Биологическая безопасность (Кордюкова Т.А.)
1. NRS-факторы и NRS-элементы.

Уэукариот регуляция транскрипции (синтез РНК на матрице ДНК) осущ-ся с пом. специф. белков — факторов транскрипции. Многие из них связ-ся непосредственно с нуклеотидной посл-тью длиной < 10 пар нуклеотидов (п.н.), называемой регуляторным элементом (РЭ). Каждый эук. структурный ген имеет свой набор РЭ. Напр., сущ. белки, блокирующие транскрипцию при взаимод-и с РЭ. Так, известен класс генов позвоночных (около 18), активно транскрибирующихся только в нервных клет​ках. Каждый из этих генов имеет РЭ из 24 п.н., находящийся «левее» сайта инициации транскрипции +1; он обозначается NRSE (neuron-restrictivesilencerelement). Во всех клетках, кроме нейронов, синтез-ся NRSF- фактор (nrsfactor), который связывается с NRSE и блокирует транскрипцию этих генов. В ней​ронах NRSF не синтез-ся, и ге​ны активно транскрибируются.

2. Репрессия транскрипции у эукариот.

Специф. белки эук. могут взаимод-ть с опред. регуляторными элементами (РЭ) и блокировать транскрипцию (синтез РНК на матрице ДНК) или связ-ся со всем транс​крипц. комплексом еще до инициации транскрипции или во время элонгации. Такие транскрипц. факторы (ТФ)наз-ся негативными, или репрессорами.Они дей-ют на основной транскрипц. аппарат, активаторные белки или ко-репрессоры и могут нах-ся в активном и пассивном состоянии.Вактивном нек-рыеизмен.активность основных ТФ (напр., TFIIB или TFIID) или конкурир. с ними за сайты связывания на ДНК, напр., закрывают доступ РНК-полимеразы к промотору при связ. С ДНК. Др. репрессорымогут занять сайт на ДНК, предназн. для белков-активаторов = > активаторы не могут присоед. к ДНК и облегчить инициацию транскрипции. 

Сущ. класс генов позвоночных (около 18), активно транскрибирующихся только в нервных клет​ках. Каждый из этих генов имеет РЭ из 24 п.н., находящийся «левее» сайта +1; он обозначается NRSE (neuron-restrictivesilencerelement). Во всех клетках, кроме нейронов, синтезируется NRSF- фактор (nrsfactor), который связывается с NRSE и блокирует транскрипцию этих генов. В ней​ронах NRSF не синтезируется, и ге​ны активно транскрибируются.

Кроме того, репрессия транскрипции уэукариотосущ-ся с пом. модификаций хроматина. “Выкл” состояние, типичное для бол-ваэук. генов, может достигаться особой компактной укладкой хроматина (гетерохроматином) за счет метилирования(присоединения CH3-групп к ДНК) или в рез-те взаимод. ДНК со специф. хромосомными белками – гистонами. 

3. ПЦР.

ПЦР – способ синтеза и ↑ числа копий ДНК (их амплификации). Происходит invitro в термостате.Необх.: 1) ДНК-мишень длиной от 100 до 35 тыс. пар нуклеотидов (п.н.); 2) затравка в избытке - 2 синтетических олигонуклеотидныхпраймера (≈20 п.н.), комплементарныепротивопол. концам цепей требуемого фрагмента ДНК; 3) термостабильная ДНК-полимераза-Taq (из бактерий Thermusaquaticusтермальных источников), не теряет активности при 95°С и выше; 4) 4 типа дезоксирибонуклеотид-3-фосфата (dNTP).

ПЦР состоит из многократного повторения 3-х реакции (раунд), длящихся 3-5 минут: 1) денатурация ДНК-мишени при 95°С в теч. 1 мин. Избыток 2 праймеров, 4 типа dNTPи Tag-ДНК-полимераза;  2) Ренатурация (гибридизация, отжиг) 1-цепочечной ДНК с 1-цепочечным праймером при ↓ tры до 55°С; 3) Синтез комплементарной цепи ДНК от 3’-ОН групппраймеров при 75°С.

1 раунд: ДНК-мишень окружена посл-ми 1’ и 2 водной цепи и 1 и 2’ - в другой. Новые цепи после 1го раунда длиннее, чем ДНК-мишень, т.к. избыток нуклеотидов и нет препятствий. Исходные и вновь синтез.цепи ДНК служат матрицами во 2 раунде.

2 раунд: 2-цепочечную ДНК, сост. из исходной и новой цепей, вновь подвергают 3 реакциям. Начинают синтез.короткие цепи ДНК.

3 раунд: все образ.гетеродуплексыодноврем. подверг. денатурации, ренатурации с праймерами, а затем реплицируются. В след.раундах коротких матриц всё больше, к 30 раунду их число уже в млн. раз > числа длинных матриц.

ПЦР применяют для синтеза генов, идентификации патогенных м.о (в сравнении с банком данных), синтеза копий ДНК к концам м-РНК, синтеза праймеров, выявления спонтанных мутаций, внесения специфических мутаций invitro, сборки полноразмерных генов из синтетических олигонуклеотидов, опред. нуклеотидной посл-ти (секвенирования ДНК). 

4. Механизм катаболической репрессии в лактозном опероне.

Оперон – это участок ДНК, огранич. с 1й стороны промотором (местом присоед-я РНК-полимеразы), с др. – терминатором (местом ее отсоединения). Оперон кодирует одну мРНК, из которой могут синтез-сянеск. белков. В опероне имеется оператор – регуляторный участок, “разреш.” или “не разреш.” работу РНК-полимеразы и распол. после промотора.

Структурулактозного оперона E.coli открыли франц. микробиологи Ф. Жакоб и Ж. Моно в 1969 г. Lac-оперон объединяет 3 структурных гена – z, y и a, кодир. ферменты для усвоения лактозы: Z (β-галактозидазу), Y (галактозидпермеазу) и A (галактозидтрансацетилазу).  Механизм регуляции lac-оперона наз-ся катаболическая репрессия – мех-м остановки экспрессии структур.генов в случае закрытого оперона (принцип обратной связи). Ферменты, синтез.в клетке по такому принципу, наз-сяиндуцибельными, т.е. кодируемый ферм. синтез-сятолько в присутствии необх. субстрата.

Смысл: появление в среде субстрата (лактозы) “вкл” синтез расщепл. ее белков-ферм. Если лактозы в среде нет, то синтез ферм. дляеерасщепл.прекращ. Такую регуляцию обесп.2 механизма – индукции ферментов метаболизма лактозы и катаболической репрессии.“Вкл-выкл” синтеза ферм. Z, Y и A обесп-ся конститутивным белком – lac-репрессором. Этот белок закодирован в ДНК E. coli в гене-регуляторе, не вход.всостав lac-оперона. Постоянно синтез.вклетке, lac-репрессор связ-ся с оператором. В связанном состоянии lac-репрессор препятствует работеРНК-полимеразы, т.е. она не может считывать гены z, y и a и построить мРНК =>ферм. Z, Y и A не синтез. 

Лактоза в среде выступает в качестве индуктора:меняет конформациюмол-л lac-репрессора =>lac-репрессором теряет спос-тьприсоед. коператору. Свободный оператор “разрешает” РНК-полимеразе построить мРНКдля синтеза ферм. Z, Y и A, то есть происх. индукциясинтеза этих белков. Ферменты Z, Y и A начинают расщеплять лактозу,↓ее конц-ю =>инактивирующее воздействие лактозы на lac-репрессор исчезает,конформация его восст-ся, и он опятьприсоед. к оператору, блокируя lac-оперон.

Рис. Репрессия (а) и индукция (б) в лактозном опероне. П-промотор, Р-ген-регулятор, Т – терминатор, А - участок прикрепления белка-активатора, О – оператор, z,y,a – структурные гены.
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5. Встраивание ДНК-мишени в вектор.

Технология рекомбинантной ДНК (р-ДНК) –сумма методов переноса ген. мат-ла из одного орг.в др.по схеме:1. Из орг.донора экстрагируют нативную ДНК (клонируемую, встраиваемую, ДНК-мишень, чужеродную). 2. Ее подверг.ферм. гидролизу (расщепляют, разрезают). 3. Фрагменты соединяют (сшивают, лигируют) с др. ДНК (векторомклонир-я) =>образуется новаярекомб. молекула – ДНК-вектор+ДНК-мишень. 4. Эту конструкцию вводят в кл.хозяина (реципиент), где она реплицируется и передается потомкам (опред.%). Этот процесс наз-сятрансформацией клетки хозяина. 5. Трансформир. кл. высевают  на  селективные среды и отбирают кл., несущие р-ДНК (скрининг). 6. При культивировании трансформир. кл. получают специф. белки, синтез-мыекл. хозяина по информ-и ДНК-мишени; эти белки служат подтверждением клонирования встроенного гена. Конструир-е р-ДНК осущ.с пом. ф-тов: рестрикции (гидролиза), лигирования (сшивания), синтеза (обратная транскриптаза).

Работа клонирующего вектораpBR322. Очищенную кольцевую плазмидуpBR322 обрабатывают рестриктазой в одном сайте → образ.линейная мол-ла с липкими концами. Эти мол-лы смешивают с донорной ДНК, содерж. нужный ген и обработанной  этой рестриктазой. Липкие концы двух ДНК взаимно комплементарны, они спариваются с образ.гибридных мол-л. Далее смесь обраб. ДНК-лигазой фага Т4 в присутствии АТФ→ образ.много комбинаций фрагментов и нежелательные продукты. Чтобы ↓ кол-во последних, рестрицированнуюплазмидную ДНК обрабатывают щелочной фосфатазой, отщепл. от линейной мол-лы 5'-фосфатные группы: ДНК-лигаза не может сшить концы дефосфорилированнойплазмидной ДНК. Собственно р-ДНК, хотя  имеет 2 одноцепочечных разрыва, удерж. за счет 2х фосфодиэфирных связей, образ.с пом. ДНК-лигазы между дефосфорилированнойплазмидной ДНК и рестрицированной донорной ДНК. После репликации в трансформированной клетке одноцепочечные разрывы устраняются системой лигирования клетки-хозяина (см. рис.).

