметрии заключается в том, что к раствору определяемого вещества постепенно добавляют раствор реактива точно известной концентрации (титрант). Титриметрический анализ базируется на измерении точного объема титранта, истраченного на взаимодействие с определяемым веществом. Добавление титранта продолжают до тех пор, пока его количество не станет эквивалентным количеству реагирующего с ним определяемого вещества.
Титриметрические методы анализа основаны на применении реакций: нейтрализации, осаждения, комплексообразования, окисления—восстановления и т. п.

Эти реакции должны удовлетворять определенным требованиям:

1) вещества, вступающие в реакцию, должны реагировать в строго определенных количественных соотношениях (стехиометрических отношениях);
2) реакции, протекающие между определяемым веществом и стандартным (титрованным) раствором реактива, должны протекать быстро и практически до конца;

3) посторонние вещества, присутствующие в исследуемом продукте и переходящие вместе с основным определяемым компонентом в раствор, не должны мешать титрованию определяемого вещества;

4) точка эквивалентности (момент титрования, когда количество определяемого вещества эквивалентно количеству прибавленного титранта) должна фиксироваться тем или иным способом резко и точно;

5) реакции должны по возможности протекать при комнатной температуре.

Обычно титриметрические методы трудоемки и малоспецифичны, но не требуют сложного дорогостоящего оборудования. 
В данной работе предлагается использовать тетриметрический метод для определения содержания инвертированного сахара.
Инвертированный сахар – суммарное содержание глюкозы и фруктозы в меде. В натуральном пчелином меде содержание инвертированного сахара должно достигать 65-70% от сухого веса. Значительное снижение содержания инвертированного сахара говорит о фальсификации меда или о его недоброкачественности.

Количество инвертированного сахара можно определить титриметрическим феррицианидным методом, который основан на окислении сахаров (глюкозы и др. моносахаридов, некоторых дисахаридов) в щелочном растворе железосинеродистым калием (красной кровяной солью).

2 K3[Fe(CN)6] + C6H12O6 + 3 Na2CO3 + H2O → 2 K3Na[Fe(CN)6] + C5H11O5COONa + 3 NaHCO3

В ходе реакции глюкоза окисляется до глюконовой кислоты, а красная кровяная соль восстанавливается до гексациано-(II)феррата. 
Количество воды в меде можно определить с помощью ареометра или рефрактометра, как описано в Лабораторной работе №1.

Реактивы и оборудование
1. 1 % раствор красной кровяной соли K3[Fe(CN)6] 100мл
2. 10 % раствор NaOH 100мл
3. 0,25 % раствор меда (по сухому веществу) 300мл. Принять содержание сухого вещества равным 83 %. Готовит разведением из 10 % раствора меда.
4. 1 % раствор метиленового синего 50 мл.
Ход работы.

1. Ускоренный метод.

Готовят реакционную смесь: к 10 мл 1 % K3[Fe(CN)6] добавляют 2,5 мл 10 % NaOH и 5,8 мл 0,25 % раствора меда. Смесь нагревают до кипения и кипятят 1 мин, затем добавляют 1 каплю метиленового синего – жидкость должна обесцветиться. Если жидкость не обесцветилась, то содержание инвертированного сахара в меде менее 70 %, что говорит о его низком качестве (фальсификации).
2. Обычный метод.

К реакционной смеси (10 мл 1 % K3[Fe(CN)6] + 2,5 мл 10 % NaOH + 5 мл 0,25 % раствора меда) добавляют 1 каплю метиленового синего и нагревают до кипения.

В слабокипящем состоянии смесь титруют 0,25 % раствором меда до исчезновения синей окраски (скорость титрования не должна превышать 1 капли за 2с). Возобновление окраски после остывания смеси в расчет не принимают. Титрование повторяют 2-3 раза с новыми порциями меда, находят среднее. По таблице 4 определяют содержание инвертированного сахара.

Таблица 4.

Определение содержания инвертированного сахара в меде [1].

	Количество 0,25% раствора меда, израсходованного на титрование, мл
	Инвертирован-ный сахар, %
	Количество 0,25% раствора меда, израсходованного на титрование, мл
	Инвертирован-ный сахар, %

