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Практичне заняття №1
Тема: ОЦІНКА ТОКСИЧНОСТІ ПРОДУКТІВ МЕТОДОМ БІОТЕСТУВАННЯ
Мета: ознайомитися з речовинами, здатними чинити токсичний ефект на організм людини; ознайомитися з видами можливої токсичної дії на організм; навчитися досліджувати продукти на токсичність методом біотестування; ознайомитися з об’єктами, що використовуються для біотестування.
Обладнання та реактиви: зважені культури Tetrahymena pyriformis; вода водопровідна (набрати воду в скляну колбу необхідно не менше чим за 24 год. до дослідження, кип’ятити впродовж 1 год. на водяній бані, закрити стерильним тампоном і поставити відстоюватися), використати верхній шар; досліджувані продукти; фарфорова ступка і товкачик; флакони пеніцилінів з пробками; предметне і покривне скло; мікроскоп; скляні палички; паперові фільтри; 1%-ий розчин ацетону; струшувач.
Основні теоретичні положення
Хімічні сполуки, що забруднюють навколишнє середовище і продукти харчування, здатні здійснювати на організм специфічну дію, що проявляється не одразу, а у віддаленні періоди життя індивідуумів. 
Біотестування дозволяє оцінити безпосередній вплив токсикантів на живі організми і дає можливість на кількісній підставі за рахунок отримання конкретних цифрових даних характеризувати рівень токсичності середовища для організмів.
Біотестування є методом встановлення токсичності середовища на основі вивчення особливостей реакції тест-організмів, що сигналізує про рівень екологічної безпеки або небезпеки (токсичність) незалежно від того, які саме забруднювальні речовини і в якому співвідношенні призводять до змін життєво важливих функцій у тест-організмах. 
У якості тест-організмів використовують мікроорганізми (бактерії, одноклітинні гриби та водорості), рослини (багатоклітинні водорості, мохи, вищі спорові та квіткові рослини), тварини (ракоподібні, комахи, риби, птахи, ссавці), симбіотичні організми (лишайники). 
Для оцінки забруднення біосередовища проводять фіксацію відхилення від норми параметрів анатомо-морфологічних, фізіологічних, біохімічних, генетичних, імунних та інших систем тест-організмів, які контрольний час перебували в умовах забруднення.
Експерименти на теплокровних тваринах по вивченню віддалених наслідків дії хімічних речовин тривають декілька років і вимагають великих витрат. 
В якості тест-об’єкта для виявлення токсичних речовин найчастіше використовуються одноклітинні тварини, зокрема інфузорії Tetrahymena pyriformis (рис. 1.1).
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Рисунок 1.1 – Tetrahymena pyriformis
На цих організмах розроблена прискорена методика визначення токсичних речовин. 
Перевага методу біотестування на інфузоріях Tetrahymena pyriformis пов’язана з особливостями тест-об’єкта: інфузорії широко розповсюджені у водоймах і беруть активну участь у колообігу речовин як консументи, проявляють високу чутливість до широкого спектра токсикантів, мають відносно короткий цикл розвитку, поєднують ознаки окремої клітини й цілого організму; мають схожість із тваринами по кислотно-лужному типу травлення, аналогічним ферментним системам, добре розвиненим мітохондріям і характеризуються універсальним кодом нуклеїнових кислот, подібних до коду вищих тварин.
Токсикологічна оцінка за допомогою біотестування на інфузоріях 
T. pyriformis забезпечує ранню діагностику якості води та інших речовин. Отримана в такий спосіб оперативна інформація дозволяє провести подальшу перевірку несприятливої ситуації загальноприйнятими в токсикології методами.
Практична частина
1. Взяти наважку досліджуваного продукту (5 г), ретельно подрібнити, помістити в конічну колбу і підлити 5 мл 1%-ого розчину ацетону, струшувати впродовж 15 хв. з відкритою шийкою.
2. Після закінчення часу – фільтрують через складчастий фільтр.
3. В флакон з пеніциліном підлити 3 мл заздалегідь прокип’яченої води і 0,5 мл середовища з культурою Tetrahymena pyriformis – це флакон як контрольний.
4. В другий флакон додати 3 мл отриманого фільтрату і 0,5 мл суспензії культури інфузорій – це дослідний флакон.
5. На покривне скло нанести краплю з контрольного флакона і накрити покривним склом. Розглянути при малому збільшенні. Підрахувати видиму кількість інфузорій і розглянути їх морфо-функціональний стан.
6. Таким же чином вчинити з дослідним флаконом.
7. Провести облік результатів через 15 хв., 30 хв., 45 хв. проробляючи п. 5.