У гибридного вектора в новой клетке есть 2 пути: 1) вектор встраивается в ДНК бактерии (редко, ≈ 1 клетка из 1000); 2) гибридная плазмида образ.отдельно от основной ДНК. После введения гибридной ДНК (вектор с ДНК-мишенью) в клетку хозяина – трансформация генома – происх. ее репликация и образ.новые кольцевые мол-лы уже без разрывов. Для сохранения р-ДНК в клетке хозяинанеобх., чтобы в нем не было генов, кодирующих синтез соотв. рестриктаз. Затем проводят идентификацию и отбор (скрининг) трансформированных клеток с р-ДНК.
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Рис. Встраивание чужеродной ДНК в плазмидный вектор. Плазмидную ДНК, обраб. рестриктазой и щелочной фосфатазой, смеш. с рестрицированной донорной ДНК с нужным геном, и добавл. ДНК-лигазу. 2 из 4 1-цепочечных разрыва устраняются, и конструкция оказывается стабильной благодаря образ.фосфодиэфирным связям. После введения гибридной ДНК в клетку-хозяина происходит ее репликация и образ.новые кольцевые мол-лы уже без разрывов.

6. Транскрипционный контроль у прокариот.

Все процессы, протек.в бакт. клетке, требуют участия белков. Однако энергии клетки не хватает для одновр. экспрессии всех структурных ге​нов (СГ) => постоянно экспрес-ся только гены жизненноважных белков, а транскрипция остальных генов регулиру​ется, причем на любой стадии, т.е. инициации, элонгации и терминации, но чаще – на инициации.
Оперон - нуклеотидная посл-ть, в ко​т.закодир. > 1 белка. Обычно оперон находится под контролем 1го промотора, и при его транскрипции образ. 1 длинная мРНК, кодир. неск.белков, т.к.стоп-кодон гена1го белка соседствует со старт-кодоном гена след-го белка.

В бол-ве СГ Е. coli есть 2 сайта связывания для РНК-полимера​зы: 1) посл-тьиз 6 или 7 нукл-довТАТААТ АТАТТА(ТАТА-бокс, или бокс Прибнова); 2) TTGAC AACTG. Они располо​жены в области -10 и -35 нукл-дов до сайта инициации транскрипции соответ​ственно (сайт +1). В зав-ти от сп-ба ре​гуляции транскрипции участок между ТАТА-боксом и сайтом +1наз-ся оператором или активатором и влияет на транскрип​цию данного оперона.

Для вкл. и выкл. оперонов есть много регуляторных систем. Соператором м.б. связан регуляторный белок-репрессор: мешает движению РНК-полимеразы вдоль ДНК, и транскрипция блокируется. Но ес​ли с репрессором свяжется низкомолек. вещество (эффектор) и изменит его конформацию, то его связывание с оператором станет невозможным, и транскрипция возобновится. Когда его конц. эффектора ↓, репрессор связывается с оператором, и транскрипция вновь прекращается. Регуляция транскрипции с пом. репрессора наз-ся отриц.

Если ре​гуляции направлена на ↑ скорости транскрипции, то она наз-ся положит.или позитивной. Белок-активатор связ-ся с участком между ТАТА-боксом и сайтом +1. Он ускоряет перемещение РНК-полиме​разы вдоль ДНК. Активато​ры специфичны для опред. сайтов актива​ции. Иногда с работ.активатором связ-ся эффектор, перевод. его в неактивную форму =>скорость транскрипции ↓. Иногда эффектор, напро​тив, активирует неработ. активатор. Такой эффектор – циклический аденозинмонофосфат (цАМФ), а неработ. активатор – БАК (белковый активатор катаболизма), т.е. цАМФ способствует синтезу ферментов катаболизма (гидролаз).
Т.о., общая схема регуляции на стадии транскрипции: эффектор связ-ся с регуляторным белком и меняет его спос-ть влиять на регулят. элементы ДНК. В зав-ти от вида регулят. белка это приводит либо к ускорению построения мРНК и усилению синтеза белка, либо к прекращению этих  процессов.

7. Транскрипционный контроль у эукариот.

Регуляция транскрипции (синтеза РНК на матрице ДНК) у эук. осущ-ся с пом. специф. белков — факторов транскрипции (TФ). Многие из них связ. непосредственно с нуклеотидной посл-тью длиной < 10 пар нуклеотидов (п.н.), называемой боксом /модулем /элементом инициации /регуляторным элементом (РегЭл). В отличие отпрокариот у эук. обычно нет оперонов (нуклеотидных посл-тей, в которых закодировано более 1го белка), т. е. каждый эук. структурный ген (СтрГ) имеет свой набор РегЭл. В регуляции транскрипции у эук. важны как взаимод-я между ДНК и белками, так ибелок-белковыевзаимод-я.СтрГ может иметь много РегЭл, которые активируются специф. сигналами в разных клетках в разное вре​мя клет. цикла. Однако некоторые СтрГ находятся под контролем своегоТФ. Специф. белки могут взаимод. с опред. РегЭл и блокировать транскрипцию или связываться со всем транс​крипционным комплексом еще до инициации транскрипции или во время элонгации.

Каждый СтрГэук. имеет: промоторный участок (ТАТА-бокс, или бокс Хогнесса) из 8 нуклеотидов, вкл. посл-ть TATA; посл-ть ССААТ (САТ-бокс); участок из повтор.динуклеотидов GC (GC-бокс). Эти элементы находятся на расст. 25, 75 и 90 п.н. от сайта инициации соответственно (рис). [image: image3.png]GC-boke  CCAAT-6oxe. TATA 60K
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Если посл-ть TATA отсутствует или изменена,то транскрипция СтрГ невозможна. Найдены TФ, специф. для боксов ССААТ и GC, но пока неяс​но, как ДНК-белковые взаимод-я влияют на эффективность транскрипции, если элементы расположены на рас​ст. более 75 п.н. от сайта инициации. 

Также, на расст. сотен и даже тысяч п.н. от сайта инициации находится энхансернаяпосл-ть, которая в разы ↑ скорость транс​крипции СтрГ. Эти энхансеры и их СтрГ сближены при укладке хромосомной ДНК. Кроме того, TФ, которые связываются с опред. энхансерами и РегЭл, могут образ.цепочку, со​ед-щую удаленные сайты.

Некоторыерепресс-ные гены активируются специф. внеклет. сигналом, например, ↑ tры или синтезом гормо​на. Гормон, попав в кровоток, связ. с рецепторами специф. клеток. В клетке гормон вступает во взаимод. с од​ним из клет. белков и изменяет его конформацию. Этот измен.белок проникает в ядро и связывается со специф. РегЭл, который иници​ирует транскрипцию нужного гена.

8. Клонирование генов эукариот.

Прокариоты не могут удалять интроны(некодирующиепосл-ти) из первичных РНК-транскриптов => верная трансляция (синтез белка на матрице РНК) эукар. мРНК в бакт.клетке невозможна. Экспрессия эукар. ДНК осущ-сятолько при наличии прокар. сигнальных посл-тей, регули​р. транскрипцию и трансляцию. Концевые участки эукар.мРНКмодифиц-ны: их 5'-концы кэпированы (присоединены концевые посл-ти из остатка гуанина, часто метилированного), а 3'-концы полиаденилированы («хвост» из 200 остатков аденозина). Наличие poly(А)-хвоста позволяет отделить мРНК от р- и т-РНК. Для этого всю РНК клетки пропу​скают через колонку сцеллюлозой, к кот.«пришиты» oligo(dT) - короткие олигонуклеотидные цепочки из остатков тимидина(около 15 звеньев).Poly(A)- хвосты мРНК спариваются с oligo(dT) и задерж-ся в колонке, атРНК и рРНК проходят через нее. Затем ко​лонку промывают буфером=> разрыв водородных связей между аденином и тимином, и мРНК высвобождается.

Саму мРНК нельзя встроить в ДНК-вектор, сначала на ней необх. синтез. ДНК. Для этого исп-ют 2 полимеразы: обратную транскриптазу (ОбрТр) и фрагмент Кленова ДНК-полимеразы I (рис.). Вначале в реакц. смесь с очищенной мРНК добавляют короткиеoligo(dT), ОбрТри 4 типа дезоксирибонуклеотид-3-фосфата. Ро1у(А)-хвостмРНК спаривается с oligo(dT), несущим свободную 3'-ОН-группу, кот. инициирует синтез комплементарной цепи. Матрица – мол-ла мРНК, а катали​зирует егоОбрТр, котораяпослед-но присоединяет к растущей цепи остатки Т, С, G или А, комплем.нуклеотидам мРНК. Invitro синтез ДНК идет не до конца,фермент перед оста​новкой «поворачивает назад» и присо​ед. несколько нуклеотидов в обратном на​правлении, образуя «шпильку».

В смесь добавляют фрагмент Кленова ДНК-полимеразы I Е. coli, который достраивает 2ю цепь ДНК, исп-я 1ю как матрицу. Он присоед. дезоксирибонуклеотиды к растущей цепи, начиная с З'-ОН-конца шпильки. По окончании синтеза препарат обраб-ют ферментом РНКазой Н, разрушающеймРНК, и нуклеазой S1, отщепляющей 1-цепочечные концы ДНК. Получ. препарат - смесь частично и полностью 2-цепочечных комплем. ДНК-копий (кДНК) мРНК исходного образца.