	5,0
	81,2
	7,4
	55,1

	5,1
	79,6
	7,5
	54,3

	5,2
	78,0
	7,6
	53,6

	5,3
	76,6
	7,7
	53,0

	5,35
	75,9
	7,8
	52,3

	5,4
	75,2
	7,9
	51,6

	5,45
	74,5
	8,0
	51,0

	5,5
	73,8
	8,1
	50,4

	5,6
	72,5
	8,2
	49,8

	5,7
	71,3
	8,3
	49,2

	5,75
	70,7
	8,4
	48,6

	5,85
	69,5
	8,5
	48,0

	5,9
	68,9
	8,6
	47,5

	6,0
	67,8
	8,7
	46,9

	6,1
	66,6
	8,8
	46,4

	6,2
	65,6
	8,9
	45,9

	6,3
	64,5
	9,0
	45,4

	6,4
	63,5
	9,1
	44,9

	6,5
	62,6
	9,2
	44,4

	6,6
	61,6
	9,3
	43,9

	6,7
	60,7
	9,4
	43,5

	6,8
	59,8
	9,5
	43,0

	6,9
	59,0
	9,6
	42,6

	7,0
	58,2
	9,7
	42,2

	7,1
	57,3
	9,8
	41,7

	7,2
	56,6
	9,9
	41,3

	7,3
	55,8
	10,0
	40,9


1.4. ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА №3. КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ ГЕКСОЗ ПРОРОСТКОВ ЗЛАКОВ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ АНТРОНОВОГО РЕКАКТИВА.
Задание к занятию: Повторить материал о качественных реакциях на углеводы и физико-химических свойствах сахаров (см. Малый практикум по биохимии).
Цель работы: освоить навыки проведения количественного анализа углеводов антроновым методом.
В спиртовой вытяжке растений основные сахара – это глюкоза, фруктоза и сахароза. Антроновый метод дает возможность определить содержание каждого из них в смеси (пробе) и является очень точным методом количественного определения углеводов.
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Рис.9. Антрон.

При воздействии концентрированной серной кислоты на углеводы образуются фурфурол, метилфурфурол или оксиметилфурфурол, которые, конденсируясь с антроном (рис.9), дают соединения зеленого, голубого или синего цвета.
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Антрон дает положительную реакцию не только с моно- и дисахарами, но и с различными полисахаридами и производными сахаров (фосфорные эфиры, глюкозиды, декстрины и другие соединения, содержащие в своем составе молекулу сахара).

Стадия 1. Получение вытяжки углеводов из растений.

Реактивы и оборудование.

1. Электроплитка.
2. Водяная баня.

3. Центрифуга и центрифужные пробирки.

4. Фарфоровые ступки.

5. 96%- и 82% этанол.

6. Петролейный или диэтиловый эфир.

7. Проростки злаков.

Ход работы.

Навеску 0,5 г проростков злаков измельчают в фарфоровых ступках с добавлением мела, заливают 5 мл горячего 96 % этанола и кипятят с обратным холодильником 30 мин на водяной бане.
Внимание! дальнейшие манипуляции проводить в вытяжном шкафу!

Полученный экстракт через бумажный фильтр сливают, стараясь не переносить осадок, в чашку, погруженную в теплую водяную баню (40-50ºС). Остаток в пробирке заливают 5 мл 82 % этанола и экстрагируют при слабом кипении 30 мин. Экстракт вновь сливают через фильтр в чашку, из которой происходит выпаривание спирта. Экстракцию повторяют еще 2 раза. По окончанию выпаривания объем сгущенного экстракта должен составить 0,2-0,5 мл. К полученному экстракту добавляют 10 мл воды, растворяют его и встряхивают несколько минут с 5 мл эфира – происходит экстракция хлорофилла и липидов.
После разделения слоев отбирают слой эфира. Из водной фазы отбирают 1 мл, добавляют 24 мл воды. В этом растворе определяют гексозы по реакции с атроном.

Остаток растительного материала после соответствующей обработки (см. Практикум по биохимии растений, 1996) можно использовать для определения крахмала антроновым методом.
Стадия 2. Приготовление антронового реактива.
Реактивы и оборудование.

1. Антрон 150 мг.

2. Концентрированная серная кислота.

Ход работы.
Антрон лучше перекристаллизовать из смеси бензола с петролейным эфиром (3:1). 1г антрона растворяют в 9 мл горячего бензола, добавляют 3 мл петролейного эфира. Выпавшие светло-желтые кристаллы отделяют на воронке Бюхнера и высушивают в эксикаторе с краном над хлоридом кальция.

Для приготовления антронового реактива. Концентрированную серную кислоту разводят водой в соотношении 2:1. 150 мг антрона растворяют при нагревании в 100 мл разбавленной серной кислоты. Раствор лучше готовить в день исследования, можно хранить в холодильнике в темной посуде не больше недели.
Стадия 3. Определение содержания гексоз в спиртовой вытяжке растений. 
Реактивы и оборудование.

1. Спектрофотометр.

2. Электроплитка.

3. Антроновый реактив.

4. 5 Н NaOH
5. Вытяжка углеводов, полученная в ходе Стадии 1.
Ход работы.
К 0,1-0,5 мл водной вытяжки углеводов (содержание сахаров 5-50 мкг) приливают 3 мл антронового реактива. Смесь перемешивают и нагревают на кипящей водяной бане в течение 15 мин. При этом в реакцию вступают глюкоза, галактоза, манноза, рамноза, фукоза. Реакцию прекращают охлаждением пробирок. Если реакционную смесь не нагревать, а выдержать 1,5-2 ч при 25–27 ºС, то окрашивание даст только фруктоза (свободная или образовавшаяся в результате гидролиза) и в меньшей степени сорбоза. Фруктозу сахарозы можно определить, разрушив предварительно свободную фруктозу. Для этого к 1 мл водной пробы приливают 0,1 мл 5 Н NaOH и кипятят 10 мин. Затем проводят реакцию с антроном при комнатной температуре.
После проведения реакции измеряют экстинкцию проб при 620 нм против контроля. Для определения количества сахара в растворе пользуются калибровочной кривой, построенной по глюкозе, фруктозе, сахарозе или иному сахару, который предполагается определять.