8. Облік результатів проводиться по морфо-функціональних змінах Tetrahymena pyriformis: деформація клітин, поведінка (рухливість), загибель клітин і лізис клітин.
9. Зробити висновок до роботи.
Контрольні питання:
1. Які тест-організми можна використовувати в методі біотестування?
2. Назвіть переваги та недоліки методу біотестування.
3. Токсичність яких об’єктів можна вивчати за допомогою цього методу?
4. Охарактеризуйте поняття «токсичність», «токсикант», «ксенобіотик».
5. Чим обумовлено вибір Tetrahymena pyriformis як об’єкта біотестування?
Практичне заняття №2
Тема: ВИВЧЕННЯ ВПЛИВУ НОВИХ СПОЛУК НА ПОДІЛ ТА РІСТ РОСЛИННИХ КЛІТИН (ЦИТОТОКСИЧНІСТЬ СПОЛУК)
Мета: навчитися досліджувати цитотоксичність органічних та неорганічних сполук на кореневому тесті.
Обладнання та реактиви: чашки Петрі, розчини досліджуваних сполук, дистильована вода, насіння р. Cucumis sp. (огірок), бинт стерильний, хімічні склянки, лінійка.
Основні теоретичні положення
Рослини – це найбільш зручні індикатори токсичності, тому що вони є первісними ланками трофічних ланцюгів і відіграють головну роль у поглинанні різного роду забруднювальних речовин. Унаслідок цього, за допомогою рослин можна достатньо точно оцінити токсичність різноманітних хімічних сполук, а також екологічну ситуацію на досліджуваній території.
Сутність ростового тесту полягає в обліку змін показників проростання індикаторної культури, вирощеної на досліджуваних зразках сполук, ґрунту, води, водних витяжок ґрунтів тощо. Цей метод дозволяє оцінити не тільки пригнічувальну дію різних речовин на рослини, але і стимулюючий ефект.
Перевагу віддають тест-культурам, які швидко проростають та є характерними для даного регіону. Наприклад, у регіонах з дерново- підзолистими ґрунтами в якості тест-культури використовують овес і горох; у регіонах зі степовими ґрунтами – пшеницю, люцерну, боби і квасолю. Найбільш розповсюдженими тест-культурами є пшениця, огірок та салат.
Для вивчення цитотоксичної дії з усіх органів рослини найбільш зручним об’єктом є корінь, адже в ньому всі процеси росту та морфогенезу протікають в
«найбільш чистому вигляді».
Вивчення впливу сполук різної концентрації на інтенсивність росту насіння зручно досліджувати в кореневому тесті на паростках р. Cucumis sp. (наприклад, сорт «Конкурент»).
Схожість насіння – це його здатність давати за певний термін нормальні паростки (в лабораторії) або сходи (в польових умовах). Схожість сильно залежить від умов пророщування і від умов зберігання насіння. Зазвичай схожість виражається у відсотках (відсоток насіння, яке зійшло, від загального числа насіння).
Енергія проростання – здатність насіння до швидкого дружного проростання. Визначається за кількістю паростків, що мають корінці, довжиною не менше довжини насіння, та гіпокотиль, довжиною не менше ½ довжини насіння.
Гіпокотиль (підсім’ядольне коліно) – ділянка стебла між кореневою шийкою і місцем прикріплення сім’ядолей (рис. 2.1).