РазныекДНК можно встроить в плазмидный вектор и получить кДНК-библиотеку. Для скри​нинга кДНК-библ. (отбора клонов с гибрид​нымиплазмидами), исп-ют метод гибридизации или иммунологические методы. В последнем кДНКд.б встроена в сайт, нах-ся под контролем бактер. промотора, обесп. транскрип​цию. 

Рис. Синтез кДНК. К препарату очищенной мРНК добавляют праймерoligo(dT). Для синтеза ДНК на РНК-матрице исп-ют фермент обратную транскриптазу и четыре dNTP. Invitro обратная транскриптаза не обеспеч. синтез полноразмерных кДНК-копий на всех матрицах и образ. на конце растущей цепи шпильку с З'-ОН-группой. Эта группа инициирует синтез 2й цепи ДНК при участии фрагмен​та Кленова. После завершения синтеза молекулы мРНКгидролизуютРНКазой Н, а ДНК обраб. нуклеазой S1, получая линейные молекулы ДНК с тупыми концами без шпилек.
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9. Плазмидный вектор pBR 322.

pBR322-век​тор, особ. популярный в 80е гг. Р-(от англ.plasmid),BR-авторы Боливар и Родригес,322-№ записи в протоколе. Длина-4361 п. н. Состав вектора: - 2 гена резистентности к а/б ампициллину и тетрациклину (Аmрг и Tetr – сайты рестрикции в области генов устойчивости к этим а/б); - 5 уникаль​ных сайтовузнавания длярестриктаз (ферментов, разрезающих ДНК): ВатНI, HindIII иSalIв гене Теtr,PstI-сайт в гене Аmрг,EcoRI – вне кодирующих после-тей; - сигнал начала репликацииorigin. Репликацияосущ-сятолько в Е. coliс образ.мн-вакопий, в другие бактерии переносится с трудом.

Вектор популярен, т.к. гены резистентности к а/б – распростр. селективные маркеры.Aмпициллин убивает растущие бактер. клетки, блокируя заключит. стадию синтеза клет. стенки; ген устойч. к Ampкодирует ферм. β-лактулозу, кот. расщепл. β-лактамовое кольцо а/б. Teтрациклин блокирует синтез белка в бактер.клетке, связ. С 30S-субъед. рибосом; ген Tetrкодирует белок, модиф-щий мембраны бактерий, препятствуя проникн. а/б в клетку. Клетки с генами устойч. к Amp и Tet в составе р-ДНК (вектор) приобретают спос-ть расти на среде с а/б, хотя реципиентные клетки д.б. чувствительны к этим а/б, т.е. AmpS(sensitive).
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10. Свойства плазмид.

Плазмиды-1)кольцевые 2-цепочечные мол-лы ДНК; 2)внехромосомный ген. элемент бактерий, способный к автономному сущ. и репликации, т.е. могут реплицироваться независимо от клеточной хромосомы.

Есть в клетках почти всех бакт., но в опред. усл. бакт. может жить без плазмид. В клетке есть высококопийные (10-100 копий) и низкокопийные(1-4 копии) плазмиды. У Е. Coli обычно 20 мелких копий, 1 или 2 большие. Размер - от 2х до сотен тыс. пар оснований.  Доляплазмидной ДНК в клетке бакт. = 0,1-5 %всей ДНК клетки. 

Плазмиды им. группы совместимости др. с др.: к одной группе несовместимости принадлежат плазмиды, кот.не могут сосущ. в 1й клетке; к разным группам –норм. сосущ. в 1й клетке независимо от числа копий. 

Все плазмиды содержат сайт начала репликации (origin) в клетке хозяина. Одни плазмиды несут специфичный сайт инициации репликации и могут реплиц. только в клетках 1го вида(с узким спектром хозяев).У других этот сайт менее специфичен, и они реплиц. в разных бакт. клетках (с широким спектром хозяев).

Плазмиды содержат гены: инактивирование а/б; метаболизм прир. соед.; образ.токсинов. => группы плазмид по ф-ям: 1) F-плазмиды содержат инфу, обеспеч. их собственный перенос от клетки к клетке; 2) R-плазмиды несут гены устойчивости к а/б, т.е. распада/окисления а/б; 3) Плазмиды деградации несут гены утилизации необычных метаболитов; 4) Криптические – функциональные гены не обнаружены.

Природныеплазмиды часто бывают лишены обязат. для вектора свойств: небольшого размера,наличия уникального сайта рестрикции для вставки и селективных ген. маркеров для идентификации.

11. Роль ARS последовательностей.

Посл-ти ДНК дрожжей, придающие плазмидамспос-ть реплицироваться в дрожжах, наз-сяARS – автономно реплицирующиесяпосл-ти. Встречаются в геноме дрожжей с той же частотой, что для точек начала репликации (1/40 тыс пар нукл., посчитано с пом. изотопа трития).

Для функц.ARSнеобх.посл-ть из 11 пар нуклеотидов: 5`-(A/T)TTTAT(A/G)TTT(A/T)-3`.

Искусственно сконструир. тандем из таких посл-тей при встраивании в плазмиду функционирует в дрожжевой клетке как ARS =>инициаторный белок (DNA-B), чтобы начать репликацию, должен узнать на ДНК располож. рядом др. с др. антипараллельные копии посл-ти 5 `…3  `, 3 `…5 `, т.е. ARSпосл-ти выступают в роли точек начала репликации, и содерж. их плазмиды способны самостоятельно реплицироваться в хозяйской клетке, не включаясь в состав хромосомы.

Метод выявления ARS  элементов у дрожжей S.Cerevisiae:

В 1 из плазмидных векторов с геном аминок-ты гистидин вводят случайный фрагмент дрожжевой ДНК, в другой - ARS–фрагмент дрожжевой ДНК.Плазмиды вводят в дрожж. клетки, кот.не содержат ген гистидина. Дрожжи высаживают в чашки Петри с селективной средой без гистидина => в 1 случае вырастают редкие трансформанты сплазмидной ДНК, встроившиеся в хромосому дрожжей; во 2м - много трансформантов, содерж. кольцевую плазмидную ДНК, способную реплицироваться независимо от хозяйской хромосомы. 

12. Получение к-ДНК методом ПЦР.

 С пом. ПЦР можно получать комплемен​тарные ДНК (кДНК), отвечающие 3'- или 5'- концевым участкам мРНК. Метод наз-ся RACE (от англ. rapidamplificationof с DNA ends) - быстрая амплификация (увеличение кол-ва) концов кДНКдля встраивания в вектор, а далее в составе вектора в клетку хозяина. Для провед. ПЦР-амплификации нужно знать нуклеотидную пос​л-ть кодирующей области мРНК- мишени, чтобы синтез-тьгенспецифичныйпраймер (GSP). Различают 3' RACE и 5' RACE методы.

3' RACE:праймеромдля с-за первой цепи кДНК служат короткие олигонуклеотидные цепочки из остатков тимидина (около 15 звеньев) - oligo(dT), с присоед-м к нему вторым праймером (Р) (рис.1). Oligo(dT) спаривается с poly(A)- хвостом мРНК, и обратная транскриптаза син​тез-ет цепь, комплементарную мРНК. Вторая цепь кДНК синтез.на первой при участии GSP, комплементарного кодирующей области данной мРНК, с помощью полимеразыTaq. По заверш. неск. раундов ПЦР, в которых исп-сь эти праймеры, добавляют вторую парупраймеров, кото​рые связ. по соседству с первыми. Такие тесно расположенные праймеры называ​ются внутренними. Вторая пара праймеровне​обх., т.к.без них нельзя амплифицировать полноразмерную молекулу-мишень. Конечным ПЦР-продуктом является кДНК, со​отв. 3'-концу искомой мРНК.
5'RACE:праймером для с-за пер​вой цепи кДНК служит GSP (рис. 2). Новую цепь обраб.концевойдезоксинуклеотидилтрансферазой в присутст​вии dATP (дезоксирибоаденинтрифосфата). Этот фермент присоед.дезосирибонуклеотиды к 3'-кон​цу цепи. Т.к. в реакци​онной смеси есть только dATP, на этом конце появляется цепочка адениновых остатков — роlу(А)-хвост. С ним спаривается праймер P-oligo(dT), инициирующий синтез второй це​пи. Проводят ограниченное число раундов ПЦР с указаннымипраймерами, а затем добавляют вторые праймеры и амплифицируюткДНК, от​вечающую 5'-концу мРНК.

RACE-метод широко применяется по ряду причин. Обычно трудно обнаружить кДНК, соотв. мРНК, которой мало в данной ткани. С помощью RACE-метода можно быстро получить кДНК, отвеч. концевым участкам этой мРНК, и при необх. ис​п-ть их в качестве зондов для скрининга (отбора) кДНК- и геномных библиотек. 

Рис. 1 (слева). 3 'RACE. Первая цепь кДНКобраз.в рез-те обратной транс​крипции мРНК при участии oligo(dT) в качестве праймера. Вторая цепь синтез-ся на первой цепи как на матрице с пом. полимеразы Taq и генспецифичногопраймера (GSP1). В след.раун​дах ПЦР исп-сяпрай​меры GSP2 и Р.

Рис. 2 (справа). ПЦР-амплификация кДНК, комплем. 5' концевой части мРНК пер​вой цепи, осущ. об​ратной транскриптазой, ини​циируется праймером GSP. Затем к этой цепи с пом. концевой дезоксинуклеотидилтрансферазыпри​соед-сяроlу(А)-хвост. Для синтеза второй цепи в качестве праймера использу​ется oligo(dT). После не​ск. раундов амплифика​ции добавляют вторые праймеры (GSP2 и Р) и получают кДНК, отвечаю​щую 5'-концу мРНК.
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13. Инициация транскрипции у про- и эукариот.