Стадия 4. Оформление отчета по работе.

В отчете должны быть отражены название, цель, задачи, основные стадии выполнения и их содержание, а также все результаты работы. Проводят расчет содержания сахарозы, фруктозы (свободной и связанной с сахарозой), глюкозы в пробе.

2. ПРОВЕДЕНИЕ КАЧЕСТВЕННОГО И КОЛИЧЕСТВЕННОГО АНАЛИЗА ОРГАНИЧЕСКИХ КИСЛОТ В ПРОДУКТАХ БИОЛОГИЧЕСКОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ
2.1. ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА №4. ТИТРИМЕТРИЧЕСКОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ КИСЛОТНОСТИ ТВОРОГА
Задание к занятию: 1) Повторить теоретический материал о различных типах брожения (из курса биохимии).
2) Ознакомиться с полным текстом ГОСТ 3624-92 (в свободном доступе по адресу http://docs.cntd.ru/). Записать ход работы по отбору пробы творога по ГОСТ 26809 (http://docs.cntd.ru/).
Цель работы: получить навыки определения соответствия кислотности анализируемых продуктов требованиям государственных стандартов РФ.
Задачи: 1) освоить титриметрический метод определения кислотности и выражения ее в нормальных градусах и градусах Тернера 

2) на основе анализа 2 образцов творога дать заключение о соответствии анализируемых продуктов нормативным документам (ГОСТ).  

Теоретическая часть

В нормативных документах используют следующие определения кислотности продуктов:

Активная кислотность - Количество ионов водорода, образующихся при диссоциации кислот, содержащихся во взятой навеске используемого продукта, выраженное показателем рН. 
Свободная кислотность - Показатель, характеризующий содержание свободных кислот, выраженный в миллиэквивалентах соляной кислоты на один килограмм (кг) меда.

Миллиэквивалент (миллиграмм-эквивалент) - Тысячная доля грамм-эквивалента, для кислот и оснований грамм-эквивалент равен молекулярной массе, деленной на основность (0,1 N раствора NaOH эквивалентен 1 см  0,1 N раствора HCI).

Накопление органических кислот может происходить в процессах брожения. В случае пищевых продуктов, таких как мёд, молоко и другие молочные продукты, пиво, вино, соки, имеется определенный диапазон показателя кислотности, указывающий на доброкачественность продукта. 
Творог – это кисломолочный продукт, получаемый сквашиванием молока с последующим удалением сыворотки. Процесс промышленного изготовления творога выглядит так: молоко нормализуют (задают нужную жирность), пастеризуют и наливают в ванны (ёмкости). В ваннах поддерживается определенная температура (28-30 °С), которая необходима для нормального протекания процессов. В тёплое молоко вносят закваску и пепсин. Спустя некоторое время (среднее время закваски 8 часов) в ванне образуется творожное зерно, которое образует монолит (белки молока коагулируют и выпадают в осадок, образуя липкую массу). При этом начинает отделяться сыворотка — прозрачная желтоватая жидкость — побочный продукт производства. На завершающем этапе творожный монолит разрезается струнами на мелкие кусочки для того, чтобы увеличить площадь поверхности и облегчить отток сыворотки. Далее творожное зерно отжимают и охлаждают. В конце технологического процесса происходит расфасовка творога. Творог относится к продуктам, которые имеют достаточно непродолжительный срок хранения. С каждым днем он становится не таким полезным и приобретает более горьковатый вкус. Возникает это из-за деятельности бактерий, микрофлоры и ферментов. Перекисший или прогорклый творог теряет свою ценность как продукт питания. 
Реактивы и оборудование

1. NaOH – сухой реактив и фиксанал (стандарт-титр “Натрия гидроокись” ТУ 6-09-2540, раствор молярной концентрации 0,1 моль/дм3). 
2. Раствор фенолфталеина в 70%-ном этаноле с массовой концентрацией фенолфталеина 10 г/дм3
3. Творог двух разных производителей с указанием даты выпуска – по 100-200 г (1 упаковка).
4. Бюретки.
Ход работы

Работа состоит из следующих стадий:

1) Приготовление проб для анализа.
2) Подготовка раствора NaOH.
3) Определение кислотности образцов творога титрованием щелочью.
4) Определение степени соответствия анализируемых показателей ГОСТ.
5) Оформление отчета по работе.

Стадия 1. Приготовление проб для анализа 

При подготовке проб двух видов творога в точности следуют правилам отбора проб по ГОСТ 26809, используя подготовленный к занятию конспект. Для каждого вида творога подготавливают по две пробы. Для приготовления одной пробы 5г творога (с точностью до 0,01 г) вносят в фарфоровую ступку, тщательно перемешивают и растирают пестиком. Затем количественно переносят продукт в стакан объемом 100 мл, смывая его небольшими порциями дистиллированной воды, нагретой до 35-40ºС. Общий объем воды 50 мл. Затем смесь перемешивают и проводят определение кислотности.
Подготовленные пробы сразу используют для анализа.

Стадия 2. Приготовление раствора NaOH.
а) Приготовление раствора NaOH по ГОСТ. 