Рисунок 2.1 – Будова молодого проростку квасолі
Досліджувані сполуки можуть пригнічувати процеси, які визначають швидкість росту паростків не в даний час, а через деякий час після початку впливу. Ці процеси відрізняються за чутливістю до досліджуваних речовин. Ріст клітин, що розтягуються та від яких залежить приріст у перший час після перенесення в розчин, малочутливий. А процеси, що проходять у меристемі (поділ клітин і підготування їх до розтягування), навпаки, дуже чутливі, але їх пригнічення позначається на рості паростків після певного часу.
Практична частина
1. Розчини сполук, що тестують, концентрацією 1%, 5% та 10% додають по 10 мл у чашки Петрі, в яких знаходиться по 20 насінин огірка на двошаровій підкладці з бинта.
2. Для кожної концентрації та контрольного експерименту (тільки дистильована вода) використовують по дві чашки.
3. Чашки з насінням витримують за 30 0С у термостаті протягом 72 годин, після чого вимірюють довжину головного кореня, довжину гіпокотилю, та кількість бічних коренів.
4. Також через 3 доби визначають схожість насіння та енергію проростання.
Під час досліду за можливістю враховують всі фактори для створення рівних умов для всіх досліджуваних елементів (досліди проводять на одній фазі місяця). Інтенсивність росту насіння у розчинах різної концентрації оцінюють у експерименті порівняно з контролем.
Токсичність визначають за наступною шкалою: 0-20% пригнічення ростових процесів – відсутність або низький ступінь токсичності; 20,1-40% середній рівень токсичності; 40,1-60% токсичність вище середнього рівня; 60,1-80 % висока токсичність; 80,1-100% максимальна токсичність.
Результати заносять у табл. 2.1 та роблять висновок.

Таблиця 2.1 –Результати дослідження цитотоксичності нових сполук
	Сполука
	Довжина головного
кореня, мм
	Довжина гіпокотилю,
мм
	Кількість бічних
коренів
	Схожість,
%
	Енергія проростання,
%