1)Транскрипция начинается со связывания РНК-полимеразы со спец. сигнальной посл-тью на ДНК - промотором, за которым располагается оператор и кодирующая область.В бол-ве промоторов структурных генов Е. coli есть 2 сайта связывания для РНК-полимера​зы: 1) посл-тьиз 6 или 7 нукл-довТАТААТ АТАТТА(ТАТА-бокс, или бокс Прибнова); 2) TTGAC AACTG. Они располо​жены в области -10 и -35 нукл-дов до сайта инициации транскрипции соответ​ственно (сайт +1).После присоед. фермента цепи ДНК расходятся, и матричная цепь становится доступной для полимеризации  на ней рибонуклеотидов.

Инициацияхар-ся синтезом 1х связей в РНК. Фермент, будучи на промоторе, синтез.первые 9 нуклеотидных связей. Инициация заканч., когда РНК-полимераза начинает двигаться вдоль матрицы, освобождая промотор.

Скорость образ.мРНК (а в рез-те – и кол-во белка) опред-ся частотой инициации транскрипции данного гена. Эта частота зависит от «силы» промотора гена, которая задается посл-тью оснований в боксах Прибнова и боксе “-35”, расст. между ними и азотистыми основаниями в участке от “+1” до “+10”. Например, промотор lac-оперона является «слабым», а промоторы оперонов, кодир. жизненно-важные белки - к “сильным”. «Сильные» промоторы будут часто инициировать транскрипцию = > синтез.много мРНК и далее – молекул белка. 

2)Транскрипция у эук. осущ. с пом. спец. белков — факторов транскрипции (TФ). Многие из них связываются непосредственно с нуклеотидной посл-тью длиной < 10 пар нуклеотидов (п.н.), называемой боксом /модулем /элементом инициации /регуляторным элементом (РегЭл).  Каждый структурный ген (СтрГ)эук. имеет: промоторный участок (ТАТА-бокс, или бокс Хогнесса) из 8 нуклеотидов, вкл. посл-ть TATA; посл-ть ССААТ (САТ-бокс); участок из повторяющихся динуклеотидов GC (GC-бокс). Эти элементы находятся на расст. 25, 75 и 90 п.н. от сайта инициации соответственно (см.рис). [image: image8.png]GC-boke  CCAAT-6oxe. TATA 60K
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Транскрипция СтрГ начинается со связ. с ТАТА-боксом ТФ IID (TFIID) -комплекса из 14 белков. Затем с TFIID и участками ДНК, примыкающими к ТАТА-боксу, связываются другие TФ. Затем с этим комплексом связывается РНК-полимераза II и при участии доп. факторов 

происх. инициация транскрипции в точке +1 (см.рис.).
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Инициация транскрипции у эук. регулируется каскадом протеинкиназ, активирующих  1 из факторов инициации.Некоторыерепресс-ные гены активируются специф. внеклет. сигналом, например, ↑ tры или синтезом гормо​на. Гормон, попав в кровоток, связывается с рецепторами специф. клеток. В клетке гормон вступает во взаимод. с од​ним из клет. белков и изменяет его конформацию. Этот измен.белок проникает в ядро и связ. со специф. РегЭл, который иници​ирует транскрипцию нужного гена.

14. Альтернативный сплайсинг.

Уэукариот бол-во структурных генов (СГ) сост. из неск. дискретных кодирующих областей (экзонов), разделенных некодир. облас​тями (интронами). По завершении транскрип​ции интроны вырезаются из первичного продукта транскрипции (пре-мРНК) с пом. ферментов, а экзоны сшиваются друг с другом «торец в торец» (сплай​синг) с образ.функциональноймРНК. Обычно длина экзонов= 150-200 нуклеотидов, а интронов = 40- 10 000. Очень не​многие эукар.СГ вооб​ще не имеют интронов. Иногда сплайсингмРНК может проходить по альтерн. варианту. Например, в одной ткани мРНК может образ.в рез-те соед. всех экзонов первичного транскрипта, а в другой какой-то экзон будет вырезан вместе с фланкирующими (окружающими) его интронами, и образ. др.мРНК => альтернативный сплайсинг позволяет получ. разные белки с 1го СГ. Сплайсинг регулируется белками,связ-ся с пре-мРНК в районе интроновили на границе “экзон-интрон”. Присоед.этих белков может блокировать удаление одних интронов, одновр. активируя вырезание других.
15. Фенотипическое выражение генов

Ф-ии гена и его влияние на фенотип зависят от физического положения гена в генетической системе (эффект положения), от совокупности остальных генов (генотипической среды) и от внешних условий. Фенотипическое выражение гена - экспрессивность, так же как и его проявление - пенетрантность, т. е. наличие или отсутствие контролируемого данным геном признака, могут варьировать в зависимости как от внешних условий, так и от генотипа. Под влиянием различных внешних воздействий гены могут изменяться - мутировать. К независимому мутированию способны также элементарные единицы, входящие в состав гена. Гены контролируют процессы синтеза белков в клетках и что генные мутации (изменения химической структуры генов) ведут к изменению химической структуры белков (что в ряде случаев сводится к замене одной аминокислоты другой).

При разных условиях у особей со сходным генотипом фенотипическое выражение данного гена может быть различно. Так, мутация дрозофилы «abnormal abdomen» (фенотипически проявляется в неправильном расположении полосок окраски на брюшке) обнаруживается в фенотипе только при выращивании личинок мух на влажном корме; при использовании сухого корма мутанты ничем не отличаются от нормальных мух.

Кроме того, может варьировать (даже при 100\%-ной пенетрантности) степень фенотипического проявления гена. Признак может быть выражен сильнее или слабее, проявляться более или менее отчетливо в зависимости от внешних условий или от взаимодействия генов друг с другом. Если данный признак сходно выражен у разных особей в данных условиях, говорят о постоянной экспрессивности контролирующего этот признак гена, если же степень выраженности признака варьирует — об изменчивой экспрессивности. 

16. Скрининг трансформированных клеток

Эксперименты с рекомбинантной ДНК прово​дят по следующей схеме:
· Из организма — донора нужных генов — экс​трагируют нативную ДНК (клонируемая ДНК, встраиваемая ДНК, ДНК-мишень, чу​жеродная ДНК), подвергают ее фермента​тивному гидролизу (расщепляют, разрезают) и соединяют (лигируют, сшивают) с другой ДНК (вектор для клонирования, клонирую​щий вектор) с образованием новой, рекомбинантной молекулы (конструкция «клонирую​щий вектор—встроенная ДНК»).

· Эту конструкцию вводят в клетку-хозяина (реципиент), где она реплицируется и пере​дается потомкам. Этот процесс называется трансформацией.

· Идентифицируют и отбирают клетки, несу​щие рекомбинантную ДНК (трансформиро​ванные клетки).

· Получают специфический белковый про​дукт, синтезированный клетками-хозяевами, что служит подтверждением клонирования искомого гена.

Т.к. при рестрикции ДНК обр-ся смесь фрагментов и после из лигирования с векторной ДНК обр-ся множ-во комбинаций необходимо уметь распознавать те реципиентные клетки, кот. сод-ат ДНК с встраиваемой послед-тью (ДНК-мишени). Для этого исп-ют различные системы скрининга (отбора).

Скрининг – комплекс методов идентификации единичного объекта с нужной рДНК путём перебора большого числа объектов. 

Скрининг с помощью гибридизации: нужную нуклеотидную послед-сть в образце ДНК можно обнаружить с помощью ДНК-зонда, спаривающегося только с искомой послед-тью. Для этого ДНК сначала переводят в одноцепочечную форму, подвергнув её тепловой обработке или воздействию щелочью. 

После трансформации высевают клетки на чашки с пит. средой и переносят выросшие колонии на твёрдую подложку( нитроцеллюлозный или найлоновый фильтр);  проводят лизис клеток, затем депротеинизацию и денатурацию ДНК; фиксируют на ДНК подложке. Наносят на фильтр меченый зонд и проводят отжиг, а затем радиоавтографию. Колонии на исходной чашке, кот. сод-ат гибридизовавшуюся ДНК, выделяют и культивируют. С помощью гель-электрофореза и картирования определяют размер каждого фрагмента (вставки) и идентифицируют аналогичные фрагменты или фрагменты с перекрывающимися последовательностями (для определения клона, содержащего искомый ген целиком).

Иммунологический скрининг. Клет​ки после транстформаиии высевают на твердую питательную среду, обеспечивающую рост только трансформиро​ванных клеток. 1. Переносят клетки из каждой выросшей колонии на твердую подложку так, чтобы их расположение в точности соответствовало таковому на чашке. 2. Клетки подвергают лизису, белки фиксируют на фильтре. 3. Наносят на фильтр первые антитела, которые свя​зываются только с искомым белком. 4. Несвязавшиеся первые антитела удаляют, наносят на фильтр вторые антитела, специфичные в отношении первых антител, связанные с ферментом (например, щелочной фосфатазой).5. Смывают с фильтра все несвязавшиеся вторые антитела и наносят на него бесцветный субстрат, при гидролизе которого образуется окрашенный продукт. Гидролиз может произойти только в присутствии вторых антител. 6. Отбирают колонии на чашке, соответствующие окрашенным пятнам на фильтре, и культивируют их. В них может содержаться рекомбинантная ДНК, кодирующая белок, гомологичный первым антителам.