Используют стандарт-титр “Натрия гидроокись”, раствор молярной концентрации 0,1 моль/дм3. Он представляет собой запаянную ампулу промышленного производства. Для приготовления раствора ампулу разбивают при помощи специального бойка, её содержимое количественно переносят в мерную колбу и разбавляют водой до требуемого объёма (до метки на колбе), что позволяет получить стандартный раствор точной концентрации.
б) Подготовка раствора NaOH из сухого реактива
На воздухе раствор NaOH быстро взаимодействует с углекислым газом и изменяет свой титр:

NaOH + СО2 → Na2CO3,

поэтому для приготовления 1 л 0,1Н NaOH берут не 4, а 4,4 г NaOH (4,4 мл концентрированного раствора NaOH доводят водой до 250 мл).
ВНИМАНИЕ! Приготовление NaOHконц. представляет опасность! 25 г NaOH растворяют в 60 мл воды в термостойкой посуде при охлаждении! Доводят конечный объем до 100 мл в мерной колбе.
Стадия 3. Определение кислотности образцов творога титрованием щелочью.
При определении кислотности творога по ГОСТ 3624-92 к полученный на стадии 1 раствору добавляют 3 капли спиртового раствора фенолфталеина (концентрация фенолфталеина 10 г/дм3). Для каждого вида творога подготавливают по две пробы. Титруют 0,1Н NaOH до слаборозового окрашивания, не исчезающего в течение 1 мин. Титрование повторяют 2 раза для одного вида творога, результат используют для расчетов. 
Стадия 4. Определение степени соответствия анализируемых показателей ГОСТ.
Кислотность в ряде случаев выражают в особых единицах – градусах Тернера - °Т. 
Кислотность творога в градусах Тернера находят умножением объема (см3) раствора NaОН, полученного на стадии 2 и затраченного на нейтрализацию определенного объема продукта (для творога 5 г), на коэффициент 20.
Рассчитывают объем (см3) водного раствора 0,1н NaOH, необходимого для нейтрализации 100 г исследуемого продукта. Для выражения полученных результатов в градусах Тернера используется формула:
 [image: image18.emf],
где Х – кислотность продукта в °Т; g – навеска продукта в г (в целях экономии для большинства продуктов берут навески массой не 100 г, а значительно меньше).; ν – расход щелочи на титрование пробы, мл; V – количество фильтрата, взятое для титрования, мл; V1– общий объем жидкости для приготовления пробы, мл; 10 – пересчет 0,1н раствора щелочи в однонормальную; 100 – пересчет на 100г продукта.

Для творога g = 5г, V= 50мл, V1=50 мл. 
Количество 0,1Н NaOH, пошедшее на титрование умножают на 20 и сравнивают с нормой (210-270ºТ). Расхождения, допустимые между двумя параллельными определениями для творога- 5 °Т;
Допустимая погрешность анализа при объемном титровании молочных продуктов для творога составляет  ±3,6°Т.
Стадия 5. Оформление отчета по работе.
В отчете должны быть отражены название, цель, задачи, основные стадии выполнения и их содержание, а также все результаты работы. Уазывают найденный показатель кислотности образцов и его соответствие или несоответствие государственному стандарту.
2.2. ЛАБОРАТОРНАЯ РАБОТА №5. КАЧЕСТВЕННЫЙ И КОЛИЧЕСТВЕННЫЙ АНАЛИЗ ОРГАНИЧЕСКИХ КИСЛОТ В ПРОИЗВОДСТВЕ ЛИМОННОЙ КИСЛОТЫ.
Цель работы: освоить метод тонкослойной хроматографии органических кислот
Задачи работы: 1) Установить, какие органические кислоты присутствуют в растворе-“задаче”

2) Сравнить качество хроматографического процесса – эффективность, селективность, степень хроматографического разделения – при хроматографировании в двух разных системах растворителей.

3) Определить концентрацию в “задаче” одной из органических кислот по результатам хроматографирования в одной из хроматографических систем.
Задание к занятию. Повторить теоретический материал о путях синтеза и превращениях лимонной кислоты (из курса биохимии), а также о классификации хроматографических методов и показателях хроматографического процесса.  
Повторить теоретический материал о строении и химических свойствах углеводов, об основных принципах хроматографии. Ознакомиться с информацией о происхождении и составе углеводов мёда (Приложение 1). 

Теоретическая часть
Основу скрининговых тестов в клинических, фармацевтических, биохимических и биотехнологических лабораториях составляет разделение смеси веществ методом тонкослойной хроматографии (ТСХ). ТСХ различных соединений позволяет разделить компоненты сложной смеси, произвести анализ их качественного и количественного состава без применения дорогостоящей аппаратуры. Для высокоточного анализа многокомпонентной смеси ТСХ часто используется как первый этап, предваряющий дальнейшие исследования разделенных с помощью ТСХ веществ более чувствительными методами – ВЭЖХ, ЯМР и др.  

ТСХ основана на разделении смеси веществ при передвижении ее в токе растворителя (подвижная фаза) через тонкий (0,25-0,5 мм) слой вещества сорбента (неподвижная фаза), равномерно нанесенного на твердую основу. Для последней используются пластинки из стекла, пластика, фольги и пр. Механизм разделения в тонком слое может быть как адсорбционным, так и распределительным, когда молекулы сорбента покрыты тонким слоем жидкости, прочно связанной с ним.