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	


Контрольні питання:
1. Які рослини використовуються у якості індикаторів у ростовому тесті?
2. Які параметри контролюються при проведенні ростового тесту?
3. Що таке схожість та енергія проростання насіння?
4. За якою шкалою оцінюється токсичність в ростовому тесті?
5. Який орган рослин є найбільш зручним для вивчення токсичної дії сполук і чому?
Практичне заняття №3
Тема: ВИЗНАЧЕННЯ ЯКОСТІ ҐРУНТУ ЗА ДОПОМОГОЮ НАСІННЯ КРЕС-САЛАТУ
Мета: навчитися оцінювати стану ґрунтів за допомогою насіння крес- салату.
Обладнання та реактиви: чашки Петрі, ґрунт, дистильована вода, насіння крес-салату, фільтрувальний папір, хімічні склянки, ваги, лінійка.
Основні теоретичні положення
У ґрунтах накопичуються різноманітні сполуки природного й антропогенного походження, що спричиняють його забруднення й токсичність. 
Визначити ступінь токсичності ґрунту можна за допомогою біотестування. 
Для цих цілей застосовується біотест на фітотоксичність (фітотест), що має здатність адекватно реагувати на екзогенний хімічний вплив шляхом зниження інтенсивності проростання коріння, і, отже, виступати у ролі індикатору токсичності. 
Фітотест інформативний, високочутливий, характеризує стабільність отримуваних результатів.
Показниками фітотоксичної дії є зниження (у порівнянні з контролем) схожості насіння, зниження довжини коріння, зменшення швидкості проростання насіння за перші 3 дні досліду. 
Найбільш інформативним для проведення лабораторних дослідів є тест на інгібування росту насіння.
Відомо, що у великих промислових містах утворюються техногенні біогеохімічні аномалії, які характеризуються поліелементністю складу й накопиченням важких металів у верхньому шарі ґрунту. Серед пріоритетних забруднювальних речовин міст виділяють важкі метали, якісний склад яких у опадах з атмосфери залежить від промислової спеціалізації міста.
Об’єктами дослідження є ґрунти міста Запоріжжя, що випробовують на собі різне за інтенсивністю автотранспортне та промислове навантаження, а як предмет дослідження – крес-салат (Lepіdіum satіvum), який відрізняється швидким ростом і майже стовідсотковим проростанням. Він рекомендується для дослідження ґрунту на шкідливі речовини, цей тест-об’єкт є чутливим до забруднення ґрунтів свинцем.
Проби ґрунту відбираються у 10 різних пунктах міста Запоріжжя на перехрестях з різним за інтенсивністю автотранспортним і промисловим впливом. У місцях відбору проб ґрунтів підраховується інтенсивність руху автотранспорту. Підрахунок проводиться в робочі дні в години пік протягом 20 хв. з перерахунком на кількість автомобілів за годину.
В якості контролю використовують ґрунт, зібраний за межами міста. Ділянка, з якої відбираються зразки ґрунтів, перебуває на відстані більше 150 м від найближчих автомобільних доріг (вважається, що така відстань виключає аерогенне потрапляння важких металів у ґрунт від основного джерела забруднення автотранспорту).
Практична частина
1. Відбір ґрунтових зразків. Для біотестування ґрунтів по місту, у певних пунктах, відбираються об’єднані проби, що складаються з 5 крапкових проб із площі 5 х 5 м, розташованих «конвертом».
2. Підготовка ґрунтових зразків до біотестування. Крапкові проби відбираються на глибину до 10 см. Свіжі ґрунтові проби зсипаються на поліетиленову плівку, ретельно перемішуються, квартуються 3-4 рази (подрібнений вручну ґрунт розрівнюється на поліетиленовій плівці у вигляді квадрата, розділяється на чотири частини, дві протилежні частини відкидаються, дві частини, що залишилися, перемішуються). Ґрунт, що залишився після квартування, розрівнюється на папері, умовно ділиться на 6 квадратів, із центра яких береться приблизно однакова кількість ґрунту в полотняний мішечок (близько 1 кг). Після квартування свіжий ґрунт використовується для біотестування.
3. Біотестування ґрунтів на схожість насіння крес-салату. Для біотестування ґрунтів насіння крес-салату пророщують в досліджуваних ґрунтах. Насіння для кожного варіанту закладають у зволожений дистильованою водою свіжий ґрунт у чашки Петрі по 20 насінин у трикратній повторності. Щодня ґрунт у чашках Петрі зволожується однаковою кількістю дистильованої води. Схожість та енергія проростання насіння визначаються по загальноприйнятих методиках (ДСТУ 12039-82 і ДСТУ 2038-84). Енергію проростання крес-салату визначають на 3-й, а схожість на 5-й день. Контролем є насіння, що проросло на ґрунті контрольного пункту.
4. Тестування ґрунтів на проростках крес-салату. Усереднені проби ґрунтів у трикратній повторності засипають в чашки Петрі до половини, зволожують. На поверхню ґрунту в кожну чашку укладається по 20 насінин крес-салату. Насіння присипається зверху ґрунтом і зволожується. Протягом наступних 10 днів чашки Петрі з досліджуваним субстратом поливають рівною кількістю води. Через 10 днів проростки обережно звільняють від землі, промивають, висушують фільтрувальним папером, після чого проводять зважування, і вимір довжини окремо надземної частини й коріння рослин. Вимірювання довжини надземної частини й коріння тест-рослин проводять за допомогою лінійки з точністю до 1 мм. Контролем є проростки, що виросли на ґрунті контрольного пункту.
5. Кількісна оцінка дії ґрунтів тестованих пунктів.
Схожість визначають шляхом підрахунку кількості проростків у кожній чашці Петрі. Розраховують відсоток схожості за формулою 3.1:
X = K2∙100/K1                                               (3.1)
де K1 – кількість насінин, яку посадили;
K2 – кількість насінин, що проросла (проростків).
Результати заносять в табл. 3.1.