17. Свойства плазмидных векторов
Как автономно реплицирующиеся генетические элементы плазмиды обладают всеми основными свойствами, которые позволяют использовать их в качестве вектора для переноса клонируемой ДНК. Но довольно часто природные (немодиф-ные, несконстр-ные) плазмиды бывают лишены некоторых обязательных для «высококачественного» вектора свойств. К таким важным свойствам относятся:

1) небольшой размер, поскольку эффективность переноса экзогенной ДНК в Е. coli значительно снижается при длине плазмиды более 15 т. п. н.;

2)наличие уникального сайта рестрикции (разрез цепочки ДНК, осуществляемый специальным ферментом (рестриктазой), в который может быть осуществлена вставка; 

3) наличие одного или более селективных генетических маркеров для идентификации реципиентных клеток, несущих рекомбинантную ДНК. Поэтому плазмидные вектора приходится создавать с помощью генной инженерии.

18. Ферменты клонирования в технологии р-ДНК

Технология рРНК – совокуп-сть экспер. методов переноса ген. мат-ла (ДНК) из одного организма в другой. Клонирование – процедура вращивания и отбора клонов, несущих нужные рРНК. В бол-ве случаев при клон-ии во всём мире в кач-ве реципиентных генов исп-ют штаммы E.coli, кот. называют «рабочей лошадкой».

Конструирование рекомб. мол-л ДНК осущ-ся с помощью ф-тов: рестрикции(гидролиза): рестриктазы; легирования (сшивания): лигазы; синтеза: обратные транскриптазы.

Эндонуклеазы – ф-ты рестрикции, способные: узнавать опред. послед-сти осн-ий в 2-ух спирал. ДНК, расщеплять обе цепи ДНК.

С их помощью исследуют: стр-ру хромосом, послед-сти нуклеотидов в ДНК (секвенирование). Произ-ят выделение генов, получение новых м-л ДНК для клон-ия. Рестрицирующие эндонуклеазы обнаружены у разл. прокариот. Биол. роль: расщеплять чужеродную ДНК, собств. ДНК при этом не расщепляется, т.к. участки ДНК, узнаваемые собств. рестриктазами в клетке метилированы.

Рестриктазы разделены на 3 группы в зав-ти от доины узнаваемой послед-сти: 1) узнают тетрануклеотиды (Alu-I) из Artrobacter luteus; 2) узнают пентануклеотиды (EcoR-II) из E.coli; 3) узнают гексануклеотиды (Ecor-I) из E.coli. Их название сокращено до 3 букв названия м.о.+обозначение штамма римской цифрой.

Производимые в двух цепях разрывы м.б. расположены либо со сдвигом отн-но друг друга на 1-2 осн-ия, либо строго против друг друга (пол-тся «тупые» концы).

В наст. время рестриктазы дел-тся на 3 класса с учётом метилирования сайта и сайта посадки (RMS-система: R-рестриктаза, M-сайт метилирования, S-сайт посадки ф-та):

I класс: рестриктазы, кот. расщеп. ДНК в произвол. точках с обр-ем различ. фрагментов ДНК; II класс: ф-ты, д. кот. сайты рестрикции и посадки совпадают. Образующиеся фрагменты рестрикции воспроизводятся по длине; III класс: из фага Р-1 объединяют все прочие эндонуклеазы.

 Число узнаваемых рестриктазами нукл. послед-тей варьирует от 4 до 13. Рестриктазы расщепл. ДНК через 250 нуклеотидов, исходя из ф-лы уn, где у – кол-во нуклеотидов (Г,У,Т,А), n-число повторов сайтов рестрикции.

Необходим какой-то инструмент для устранения разрыва в сахарофосфатном остове м-лы, т. е. для восст-ия связи между З'-ОН концевой группой одной цепи и 5'-фосфатной группой другой. Таким инструментом является ДНК-лигаза бактериофага Т4 (катал-ет образ-ие фосфодиэфирных связей между концами полинуклеотидных цепей, которые уже удерживаются вместе благодаря спариванию липких концов; «сшивает» тупые концы, которые сближаются друг с другом после того, как объединяемые фрагменты связываются с ферментом).

Технология рек. ДНК в вопросе №16 (если понадобится)

19. Структура и свойства ДНК

С хим. точки зрения ДНК — это длинная полимерная молекула, состоящая из повторяющихся блоков — нуклеотидов. Каждый нуклеотид состоит из из остатка фосфорной кислоты, присоединённого по 5'-положению к сахару дезоксирибозе, к которому также через гликозидную связь (C—N) по 1'-положению присоединено одно из четырёх азотистых оснований(аденин, гуанин, тимин и цитозин). В подавляющем большинстве случаев (кроме некоторых вирусов, содержащих одноцепочечную ДНК) макромолекула ДНК состоит из двух цепей, ориентированных азотистыми основаниями друг к другу. Эта двухцепочечная молекула спирализована. В целом структура молекулы ДНК получила название «двойной спирали».

Аз-ые осн-ия одной из цепей соединены с аз-ми осн-ми другой цепи водородными связями согласно принципу комплементарности: А с Т, Г — только с Ц. Разные пары оснований образуют разное количество водородных связей:АТ связаны 2, ГЦ — 3 водород. связями, поэтому на разрыв ГЦ требуется больше Е.

Фосфодиэфирный остов образован фосфодиэфирными связями, кот. возникают м/у 3'-ОН-группой и 5'-ОН-группой. Дезоксирибоза соед-тся с азотистым основанием N-гликозидной связью. Одна цепь связывается со второй цепью связями: водородные, гидрофобные м/у плоскостями азотистых оснований.

I стр-ра ДНК: на одном конце одной цепи ДНК нах-тся 3'-ОН-группа дезоксирибозы (3'-конец), на другом - 5'-фосфатная-группа(5'-конец).Дина ДНК измеряется числом пар комплементарных нуклеотидов (п.н.). Длина 1000 п.н.=340нм, мол. масса 1000 п.н.=60000Да. Последовательность дезоксирибонуклеотидов в одной цепи ДНК соот-ет направлению 5'-3' и кмплем-на послед-сти дезоксирибонуклеотидов в антипарал-ой цепи 3'​-5'. Ковал. связи: фосфодиэф. и гликозидная

II стр-ра ДНК: правозакрученная спиральная полинуклеотидная цепь. Имеет 6 разновидностей. В-форма: d спирали 2,1нм, виток-10 п.о.(пар оснований), шаг спирали 3,4нм, плоскость осн-ий ┴ продольной оси спиралей. Прод. ось спиралей пронизывает стопку оснований посередине. М\у цепями ДНК расположены 2 бороздки – большая и малая.

А-форма: d спирали 2,5нм. виток-11 п.о., шаг спирали 2,8нм. П.о. наклонены под углом 20° к пл-ти ┴ прод-ой оси спирали. Они обвивают продольную ось так, что внутри неё вдоль имеется полость d 0,8нм. Две бороздки, но большая шире и глубже, чем у В-формы.

С-форма: виток сод-ит 9,3 п.о. Основания разных цепей наклонены под углом 6° к пл-сти,┴ оси спирали и немного отн-но друг друга.

Z-форма: левая спирал. один виток вкл-ет 12 п.о. Пентозофосфатные цепи имеют не плавные линии как в В и С формах, а ломанный z-образ. вид. Обладает только одним желобком. Выявлена в повторяющихся послед-ях чередующихся ГЦ или АЦ при наличии др. стабилиз. факторов: высокая конц-ия соли или наличие спец. катионов(спермин и спермидин), высокое сод-ие отриц. супервитков, связывание z-ДНК специф. белков, метилир-ие атомов углерода С-5.

Форма спирали ДНК зав-ит от степени гидратации м-лы: А-форма (крис-ая) сущ-ет при ω% воды не выше 40%, В-форма(паракрис-ая) при ω% более 40%.

Формы С,D,E – правоспиральные обр-ся только в эксперимент. усл-ях и in viva не сущ-ют. А-форма возникает при более высоком сод-ии ионов Na или K в среде, т.е. при меньшей гидратации.

III стр-ра: суперспираль(с.с.) ДНК. При превращении лин. 2-цепоч. ДНК в замкнутую кольц. м-лу ось двойной спирали ДНК м.б. закручена в суперспираль в правую или левую сторону. Кольцевую ДНК, лишённую суперспир. витков наз-ют релаксированной. Для её превращения в суперспирал-ую необ-мо затратить опред-ую Е. Е напряжения суперспир-ой ДНК (Е суперспирализации) прим-но пропорц-на квадрату числа суперспир-ых витков. биол. ф-ии С.С.: с.с. имеет более компактную форму, м.влиять на степень расщепления двойной спирали. Правая с.с. «+», левая «-».Почти все кольц. М-лы ДНК «-» спир-ны. С.С. в хромосомах наиболее стаб-на за счёт гашения отриц. зарядов на фосфорной к-те катионами Ме.

Порядок зацепления L показывает, сколько раз одна цепь пересекает другую, если их спроецировать на плоскость (изм-ся если в обе цепи вносятся разрывы). Ф-ты, меняющие L: топоизомеразы (иниц-ют образование «-» супервитков(гираза).

«-» супервитки образуются за счёт скручивания ДНК против часовой стрелки(влево).

Ф-ии ДНК: хранение и передача ген. инф-ции(путём собств-ой репликации и репарации→CONST вида); несёт инф-ию о собственной рекомбинации (обмен м/у сегментами гомол. хромосом в мейозе в процессе кроссинговера путём разрыва и воссоединения цепей ДНК), т.е. изменении в генах, передающихся по наследству; формирование фенотипа, экспрессия генов а)через синтез мРНК(транскрипция),б) процессинг (созревание иРНК из мРНК) в) синтез белков.