При проведении как бумажной, так и тонкослойной хроматографии органических кислот следует учитывать, что многие из этих соединений являются летучими (напрмер, уксусная или муравьиная кислоты), поэтому при их выделении из биологического материала и исследовании применяются иные методические приемы, чем в случае нелетучих органических кислот. Следует также помнить, что нейтральные системы не подходят для разделения органических кислот, так как в процессе хроматографии в этих условиях молекулы одной и той же органической кислоты оказываются в двух состояниях – диссоциированном и недиссоциированном. Эти формы демонстрируют разную подвижность. Вследствие этого кислота образует вытянутое пятно с “хвостом”. Для того, чтобы избежать возникновения этого дефекта выбирают либо кислые (в которых диссоциация полностью подалсяется), дибо щелочные (в которых она находится в полностью диссоциированной форме) системы растворителей.

Оптимальными для проведения хроматографического разделения органических кислот являются температуры не более +200С, предпочтительно около +140С, причем температурные колебания негативно отражаются на качестве хроматографического разделения.

Ход работы

Работа состоит из 9 стадий, перечисленных ниже.
1) Подготовка растворителей и камер для хроматографии.
2) Нанесение пробы и метчиков на хроматограммы.
3) Хроматографирование и подготовка хроматограмм к проявлению. 
4) Знакомство с действием разных проявителей (нанесение органических кислот и проявление “псевдохроматограмм”).
5) “Проявление” полученных хроматограмм одним из проявителей.
6) Расшифровка хроматограмм – определение состава органических кислот “задачи” на основе сравнения пятен веществ в “задаче” и пятен метчиков по Rf и цвету.

7) Оценка качества проведенного хроматографического разделения в каждой из хроматографических систем.

8) Определение количества органической кислоты по площади пятен.
9) Оформление отчета по работе.

Реактивы и оборудование

1) Фильтровальная бумага

2) Камера для ТСХ стеклянная с крышкой, диаметром не менее 15 см, высотой 25 см – 2 шт.

3) Компоненты для приготовления систем растворителей:
этилацетат – 100 мл

ледяная уксусная кислота – 15 мл

муравьиная кислота – 15 мл

этанол 96% – 250 мл

аммиак конц. – 20 мл
4) Хроматографические пластинки Sorbfil ПТСХ-УФ (или Силуфол) – 4 шт

5) Щавелевая, лимонная, яблочная, винная, янтарная, фумаровая, аскорбиновая кислоты

6) Раствор-“задача”

7) Электрофен – 2 шт

8) Сушильный шкаф

9) Микрошприц Hamilton объемом 10 мкл
10) Бромфеноловый синий

11) Анилин

12) Глюкоза – 2 г 
13) н-бутанол – 60 мл

13) Метаванадат аммония
14) Пульверизатор – 3 шт.
Стадия 1. Подготовка растворителей и камер для хроматографии.
Работы проводить в вытяжном шкафу! Использовать стеклянную плотно закрывающуюся посуду! 
Для “кислой” системы растворителей смешивают этилацетат, ледяную уксусную кислоту, муравьиную кислоту и дистиллированную воду в объемном соотношении 100:11:11:25, встряхивают 10 минут.
Для “щелочной” системы растворителей смешивают этанол, аммиак и воду в объемном соотношении 100:16:12, встряхивают 10 мин.
Стенки хроматографической камеры обкладывают изнутри фильтровальной бумагой на высоту, чуть меньшую (на 1 см), чем высота камеры. Наливают 45 – 50 мл подвижной фазы (растворителя), плотно закрывают камеру стеклом и оставляют для насыщения парами растворителя на 1 – 1,5 часа.
Стадия 2. Нанесение пробы и метчиков на хроматограммы.
Хроматографические пластинки при необходимости активируют прогреванием (при 1100С 30 мин).
Подготавливают метчики - стандартные 0,2% растворы щавелевой, лимонной, яблочной, винной, янтарной, аскорбиновой кислот и фумаровой кислот в 50% этаноле.
Получают раствор-“задачу” у преподавателя.

На хроматографической пластинке простым карандашом без нажима  проводят линию старта параллельно короткой стороне пластинки, на расстоянии 20 мм от ее края (этот край будет нижним при хроматографии). Проводят линию финиша – отступив 1 см от верхнего края пластинки. Отступив с боков пластинки по 10 мм, на линии старта размещают с одинаковыми интервалами 3 точки для нанесения метчиков и четвертую  – для “задачи”. В эти точки порциями, при подсушивании в потоке теплого воздуха, наносят:
в точку №1 (находящуюся на линии старта у левого края хроматограммы) - по 5 мкл стандартных растворов яблочной, фумаровой и щавелевой кислот;

в точку №2 – 5 мкл раствора лимонной кислоты;

в точку №3 – по 5 мкл растворов винной, янтарной и аскорбиновой кислот;

в точку №4 (у правого края хроматографической пластинки) – 10 мкл раствора-“задачи”.

Диаметр пятен в итоге не должен превышать 3 мм.

Повторяют все операции нанесения со второй хроматографической пластинкой.