Таблиця 3.1 – Результати біотестування ґрунтів по схожості насіння крес-салату
	Пункти відбору 
проб ґрунту
	Енергія проростання, 
%
	Схожість, 
%

	1
	2
	3

	
	
	


Результати зважування проростків наводять у вигляді табл. 3.2.
Таблиця 3.2 – Результати біотестування ґрунтів за допомогою крес-салату (довжина та вага підземної й надземної частин)
	Пункти відбору
проб ґрунту
	Коріння
	Стебла

	
	Середня
довжина, см
	Середня вага,
г
	Середня
довжина, см
	Середня вага,
г

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	


Контрольні питання:
1. Укажіть основні етапи роботи з визначення токсичності ґрунту за допомогою методики біотестування за допомогою крес-салату.
2. На підставі яких даних роблять висновок про токсичність ґрунту?
3. Які хімічні речовини спричиняють токсичність ґрунтів?
4. Які ще рослини-індикатори можуть використовуватися для визначення токсичності ґрунтів?
5. Наведіть класифікацію ґрунтів за ступенем забруднення хімічними речовинами.
Практичне заняття №4
Тема: ЯКІСНЕ ВИЗНАЧЕННЯ ГЕМОЛІТИЧНОЇ ОТРУТИ (СОЛАНІНУ) В КАРТОПЛІ
Мета: ознайомитися з особливостями накопичення та вмістом алкалоїду соланіну в рослинах; навчитися якісно визначати соланін у бульбах картоплі різних сортів та за різних умов зберігання.
Обладнання та реактиви: розчини H2SO4 (конц.) та ацетатної кислоти (80-90%), H2O2 (5%-ий); чашки Петрі скляні, скальпель, піпетки, скляні стаканчики, фільтрувальний папір, бульби картоплі різного сорту та одного сорту, що має різні умови зберігання.
Основні теоретичні положення
Серед отруєнь рослинними продуктами друге місце займають отруєння рослинами. Більшість отруйних речовин рослинного походження відносяться до алкалоїдів. 
Алкалоїди є органічними основами: у рослинах містяться у вигляді солей винної, яблучної, мурашиної, щавлевої, оцтової та інших кислот. 
Кількість алкалоїдів та їхній склад неоднакові не тільки в різних видах рослин, а й у різних частинах тих самих рослин. Найбільше їх у плодах, листі та корінні рослин. В одній і тій самій рослині, як правило, міститься кілька різних алкалоїдів. Крім того, вміст алкалоїдів залежить від пори року та природних умов місцевості (складу ґрунту, вологості, клімату). 
Найбагатші на алкалоїди рослини родини макових, метеликових, жовтецевих, пасльонових.
Алкалоїди мають високу фізіологічну активність, їхня дія на організм людини дуже складна й багатогранна. Спільними для отруєнь рослинами є короткий інкубаційний період та ураження майже всіх систем організму.
Інколи, під час порушення умов зберігання деякі овочі здатні накопичувати отруйні речовини і ставати повністю, або частково отруйними. Відомі випадки отруєння пророслою (зеленою) картоплею. 
У картоплі за умов неправильного зберігання або за умов потрапляння прямих сонячних променів, накопичується значна кількість отруйної речовини – соланіну (рис. 4.1).
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Рисунок 4.1 – Картопля, що має підвищений вміст соланіну
Соланін (С45Н73NО15) є глікоалкалоїдом (рис. 4.2). Він є гемолітичною отрутою. Назва отрути походить від лат. Solanum, що в перекладі означає «пасльон». Цю отруйну речовину виявили в рослинах у 1820 р. 
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Рисунок 4.2 – Молекулярна формула соланіну

Вважають, що як і інші алкалоїди, соланін необхідний для захисту молодих пагонів рослини від комах, бактеріальних хвороб та травоїдних тварин.
В природних умовах соланін можна знайти в організмі всіх представників родини пасльонових, зокрема в картоплі, помідорах, перці, баклажанах та ін. Але найбільша кількість соланіну споживається людьми з картоплею.
В картоплі утворюється соланін та споріднений йому глікоалкалоїд чаконін. Листя та стебла картоплі зазвичай містять досить великі концентрації цих речовин. Соланін міститься в бульбах картоплі в кількості від 2 до 10 мг/%. 