Денатурация(плавление ДНК): 2-ух спирал. стр-ру ДНК м. расплавить в р-ре ↑ t°С или понижая конц-ию соли (происходит не только расхождение цепей, но и нарушается система взаим-ия азот. осн-ий(гидрофоб. взаим-ия), фосфодиэф. связи при этом не разр-тся). Разделение цепей ДНК происходит в опр. интервале t°С, сред. точка этого интервала - t°С плавления данной ДНК или точка плавления. Формамид дестаб-ет водор. связи м/у осн-ми, тем самым снижая t плавления. М-лы, обогащ. ГЦ парами плавятся при более выс. t°С.

20. Белки репликации прокариот

1) dna-B( мол. масса 250кДа, число м-л в клетке 20): даёт возможность проймазе инициировать синтез РНК, поступая в точку ilv;

2) Хеликаза (rap-белок) (65кДа, 50 м-л): расплетает двойную спираль (генерируются «+» витки);

3) ОЦ-белки (ДНК-связывающие, плавящие Б) (74кДа ,300 м-л): стабилизирует одноцепочечные участки ДНК;

4) ДНК-гираза (400кДа, не обн-ны): вводит «–» супервитки за счёт АТФ;

5) Проймаза (60кДа, 100 м-л):синтезирует РНК-затравку;

6) голофермент ДНК-полимеразы-3(>300кДа, 20 м-л): синтезирует основную массу ДНК;

7) ДНК-полимераза-1 (109кДа, 300м-л): удаляет затравку, заполняет бреши более одного нуклеотида

8) ДНК-лигаза (74кДа, 300 м-л): соединяет ковалентно концы ДНК.

ДНК-полимераза катализирует образование фосфодиэфирной связи только в том случае, если основание очередного нуклеотида комплементарно соответствующему основанию матричной цепи. ДНК-полимераза может включать в ДНК некоторые аналоги оснований: урацил или 5-Br-урацил вместо тимина, гипоксантин вместо гуанина. 

ДНК-полимераза I сод-ит 2 активности: 1)3'- 5'-экзонуклеазная активность  36 кДа,выполняет функцию редактирования; 2) 5'-3'-эндонуклеазную активность,  с массой 75 кДа, заделывает бреши.

ДНК-полимераза I может присоединять дезоксирибонуклеотиды к затравочной цепи, но она не способна катализировать соединение двух цепей ДНК или замыкание одной цепи ДНК. 

ДНК-лигаза - фермент, катализирующий образование фосфодиэфирной связи между двумя цепями ДНК. Фермент этот активен при усл-ях:  1) наличии свободной ОН-группы на 3-конце одной цепи ДНК и фосфатной группы на 5'-конце другой. 2)для реакции соединения цепей требуется источник энергии. У Е. coli и других бактерий эту роль выполняет NAD+, тогда как в клетках животных и зараженных бактериофагом клетках данная реакция осуществляется за счет энергии АТР) 3) наличие соседней цепи ДНК. 

ДНК-лигаза заделывает одноцепочечные разрывы в остове двухспиральной ДНК. Этот процесс необходим для нормального синтеза ДНК, для репарации поврежденной ДНК и для сращивания (сплайсинга) цепей ДНК при генетической рекомбинации. На образование фосфодиэфирной связи в остове ДНК расходуются две богатые энергией фосфатные связи. 

активность ДНК-полимераз II и III(открыты спустя 15 лет после I) маскировалась высокой активностью полимеразы I.

Общие св-ва ДНК-полимераз 1,2,3:

1.
Они катализируют направляемый матрицей синтез ДНК из предшественников dNTP.

2.
Для проявления их активности необходима затравка со свободной 3'-ОН-группой,

3.
Синтез идет в направлении 5'—>3'.

4.
Они обладают 3'—>5'-экзонуклеазной активностью.

Эти полимеразы различаются по характеру предпочитаемых ими матриц. Для полимераз II и III оптимальными матрицами служат двухцепочечные ДНК, имеющие короткие одноцепочечные пробелы. Полимераза I, наоборот, предпочитает протяженные одноцепочечные участки, соседствующие с двухспиральными участками. Максимальные скорости катализа in vitro для этих ферментов также различаются: полимераза I присоединяет 10 нуклеотидов в секунду, а полимераза II - 0,5 и полимераза III
- 150 нуклеотидов в секунду. 

21. Генетическая карта E.coli
Генетическая карта — схема расположения структурных генов и регуляторных элементов, а также генетических маркеров в хромосоме.

В условиях быстрого синтеза ДНК E.coli была установлена генетич. карта E.coli путём обнаружения вновь синтезированных генов через разное время после начала отсчёта. Генов, кот. нах-тся вблизи точки инициации репликации будет больше в быстро растущей к-ре. Отн-ое сод-ие генов определяли методом гибридизации.

1. Репликация нач-тся в строго опр. участке ДНК вблизи гена Ilv, локализ. на 74 мин станд-ой ген. карты E.coli

2. Репликация идёт в обоих направлениях одновременно с приблиз-но одинак. скоростью, т.е. сущ-ет 2 репликац. вилки: одна движется по часовой, др.-против часовой стрелки. Они встречаются вблизи Trp-маркера на 25 мин ген. карты, в точке противопол. началу репликации.
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22. Регуляция жизненного цикла клетки

Осуществляется посредством обратимого фосфорилирования (дефосфор-ия) регуляторных белков. Ключевым белком, регулирующим включение клетки в митоз (G2M-переход), является специфич. серин-треонин-протеинкиназа, которая называется фактором созревания. В активной форме фермент катализирует фосфор-ие многих белков, принимающих участие в митозе: гистон H1, ламин (компонент цитоскелета, обнаруженный в ядерной мембране), факторы транскрипции, белки миотического веретена, ряд ферментов. Фосфорил-ие этих белков запускает процесс митоза.

После завершения митоза регулятор. единица фактора заболевания – циклин – маркируется убиквитином и подвергается протеолизу. Теперь наступает очередь протеинфосфотаз, кот. дефосфор-ют белки, принимающие участие в митозе, после чего клетка возвращается в состояние интерфазы.

23. Этапы жизненного цикла клетки.

Клеточный цикл  — это период существования клетки от момента её образования путем деления материнской клетки до собственного деления или гибели.

Клеточный цикл эукариот состоит из двух периодов:

1)Период клеточного роста, называемый «интерфаза», во время которого идет синтез ДНК и белков и осуществляется подготовка к делению клетки.

2)Периода клеточного деления, называемый «фаза М» (от слова mitosis — митоз).

Интерфаза состоит из нескольких периодов:

· Пресинтетический период (G1-фаза): клетка интенсивно растет, в ней синтезируется мРНК и различные белки, увеличивается число рибосом и митохондрий. Клетка готовится к удвоению хромосом.

· Синтетический период (S-фаза): происходит удвоение хромосом, в основе которого лежит процесс удвоения (репликации) ДНК, в результате каждая хромосома состоит из двух сестринских хроматид

· Постсинтетический период (G2-фаза). Самый короткий период интерфазы. Клетка готовится к делению, синтезируются белки, из которых будет сформировано веретено деления, запасается энергия за счет синтеза АТФ.

У дифференцировавшихся клеток, которые более не делятся, в клеточном цикле может отсутствовать G1 фаза. Такие клетки находятся в фазе покоя G0.

Митоз – процесс непрямого деления соматических клеток эукариот. Это основной способ деления эукариотических клеток. Митоз включает в себя два процесса – деление ядра (кариокинез) и деление цитоплазмы (цитокинез). В свою очередь, митоз делится на пять стадий.

1) Профаза (Увеличивается объем ядра, спирализация хромосом, центриоли попарно расходятся к полюсам клетки, прекращается синтез РНК, образуются нити веретена деления, распадается ядерная оболочка)

2)Метафаза (Максимальная спирализация хромосом, хромосомы (их центромеры) располагаются строго по экватору клетки, каждая хромосома состоит из двух хроматид, соединенных в области центромеры, веретена деления прикрепляются к центромерам хромосом.

3) Анафаза (Центромеры хромосом разделяются, нити веретена деления растягивают хромосомы к полюсам клетки, дочерние хроматиды становятся самостоятельными хромосомами)

4) Телофаза (Хромосомы деспирализуются, строятся новые ядерные оболочки, образуется поперечная перегородка внутри клетки – цитокинез, растворяются веретена деления клетки).

5) Образуются 2 дочерние клетки генетечески идентичные материнской.

24. Репликация ДНК эукариот

Для изучения применяли метод радиоавтографии с Н3+-тимидином: в к-ру клеток человека на корот. время вводят радиоактивную метку.Затем клетку мягко лизируют. ДНК дают расправиться на пов-ти предметного стекла, покрытого фоточувствительной эмульсией. после чего автограф изучают в световом микроскопе. Реплицировавшаяся ДНК выявляется в виде цепочки гранул серебра. Этим методом м.определить скорость и направление движения репликационной вилки.

Выявили, что реплик. вилки у эукариот перем-тся на 50 нуклеотидов/сек, т.е. в 10 раз медленнее, чем у бактерий. Это связано с трудностью распаковки эукариот. хромосом (от гистонов). Средняя хромосома чел-ка состоит из одной м-лы ДНК, содержащей 150 млн.п.н.Для репликации такой м-лы одной репликац. вилкой потреб-тся 800 ч (0,02*150*106=3*106 сек, где 0,02  - время на синтез 1 нуклеотида. Выяснили, что по каждой эукариот. хромосоме движ-ся одноврем-но много вилок. Далее обнаружили: 1) сайты инициации репликации обычно инициируются группами (по 20-80 сайтов). Их называют репликац. единицами

2) В ходе фазы S актив-ся все новые единицы, пока вся ДНК не будет реплицирована.

3) отдельные точки начала репликации внутри репликац. единицы отстают друг от друга от 30 тыс. до 300 тыс.п.н. Т.е. в среднем на одну петлю хроматина м. приходиться одна точка начала репликации.