Третью пластинку используют для построения градуировочного графика, необходимого для количественного определения органичнских кислот. На стартовую линию третьей пластинки наносят 1, 5, 10 мкл стандартного раствора кислоты (5 мг/мл), а также 10 мкл раствора-“задачи”.
Стадия 3. Хроматографирование и подготовка хроматограмм к проявлению.

Первую пластинку с нанесенными на нее метчиками и “задачей” помещают в камеру c “кислой” системой растворителей.  Стартовая линия с нанесенными пятнами должна находиться выше уровня растворителя. Камеру плотно закрывают.

Вторую пластинку с метчиками и “задачей” размещают таким же образом в камере со “щелочной” системой растворителей.

Третью пластинку хроматографируют после того, как закончится процесс хроматографирования первых двух пластинок.

Пластинки выдерживают в камерах до тех пор, пока фронт растворителя не поднимется до линии финиша, нанесенной ранее. После этого их вынимают из камер, высушивают сначала в вытяжном шкафу, а затем в сушильном шкафу при температуре 1100С в течение 60 мин до полного удаления подвижной фазы.
Стадия 4. Знакомство с действием разных проявителей (нанесение органических кислот и проявление “псевдохроматограмм”).

а) Нанесение “псевдохроматограмм”
На каждую из трех полосок, нарезанных в продольном направлении из пластинки для ТСХ, в потоке теплого воздуха с шагом 1,5 см наносят по 5 мкл растворов органических кислот в следующем порядке (слева направо): щавелевая, лимонная, яблочная, винная, янтарная, аскорбиновая. Диаметр пятна не должен превышать 3 мм. 

б) Приготовление проявителей 
ВНИМАНИЕ! Работать в перчатках, с анилином – в вытяжном шкафу.

Для приготовления глюкозо-анилинового проявителя в 20 мл воды растворяют 2 г глюкозы, в другом сосуде 2 мл анилина растворяют в 20 мл этанола. Растворы сливают и добавляют при перемешивании 60 мл н-бутанола.
Для приготовления “ванадиевого” проявителя используют NH4VO3 (метаванадат аммония): готовят 100 мл его 0,5% водного раствора (не нагревая).
Для использования индикатора бромфенолового синего в качестве проявителя готовят его 0,04% раствор в 50% этаноле и подщелачивают с помощью 0,1М NaOH до рН 10.
в) Проявление “псевдохроматограмм”
Каждую из трех “псевдохроматограмм” хорошо высушивают и равномерно опрыскивают из пульверизатора своим проявителем. После обработки подсушивают при комнатной температуре. В случае бромфенолового синего органические кислоты обнаруживаются в виде желтых пятен на синем фоне (рис.10А). Можно ускорить процесс, подогрев пластинки в сушильном шкафу при температуре 80-900Св течение 5 мин. В случае глюкозо-анилинового проявителя после опрыскивания и нагревания в течение 10 минут до 110-1150С наблюдают появление на хроматограмме коричневых пятен на светло-бежевом фоне. В случае опрыскивания ванадиевым проявителем (рис.10Б) на общем бледно-лимонном фоне становятся заметны голубое пятно аскорбиновой кислоты, серо-голубое пятно яблочной кислоты, ярко-оранжевое пятно винной кислоты, желтые пятна янтарной и фумаровой кислот, белые пятна лимонной и щавелевой кислот (последняя может не проявиться). Обычно характерная окраска развивается сразу, но рекомендуется провести вторую проверку – спустя 20 – 24 ч после проявления.
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Рис.10. Хроматограммы органических кислот, проявленные бромфеноловым синим (А) и ванадиевым (Б) проявителями.
Результаты проявления всех трех “псевдохроматограмм” фотографируют.

Ознакомившись с методиками и результатами разных способов проявления пятен углеводов на “псевдохроматограммах”, выбирают метод проявления подготовленных хроматограмм.
Стадия 5. “Проявление” полученных хроматограмм одним из проявителей.
Убеждаются, что пластинки имеют температуру не выше комнатной. Для пластинки, находившейся в кислой системе растворителей, убеждаются в полном удалении уксусной и муравиной кислот. Для этого используют зону, по которой прошел растворитель, но заведомо не содержащую органических кислот “задачи” или метчиков. На эту зону наносят каплю бромфенолового синего. Если цвет индикатора изменится на желтый, следует досушить хроматограмму.

Все три подготовленные пластинки проявляют одним и тем же проявителем согласно методике, освоенной на стадии 4. Карандашом отмечают пятна, которые соответствуют положению органических кислот.

Проявленные хроматограммы фотографируют в одинаковых условиях (разрешение, увеличение, освещение, масштаб и т.д.).

Стадия 6. Расшифровка хроматограмм – определение состава органических кислот “задачи” на основе сравнения пятен веществ в “задаче” и пятен метчиков по Rf и цвету.

Расшифровывают две хроматограммы. В качестве подготовки к расшифровке записывают формулы каждой из органических кислот, входящих в состав метчиков. Для идентификации пятен метчиков рассчитывают значения Rf и сравнивают их с литературными данными о значениях Rf при линейной хроматографии в сходной хроматографической системе (таблица 5). Сравнивают цвет пятен с цветом того же соединения на “псевдохроматограмме” при выбранном способе проявления.