В недозрілих (зелених), або в старих пророслих бульбах вміст соланіну досягає значно більшої кількості – до 100 мг/%. 
Особливо значна концентрація соланіну спостерігається в проростках картоплі (до 500 мг/%). Коли бульби картоплі піддаються дії світла, вони набувають зеленого кольору та підвищують вироблення глікоалкалоїдів, в тому числі соланіну. Це є природньою захисною реакцією рослини, що допомагає захистити оголені від ґрунту бульби від поїдання. 
Зелений колір виникає завдяки появі хлорофілу, що сам по собі нешкідливий, але це позеленіння є індикатором збільшення концентрації соланіну, який накопичується, в основному, в шкірці. 
Деякі інфекційні хвороби, такі як фітофтора, призводять до різкого підвищення концентрації соланіну в бульбах картоплі, що є природним захистом від збудника захворювання. 
Сорти картоплі, що використовуються в сільському господарстві, перевіряються на вміст соланіну, і в більшості з них концентрація соланіну нижча за 0,2 мг/г.
Уміст соланіну в баклажанах варіює залежно від ступеня стиглості й агрокліматичних умов вирощування. 
Так, у баклажанах технічного ступеня стиглості міститься від 0,004% до 0,009% соланіну, біологічного ступеня стиглості – 0,087% соланіну на суху речовину.
Прийом в їжу продуктів з підвищеним вмістом соланіну здатний привести до розвитку сильної інтоксикації. 
Доза 200-400 мг здатна призвести до розвитку симптомів отруєння. 
Людина після вживання зеленої або пророслої картоплі з вічками може відчути гіркий присмак у роті, печію язика, подразнення глотки. Пізніше з’являється нудота, блювота, діарея. 
Ознаки отруєння проходять через 1-2 доби. 
Соланін чинить пригнічувальну дію на нервову систему, порушує роботу органів травлення, руйнує клітини крові. При виведенні з організму несприятливо діє на нирки і шкірні покриви. У майбутньому можливий розвиток хвороби печінки та нирок.
Дотримання певних правил дозволить запобігти надходженню в організм отруйних алкалоїдів. 
Заборонено використовувати в їжу позеленілу картоплю та картоплю з паростками, не можна споживати незрілі помідори і баклажани. 
Смаження картоплі при 150-170 0C руйнує практично весь наявний соланін, але приготування в мікрохвильовій пічці знижує концентрацію соланіну тільки на 25-35%, а звичайне варіння практично його не руйнує. 
Проблему зниження вмісту соланіну в баклажанах можна вирішити шляхом порушення цілісності клітинних структур плодів: механічного (подрібнення, пресування), температурного (нагрівання, заморожування), електрофізичного, хімічного, біологічного. Їх сутність полягає у порушенні клітинних оболонок та гідролізі протопектину до пектину. 
При цьому мікропори оболонок збільшуються до таких розмірів, які забезпечують вільне витікання клітинного соку із клітин у міжклітинний простір.
У країнах Євросоюзу і США картоплю продають тільки в полотняних мішках, що захищають від сонячного світла.
Практична частина
Для якісного виявлення вмісту соланіну в плодах картоплі використовують кольорову реакцію В.Н. Нілової.
1. З бульби картоплі роблять кілька зрізів товщиною до 1 мм з різних частин плоду:
· від верхівки до основи в площині, що поділяє бульбу на рівні половинки;
· поперекові (біля основи та верхівки);
· з боків бульби;
· з ділянок навколо вічок (проростки).