4) В каждой точке инициации образуется пара репликац. вилок и по мере их расхождения от сайта инициации формируется репликац. глазок. Остановка вилки происходит только при столкновении с репликац. вилкой, движущейся в противопол. направлении или при достижении конца хромосомы. т.е. по каждой хромосоме эукариот м. двигаться независимо друг от друга много репликац. вилок (глазков), образующих 2 целые дочерние спирали ДНК. 

У эукариот кодон инициации всега АУГ (соот-ет метионину), у бактерий – АУГ (реже ГУГ). 

25. Репликация ДНК прокариот

2-ух цеп. ДНК и РНК(у вирусов) м.служить матрицами для синтеза ДНК. Предшеств-ми синтеза ДНК явл-ся дезоксирибонуклеозид-5'-трифосфаты. (В основе метода:ДНК осаждается кислотами, а нуклеотиды-предшественники остаются в растворе; включение меченных предшественников ДНК. Для исследования выбрали бактерии Е. coli→деление этих клеток происходит всего лишь за 20 мин (время генерации→их можно выращивать в больших количествах. Экстракт Е. coli инкубировали с радиоактивным дезокситимидин-5'-трифосфатом. Радиоактивность обнаруживалась в небол. кол-вах.

Синтез ДНК осущ-ет ДНК-полимераза I - это единая полипептидная цепь с массой 109 кДа; кат-ет послед-ое присоед-ие ДНК-звеньев к цепи ДНК.

Компоненты, необходимые для синтеза: 1) 4 дезоксирибонуклеозид-5'-трифосфата(dNTP): dATP, dGTP, dTTP и dCTP; 2) ионы Mg2+; 3) затравочная цепь, или затравка, со свободной 3'-ОН группой; 4) матричная ДНК.

Реакция элонгации (удлинения) цепи, катализируемая ДНК-полимеразой, происходит путем нуклеофильной атаки 3'-ОН-концом матрицы ближайшего к рибозе атома фосфора очередного dNTP. В результате образуется фосфодиэфирный мостик и одновременно высвобождается пирофосфат. Элонгация цепи ДНК происходит в направлении 5'-3'. За секунду одна молекула ДНК-полимеразы I присоединяет примерно 10 нуклеотидов. Полимеризация процессивна, т. е. фермент присоединяет много нуклеотидов, оставаясь связанным с одной матрицей.

Репликационная вилка – участок ДНК, где происходит одновр-ое расплетение и синтез ДНК. Активное расплетание родительской двойной спирали под действием фермента — белка rep(хеликаза). На разделение каждой пары оснований затрачиваются примерно две молекулы АТР. Затем каждая из разделенных цепей родительской ДНК взаимодействует с несколькими молекулами белка, связывающегося с одноцепочечной ДНК (ОЦ-связывающий Б, дестабилизирующий спираль (Б ДС), или плавящий Б). Роль ОЦ-связывающего белка - стабилизировать одноцепочечные участки ДНК для выполнения ею роли матрицы.При расплетании ковалентно замкнутой кольцевой молекулы ДНК возникают топологические проблемы, так как расплетание двойной спирали вызывает образование положительных супервитков → вносят ДНК-гиразу (Эта топоизомераза удаляет положительные супервитки, внося одноцепочечные разрывы и затем заделывая фосфодиэфирные связи в остове ДНК, ДНК-гираза может активно вводить отрицательные супервитки в ковалентно замкнутую кольцевую ДНК за счет энергии гидролиза АТР).

Репликация ДНК – полуконсервативный процесс, т.к. одна цепь ДНК – родит-ая, а вторая – достраивается заново в процессе репликации. 

Цепи родительской ДНК антипараллельны. Следовательно, общее направление синтеза ДНК должно быть 5'—>3' для одной из дочерних цепей и 3'—>5' для другой. Однако все известные ДНК-полимеразы синтезируют ДНК в направлении 5'—>3', а не 3'—>5'.

Кажущийся рост второй цепи ДНК объяснил Оказаки, который обнаружил, что значительная часть новосинтезированной ДНК существует в виде коротких фрагментов. Такие фрагменты длиной около 1000 нуклеотидов (фрагменты Оказаки) существуют в течение непродолжительного времени в непосредственной близости от репликационной вилки. По мере прохождения репликации эти фрагменты соединяются друг с другом ковалентно под действием ДНК-лигазы и образуют одну из дочерних цепей. Другая новая цепь синтезируется непрерывно или почти непрерывно. Та цепь, которая образуется из фрагментов Оказаки, называется отстающей цепью, а та, что синтезируется без разрывов или почти без разрывов,- ведущей цепью. И фрагменты Оказаки, и ведущая цепь синтезируются в направлении 5'—>3'. Прерывистая сборка отстающей цепи позволяет путем полимеризации в направлении 5—>3' на атомном уровне получать общий рост цепи в направлении 3'—>5'.

Механизм репликации ДНК E.coli: 1) Особая РНК-полимераза (праймаза), кот. не нуждается в затравке синтез-ет корот. цепь РНК от 10 до 200  пар нуклеотидов, комплементарную одной из цепи ДНК-матрицы. 

2) 3'-ОН группа концевого рибонуклеотида этой цепи РНК служит затравкой для синтеза ДНК под действием голофермента ДНК-полимеразы III. 

3) РНК-компонент этого РНК-ДНК-гибрида гидролизуется под действием ДНК-полимеразы I.

4) После удаления РНК из новообразованных цепей между фрагментами ДНК остаются бреши. ДНКполимераза I, которая хорошо приспособлена для синтеза ДНК на одноцепочечной матрице, заполняет эти бреши.

Действию праймазы предшествует образование предзатравочного промежуточного комплекса, состоящего как минимум из пяти белков. Один из них - белок dnaB - может передвигаться вдоль ДНК, используя энергию гидролиза АТР. Белок dnaB может служить сигналом для активации праймазы. Специфичность инициации очередного цикла репликации может обеспечиваться белками, доставляющими белок dnaB точно в область гена ilv, где находится точка начала репликации хромосомы E.coli. Время начала репликации ДНК должно быть скоординировано с делением клетки. И действительно, бактериальная хромосома ассоциирована с впячиванием клеточной мембраны. 

Две репликационных вилки движутся в противопол. направлении со скоростью 500 нуклеотидов/с, пока не закончится репликация кольцевой ДНК. Они удваивают геном за 40 минут.

26. Транскрипция у прокариот

Транскрипция – синтез РНК на ДНК-матрице. У большинства прокариот транскрипция осуществляется с помощью одной той же РНК-полимеразы(у эукариот мРНК,рРНК и тРНК транскриб-тся разными РНК-полимеразами).

Основные типы РНК:1)рибосомная рРНК (85-95%) (синтез-тся в ядрышке.Большая и малая субъединица). Более крупная рРНК образует с белками рибонуклеопротеидный комплекс, называемый большой рибосомной субъединицей, а рРНК меньшего размера – комплекс, называемый малой рибосомной субъединицей. Во время синтеза белков субъединицы объед-тся с образованием рибосомы.2)транспортная тРНК (4-10%).75 нуклеотидов. 60 видов тРНК. Структура клеверного листа; область кодона на 3'-конце и антикодона в центре молекулы. Антикодон – послед-сть из 3 нуклеотидов, кот. распознает специф. кодон в мРНК и опр-ет какая а.к. будет присоединена к 3'-концу с помощью спец. ф-тов – аминоацил-тРНК-синтетаз. 3) информационная мРНК (3-5%), гетерогенная группа, т.е. много типов иРНК.

Матрицей при синтезе РНК служит определенный участок одной из цепей ДНК. РНК-полимераза копирует этот участок, последовательно соединяя друг с другом с помощью 3'-5'-фосфодиэфирных связей рибонуклеотиды в соответ-ии с правилом комплем-сти. В ходе транскрипции новосинтез-ая м-ла РНК отсоединяется от ДНК, и двойная спираль восстанавливается.Чтобы обеспечить транскрипцию только отдельных сегментов ДНК, должны сущ-ать некие сигнальные послед-сти, указ-щие, где начинается транскрипция (точка инициации) и где она останавливается (точка терминации).Сигнал инициации обычно располагается перед кодирующей послед-тью, а сигнал терминации – вслед за ней. Промотор — участок ДНК длиной в несколько десятков нуклеотидов, куда присоединяется РНК-полимераза и откуда начинается транскрипция. Терминатор — участок ДНК, содержащий сигнал (последовательность) окончания транскрипции.

Цикл транскрипции состоит из трех стадий: инициации; элонгации; терминации. Им предшествует узнавание промотора или подготовительная стадия, на которой РНК-полимераза узнает промотор и связывается с ним. Одновременно происходит локальное расплетение ДНК примерно на 10 пар нуклеотидов.

1) Инициация. На этой стадии происходит образование нескольких начальных звеньев РНК.До этого комплекс полимераза-ДНК не стабилен и способен распадаться.

2) Элонгация. Продолжается дальнейшее расплетение ДНК и синтез РНК по кодирующей цепи. Он, равно как и синтез ДНК, осуществляется в направлении 5'- 3'.

3) Терминация. Как только полимераза достигает терминатора, она немедленно отщепляется от ДНК, локальный гибрид ДНК-РНК разрушается и новосинтезированная РНК транспортируется из ядра в цитоплазму. На этом транскрипция заканчивается.

У прокариот струк. ген – непрерывный участок м-лы ДНК. Транскрипция начинается со связывания РНК-полимеразы с промоторм, и далее последоват-но копир-тся весь структурный ген от первого нуклеотида до последнего с образованием функц-ой мРНК.