Таблица 5.
Значения Rf органических кислот в “кислой” и “щелочной” системах растворителей согласно данным литературы
	№

п/п
	Органическая кислота
	Rf в кислой системе растворителей

(этилацетат:уксусная к-та: муравьиная к-та: вода = 100:11:11:25)
	Rf в щелочной системе растворителей

(н-пропанол: 2M NH3 =7:3)

	1
	Щавелевая
	0,14
	0,17

	2
	Винная
	0,36
	0,18

	3
	Лимонная
	0,39
	0,11

	4
	Аскорбиновая
	0,62
	Данные не приводятся

	5
	Яблочная
	0,8
	0,20

	6
	Янтарная
	0,93
	0,23

	7
	Фумаровая
	Данные не приводятся
	0,27


Определив место расположения пятна каждого из метчиков, осуществляют идентификацию пятен-органических кислот в “задаче”, сравнивая их по местоположению  (Rf  ) и цвету  с метчиками. Делают заключение: какие органические кислоты содержатся в растворе-“задаче”.

Стадия 7. Оценка качества проведенного хроматографического разделения в каждой из хроматографических систем.

Для каждой системы растворителей рассчитывают показатели, характеризующие хроматографический процесс. Делают выводы.

Стадия 8. Определение количества органической кислоты по площади пятен.

Одним из вариантов определения количества соединения в пятне является метод, основанный на измерении площади пятен. Пределы ошибок, допускаемых при использовании этого подхода обычно составляют 5 – 6%. Между площадью пятна и содержанием анализируемого соединения существует логарифмическая зависимость следующего вида:
√S = a ⃰ lg q + b,
где S – площадь хроматографической зоны (пятна)

q – содержание анализируемого вещества

a, b – константы.

Данная зависимость справедлива при содержании вещества в пятне от 1 до 80 мкг.
После проявления третьей хроматограммы пятна органических кислот обводят карандашом и определяют площадь полученных пятен с помощью миллиметровой бумаги. Строят график, откладывая по горизонтальной оси  lg q, а по вертикальной -  √S. Определяют площадь пятна искомого вещества на хроматограмме (в “задаче”). Используя построенный график, находят, какому количеству вещества соответствует данная площадь пятна.   
Стадия 9. Оформление отчета по лабораторной работе.

В отчете должны быть отражены название, цель, задачи, основные стадии выполнения и их содержание, а также все расчеты и результаты работы. В отчете должны содержаться цветные  изображения проявленных хроматограмм с указанием системы растворителей, способа проявления и подписанными пятнами – зонами локализации каждой из органических кислот, а также данные для построения графика и сам градуировочный график для количественного определения органической кислоты по площади пятна. Вывод должен соответствовать цели и задачам работы.
ПРИЛОЖЕНИЕ 1. НАТУРАЛЬНЫЙ МЕД – ПРОИСХОЖДЕНИЕ, СОСТАВ, ГОСУДАРСТВЕННЫЙ СТАНДАРТ ОПРЕДЕЛЕНИЯ КАЧЕСТВА

1.1. Биологическое происхождение, химический состав и свойства натурального меда. 
Мёд – это сладкая вязкая жидкость, собранная с нектарников цветков медоносными пчелами и переработанная ими себе на корм. Его состав достаточно сложен: наравне с преобладающим по массе углеводным компонентом, в нем обнаруживаются ценные для организма человека ферменты, витамины, биологически активные вещества с бактерицидными свойствами, микроэлементы.

Выделяют несколько видов меда, в зависимости от типа сырья, использованного пчелами для его производства:

цветочный мед - продукт, представляющий собой частично переваренный в зобе медоносной пчелы (Apis mellifera) нектар;
падевый мед - источником являются падь животного происхождения (сладкая клейкая жидкость на листьях растений, представляющая собой выделения живущих на листьях насекомых) или медвяная роса (сладкий сок, выступающий на листьях или хвое под влиянием резкой смены температур).
Во многих странах Западной Европы падевый мёд собирается в основном из медвяной росы, поэтому ценится выше цветочного. В нём в 8 раз больше зольных элементов, в том числе 12 раз больше калия. В России чаще всего пчёлы собирают падь животного происхождения, поэтому он считается наихудшим сортом мёда

Основным сырьем для получения цветочного пчелиного меда служит нектар, который представляет собой водный раствор сахаров. Общее содержание сахаров в нектаре колеблется от 3 до 80 % и зависит от вида растений, климата, времени суток, сезонности, влажности воздуха и почвы. Пчелы предпочитают собирать нектар с большим содержанием сахаров (Чернигов, 1979). Кроме сахаров, нектар содержит и небольшое количество других веществ - азотные и фосфорные соединения, органические кислоты, минеральные вещества, витамины, энзимы, эфирные масла и др.

В процессе переработки нектара или сахарного сиропа пчелы инвертируют дисахарид (сахарозу) в моносахариды. Глюкоза и фруктоза составляют около 90 % всех сахаров меда. Отношение фруктозы к глюкозе имеет большое значение для определения отдельных сортов меда, в большинстве случаев оно больше 1. Помимо сахарозы в пчелином меде содержатся мальтоза, тураноза, трегалоза, мальтулоза и другие дисахариды. Пчелиный мед содержит также декстрины, образующиеся при разложении крахмала. Пчелы способны сами синтезировать декстрины из тростникового сахара.