2. Зрізи кладуть у чашку Петрі (на рівну поверхню) зрізами догори та краплями наносять реактиви в такій послідовності: концентрована ацетатна кислота (80-90%), потім концентрована сульфатна кислота, і нарешті, кілька крапель 5%-ого розчину гідроген пероксиду. Майже миттєво в місцях зрізів, що містять соланін, з’являється інтенсивне темно-малинове або червоне забарвлення (рис. 4.3).
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Рисунок 4.3 – Ознаки кольорової реакції на соланін у плодах картоплі
3. Значний вміст соланіну в бульбах може бути також визначений за неприємним смаком. Для цього середню частини картоплини необхідно відварити до готовності. Після охолодження оцінити запах та смак (присмак) відвару та зразків картоплі.
Контрольні питання:
1. Охарактеризуйте природні алкалоїди та їх значення для здоров’я людини.
2. Що називають гемолітичними отрутами? Наведіть приклади природних гемолітичних отрут.
3. Назвіть токсикологічні характеристики та значення соланіну.
4. Охарактеризуйте умови утворення соланіну в овочевих рослинах. 
У яких овочах поширений соланін та яким чином можна зменшити його вміст?
5. Опишіть кольорову та органолептичну проби виявлення соланіну в картоплі.
Практичне заняття №5
Тема: ВИЗНАЧЕННЯ НІТРИТІВ У КОВБАСАХ ТА М’ЯСОПРОДУКТАХ СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧНИМ МЕТОДОМ
Мета: навчитися визначати нітрити у ковбасах та м’ясопродуктах.
Обладнання та реактиви: зразок продукту, хімічні склянки на 100 мл, мірні колби (1000 мл, 50 мл), NaNO2, розчин реактиву Грісса, насичений розчин ZnSO4, 0,1 М розчин KОН або NaOH, водяна баня, хлороформ, термометр лабораторний, ваги лабораторні, фотоелектроколориметр.
Основні теоретичні положення
Натрій нітрит (NaNO2) використовують при виробництві варених ковбас та інших м’ясопродуктів в якості консерванту – речовини, що подовжує термін зберігання продуктів, захищаючи їх від псування, викликаного мікроорганізмами (бактерії, цвілеві гриби, дріжджі, серед яких можуть бути патогенні і непатогенні види). Також він виконує роль фіксатору кольору, оскільки у природному середовищі свіже м’ясо через кілька годин набуває сірого забарвлення, що відбувається завдяки реакції з повітрям. 
Щоб уникнути неапетитно сірого відтінку в м’ясних і ковбасних продуктах, харчова промисловість широко використовує добавку натрій нітрит (Е250).
Небезпека використання натрій нітриту полягає в тому, що в певних умовах при термічній обробці або в організмі людини він може вступати в реакцію з амінами, що містяться в дуже малих кількостях у продуктах харчування та організмі людини. У результаті такої реакції в організмі можуть утворюватися N-нітрозаміни – сильні канцерогени.
Натрію нітрит достатньо токсична речовина. LD50 для щурів становить 180 мг/кг, для людини LD50 – 71 мг/кг. Тобто смертельна доза для людини становить від 2 г до 6 г, залежно від будови організму. 
Неправильне використання харчової добавки E 250 при виробництві продуктів харчування з м’яса або риби може призвести до серйозних отруєнь, тому натрій нітрит використовують у суміші з харчовою сіллю.
Нітрити добре всмоктуються організмом із шлунково-кишкового тракту. Вони призводять до зниження тонусу мускулатури, розширенню судин і зниженню тиску.
Крім використання в якості харчової добавки натрій нітрит отримав застосування в медицині як судинорозширювальний засіб та антидот при отруєнні ціанідами.
Для кількісного визначення нітритів у сировині та готових виробах харчової промисловості використовують фотометричний метод, який ґрунтується на кількісній реакції між нітрит-йонами та сульфосаліциловою кислотою з утворенням червоно-фіалкової діазосполуки при взаємодії з α- нафтиламіном (рис. 5.1).