Вторым преобладающим компонентом, после углеводов, является вода. Ее количество варьирует от 15 до 23%. Содержание воды связано с некоторыми физическими свойствами – кристаллизацией, вязкостью, удельной плотностью и является одним из наиболее важных показателей, определяющих способность меда не терять своих качеств при хранении. Вследствие высокой гигроскопичности меда содержание а нем воды непостоянно и меняется при хранении в зависимости от влажности воздуха.

Из минеральных веществ в меде содержатся как макроэлементы (калий, натрий, кальций, магний, железо, фосфор и др.), так и микроэлементы (алюминий, медь, марганец, свинец, цинк и др.).

Азотистые вещества в меде представлены белками и аминокислотами. В меде могут содержаться почти все аминокислоты, за исключением цистина и триптофана. Источником происхождения аминокислот может быть организм пчел, нектар и пыльца.

Витамины содержатся в меде в небольшом количестве. Чаще всего в нем обнаруживают никотиновую и пантотеновую кислоты, пиродоксин (В6), рибофлавин (В2), тиамин (В1), биотин, фолиевую и аскорбиновую кислоты.

В меде содержится целый ряд ферментов – инвертаза, амилаза, каталаза, липаза и др. Основными энзимами, содержащимися в самом большом количестве в меде, являются инвертаза (КФ 3.2.1.26). Инвертаза разлагает сахарозу, мальтаза служит для гидролиза мальтозы, амилаза гидролизует крахмал. Окислительно-восстановительные ферменты меда представлены каталазой и глюкозооксидазой. Считают, что они имеют растительное происхождение. В меде также можно обнаружить пероксидазу, липазу, протеазу.

Красящие и ароматические вещества в меде содержатся в небольшом количестве, но именно они в значительной степени определяют вкусовые и товарные качества меда. Ароматические вещества представлены тремя группами: карбонильные соединения (альдегиды и кетоны), спирты и сложные эфиры.

В натуральном пчелином меде в небольших количествах обнаруживаются липиды, представленные триглицеридами, стеролями, фосфолипидами, свободными жирными кислотами и сложными эфирами жирных кислот.

1.2. Контроль качества меда. Национальный стандарт.

Определение натуральности и качества меда производится, как правило, в процессе его закупки заготовительными организациями и на рынках. Определение качества меда в этих случаях осуществляет соответствующая ветеринарная служба.

На натуральный мед, производимый и/или реализуемый на территории Российской Федерации распространяется ГОСТ Р 54644-2011 Мед натуральный. Технические условия. Согласно п.4.1.4 и п.4.1.5. данного стандарта натуральный мед по органолептическим и физико-химическим показателям должен соответствовать требованиям, указанным в таблице 1. При возникновении разногласий в оценке качества натурального меда дополнительно определяют показатели, представленные в таблице 2.
Таблица 1

Органолептические и физико-химические показатели натурального меда (ГОСТ Р 54644-2011).
	Наименование показателя
	Характеристика и значение показателя

	Внешний вид (консистенция)
	Жидкий, полностью или частично закристаллизованный

	Аромат 
	Приятный, от слабого до сильного, без постороннего запаха

	Вкус[image: image21] 
	Сладкий, приятный, без постороннего привкуса

	Массовая доля воды, %, не более 
	20

	Массовая доля редуцирующих сахаров, %, не менее 
	65

	Массовая доля фруктозы и глюкозы суммарно, %, не менее

- для цветочного меда

- падевого и смешанного меда
	60

45

	Массовая доля сахарозы, %, не более:

 - для цветочного меда

- меда с белой акации

- падевого и смешанного меда


	5

10

15

	Диастазное число, ед. Готе, не менее:

- для всех видов меда

- меда с белой акации при содержании гидроксиметилфурфураля (ГМФ), не более 15 млн[image: image22] (мг/кг)
	8

5

	Массовая доля ГМФ, млн[image: image23] (мг/кг), не более
	25 

	Качественная реакция на ГМФ[image: image24]
	Отрицательная 

	Массовая доля нерастворимых в воде примесей, %, не более:

- для всех видов меда, кроме прессового*
- прессового меда
	0,1

0,5

	Признаки брожения
	Не допускаются 

	Для медов с каштана, табака и падевого допускается горьковатый привкус.

 [image: image25]При положительной качественной реакции массовую долю ГМФ определяют обязательно.


*Прессовый мед – это мед, полученный прессованием сотов при умеренном нагревании

Таблица 2.

Физико-химические показатели меда натурального (ГОСТ Р 54644-2011).

	Наименование показателя
	Значение показателя

	Свободная кислотность, мэкв/кг, не более
	40 

	Электропроводность, мСм/см:
	

	1) для всех видов меда и смесей с ними, кроме указанных в перечислениях 2) и 3) и смесей с ними, не более

2) для падевого, каштанового и смесей с ними, кроме указанных в перечислении 3), не менее

3) исключения: липовый, вересковый, эвкалиптовый мед
	0,8 

0,8

Не регламентируется



	Массовая доля пролина, мг/кг, не менее
	180 
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