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Рисунок 5.1 – Реакція між нітрит-йонами та сульфосаліциловою кислотою
Чутливість методу – до 0,003 мг/л нітритів. При вмісті нітритів понад 0,003 мг/л пробу розбавляють водою.
Практична частина
1. Приготування основного стандартного розчину нітриту.
1,5 г NaNO2 переносять в мірну колбу місткістю 1000 мл, розчиняють в невеликій кількості дистильованої води, доводять до мітки водою і перемішують вміст. В 1 мл такого розчину міститься 1 мг нітритів. Додають до розчину 1 мл хлороформу та зберігають у посудині з темного скла протягом кількох місяців.
2. Приготування основного стандартного розчину нітриту.
1 мл основного розчину NaNO2 переносять в мірну колбу місткістю 1000 мл, доводять до мітки дистильованою водою і перемішують вміст. В 1 мл такого розчину міститься 0,001 мг нітритів.
3. Підготовка проби м’ясопродукту.
У хімічній склянці зважують близько 5 г подрібненого м’ясопродукту з похибкою не більшою 0,001 г, наливають 30-40 мл дистильованої води, підігрітої до 60 0С, перемішують протягом 10 хв. Суміш відстоюють протягом часу, достатнього для утворення над розчином водної витяжки м’ясопродукту.
4. Осадження білків.
Водну витяжку переносять у колбу на 50 мл, доводять об’єм до мітки, змиваючи залишки наважки. Перемішують.
У хімічну склянку піпеткою відміряють 20 мл підготовленої витяжки, додають 10 мл 0,1 М розчину калій або натрій гідроксиду та 40 мл насиченого розчину цинк сульфату, перемішують. Нагрівають склянку з розчином на водяній бані за температури 100 0С протягом 7-8 хв. Охолоджують розчин, фільтрують у мірну колбу місткістю 100 мл, додають 4 мл реактиву Грісса та доводять до мітки. Перемішують, отримують підготовлену пробу.
5. Підготовка градуювальних розчинів.
Градуювальні розчини готують, вносячи в колби на 50 мл 0; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0; 10,0; 15,0 мл стандартного робочого розчину з вмістом нітритів 0,001 мг/мл, доливають дистильованою водою приблизно до 40 мл, додають до кожної колби по 2 мл реактиву Грісса, доводять до мітки, перемішують. Одержують розчини з вмістом нітритів 0; 0,01; 0,02; 0,04; 0,10; 0,20; 0,30 мг/мл.
6. Вимірювання. Побудова градуювального графіка.
Мірні колби з пробою та з градуювальними розчинами поміщають на водяну баню, витримують 10 хв. при 60 0С. Перемішують, охолоджують, фотометрують за довжини хвилі 520 нм відносно розчину порівняння (без вмісту нітритів).
Результати вимірювань записують у табл. 5.1. 
Будують градуювальний графік. Визначають концентрацію нітритів в досліджуваному розчині.
Таблиця 5.1 – Результати визначення вмісту нітритів у ковбасних виробах та м’ясопродуктах
	Продукт
	Оптична густина
	Концентрація NO2-, мг/мл

	1
	2
	3

	
	
	


Масову частку нітритів розраховують за формулою 5.1:
𝜔 = 10C
𝑚
де:

m – наважка м’ясопродукту, г;
С – вміст нітратів в мг (розраховується за калібрувальним графіком). Результати отримують в мг на 100 г м’ясопродукту
Контрольні питання:
1. Які основні джерела надходження нітритів в організм людини?
2. У чому полягає токсичний вплив нітритів на організм людини?
3. Охарактеризуйте метод визначення нітритів в м’ясопродуктах.
4. Які ви знаєте якісні реакції на нітрит-іони?
5. Опишіть застосування натрій нітриту в харчовій промисловості.