27. Транскрипция у эукариот

     Транскрипция – синтез РНК на ДНК-матрице. в отличие от прокариот, у эукариот мРНК, рРНК и тРНК транскрибируются разными РНК-полимеразами. Цикл транскрипции состоит из трех стадий: инициации; элонгации; терминации. Им предшествует узнавание промотора или подготовительная стадия, на которой РНК-полимераза узнает промотор и связывается с ним. Одновременно происходит локальное расплетение ДНК примерно на 10 пар нуклеотидов.

1) Инициация. На этой стадии происходит образование нескольких начальных звеньев РНК.До этого комплекс полимераза-ДНК не стабилен и способен распадаться.

2) Элонгация. Продолжается дальнейшее расплетение ДНК и синтез РНК по кодирующей цепи. Он, равно как и синтез ДНК, осуществляется в направлении 5'- 3'.

3) Терминация. Как только полимераза достигает терминатора, она немедленно отщепляется от ДНК, локальный гибрид ДНК-РНК разрушается и новосинтезированная РНК транспортируется из ядра в цитоплазму. На этом транскрипция заканчивается.

У эукариот большинство структурных генов(на кот. синт-тся мРНК) состоит из нескольких дискретных кодирующих областей (экзонов), разделенных некодирующими областями (интронами). По завершении транскрипции эукариотического структурного гена интроны вырезаются из первичного продукта транскрипции с помощью ферментов, а экзоны сшиваются друг с другом «торец в торец» (сплайсинг) с образованием функц. мРНК. Первичный транскрипт сод-ит poly(А)-хвост на 3'-конце и метилированный нуклеотид G («кэп») на 5'-конце (защищает РНК от гидролиза 5'-экзонуклеазами). После транскрипции инторны вырезаются из первичного транскрипта (процессинг) и на образовавшейся функц-ой РНК синтезируется белк. мол-ла (трансляция).

Различия от прокариот: 1)В эукариотических клетках после инициации транскрипции происходит модификация 5'-трифосфата в образующейся цепи за счет присоединения так называемого кэпа – метилированного остатка гуанозина. 2)Кроме того, у большинства транскриптов происходит также модификация 3'-концов - по окончании транскрипции к ним присоединяется цепочка из остатков аденина, образующая характерный ро1уА-«хвост» (исключением из этого правила являются мРНК гистонных белков). 3)У всех эукариот при транскрипции ДНК образуются молекулы РНК трех вышеназванных классов. Все они участвуют в процессе трансляции - третьей разновидности матричных процессов передачи информации - от РНК к белку. 

28. Экспрессия генов эукариот

Экспрессия генов — это процесс, в ходе которого наследственная информация от гена (последовательности нуклеотидов ДНК) преобразуется в функциональный продукт — РНК или белок. Экспрессия генов может регулироваться на всех стадиях процесса: и во время транскрипции, и во время трансляции, и на стадии посттрансляционных модификаций белков.

Регуляция работы генов у эукариот.  Регуляция транскрипции. Принцип регуляции - обратная связь. Единица транскрипции у эукариот  - транскриптон. Он состоит из неинформативной (акцепторной) и нформативной (структурной) зон. Неинформативная зона начинается промотором с инициатором. Далее следует группа операторов, за котырыми расположена информативная зона. Она образована структурным геном, разделенным на экзоны (информативные участки) и интроны (неинформативные). Заканчивается транскриптон терминатором.

Работу транскриптона регулирует несколько генов-регуляторов дающих информацию для синтеза нескольких белков-репрессоров. Когда индукторы освобождают гены-операторы от белков-репрессоров, РНК-полимераза разрывает водородные связи между двумя цепочками ДНК транскриптона и по правилу комплементарности на нем сначала синтезируется большая м-ла проинформационной РНК, списывающая инф-цию как с информативной так и с неинф-ой зон. В дальнейшем в клетках происходит процессинг - ферментативное разрушение неинф-ой части РНК и расщепление ферментами рестриктазами инф-ой части на фрагменты, соот-ие экзонам. М-ла и-РНК, соответствующая экзонам структурного гена, формир-тся посредством сплайсинга (сплавления) отдельных информативных фрагментов ферментами лигазами. Далее и-РНК выходит из ядра, идёт в рибосомы, где и происходит синтез белка-фермента, необходимого для расщепления индукторов. 

Наличие интронов в генах эукариот - уник. явление. Кроме того, в геномах эукариот сод-тся послед-сти нуклеотидов, многократно повторяющихся. Повторяющиеся гены выполняют разнообразные ф-ии: являются промоторами, регулируют репликацию молекул ДНК участвуют в кроссинговере, отделяют экзоны и интроны и др.

Пробиотики и БАВ (Громовых. Т.И)

1. Понятие пробиотики, пребиотики и синбиотики. Пробиотики и функциональное питание.

ПРОБИОТИК «prebiosis» значит симбиоз, т.е. сообщество (сосуществ) 2х или более организмов, способствующее жд партнеров. «Probiotic» - организм, участвующий в симбиозе и благоприятствующий жизни. 1)«пробиотик»  H.Lilly  и K.Stilberg в 1965 году в качестве антонима антибиотика для обозначения микробных метаболитов, обладающих способностью стимулировать рост микроорганизмов. 2) 1974 году Parker использовал этот же термин для обозначения микробных препаратов, обладающих способностью регулировать микробную экологию кишечника. Согласно его определению, мембраны, включения и др.), способные регулировать баланс микробной составляющей кишечника. 3) R. Filler обозначил пробиотиками любые препараты из живых микроорганизмов, оказывающие при введении в организм хозяина благотворный эффект за счет коррекции кишечной микрофлоры. В качестве корректоров могут выступать как монокультуры, так и сообщества микроорганизмов из различных видов и штаммов. Затем он уточнил определение – это препараты из живых микроорганизмов или стимуляторов роста микробного, животного, раст происхождения, оказывающие благотворное влияние на индигенную. 

4)В 1995 г. в Германии на международном форуме предлагалось обозначит термином «пробиотики» любые микробные препараты, содержащие живые или мертвые клетки МО, или их компоненты. Это подверглось критике, т.к. вакцины подпадали под этот термин. 5) Учёные G.R. Gibson и M.B. Roberfroid предложили назвать пр-ми только пищевые добавки микробного происхождения, проявляющие позитивные эффекты через регуляцию кишечной микрофлоры.

Таким образом, наиболее соответствующим  современному уровню знаний является определение пробиотиков: это живые микроорганизмы и вещества микробного или иного происхождения, оказывающие при естественном способе введения благоприятные эффекты на физиологические функции, биохимические и поведенческие реакции организма хозяина через оптимизацию его микроэкологического статуса.

ПРЕБИОТИКИ Не подвергающиеся микробной ферментации пищевые добавки органического происхождения, способные оказывать также благоприятный эффект на организм человека (животного) через селективную стимуляцию роста и/или активности представителей нормальной микрофлоры кишечника. Пребиотики – функциональные пищевые ингредиенты в виде вещества или комплекса веществ, обеспечивающие при систематическом употреблении в составе пищевых продуктов оптимизацию микроэкологического статуса организма человека.

К пребиотикам относят олигосахариды (фруктоолигосхариды), комплекс бифидус-фактор (смесь близких по строению олигосахаридов, связанных с N-ацетилглюкозамином. За последние годы идентифицировано более 130 олигосахаридов женского молока

СИНБИОТИК Функциональный пищевой ингредиент или продукт, представляющий собой комбинацию пробиотиков и пребиотиков, оказывающих синергический эффект на физиологические функции и метаболические процессы в организме человека, называется. Действие синбиотиков основано на синергизме комбинации пробиотиков и пребиотиков, з а счет которого не только наиболее эффективно имплантируются вводимые микроорганизмы в желудочно-кишечный тракт хозяина, но и стимулируется его собственная микрофлора.

ЭУБИОТИКИ Чаще всего это фармакопийные препараты из живых лиофильно высушенных микроорганизмов, предназначенные для коррекции микрофлоры (не пищевой продукт!). 

Систематическое употребление продуктов и препаратов с пробиотическими свойствами оказывает регулирующее действие на организм человека и обеспечивает оздоровительный эффект. Кроме того, пробиотики безвредны для организма, не оказывают побочных явлений и не вызывают к ним привыкания. Особенно эффективны пробиотики при лечении желудочно-кишечных заболеваний.

2. История создания пробиотиков, роль русских ученых в формировании представлений об иммунитете, значении питания и составе кишечной микрофлоры.

В период бурного развития МБ ХIX и нач. ХХ столетий благодаря выдающимся достижениям Л. Пастера, Р. Коха, П. Эрлиха и др. удалось установить, что многие заболевания чел. и жив. связаны с распространением МО – возбудителей инфекций. Были разработаны разл препараты, вакцины, чувствительные методы диагностики, позволяющие предотвращать такие заболевания как чума, бешенство, холера, сифилис и др.  В 1899 году ученик И.И. Мечникова Генри Тиззиер впервые выделил основные представители бифидобактерий в чистую культуру из кишечника здорового грудного ребенка. В 1907 г. И.И. Мечников высказал предположение, что причиной возникновения многих заболеваний является совокуп. эффект на клетки и ткани макроорганизма разнообразных токсинов и метаболитов, продуцируемых МО, присутствующими на слизистых и коже, а главное – в  пищевар. тракте чел-ка. Затем внимание было снижено к роли МФ кишечника в физиологии и здоровье. в 50-60-е годы 20-го столетия первопричину заболеваний стали связывать с нарушениями в центральной нервной системе, в 50-70 гг. – с нарушениями баланса электролитов и стероидных гормонов. В 60-80 гг. – с наследственным и иммунным генезисом чел-ка и жив-х. С нач 80-х годов увеличение числа болезней стали связывать с ухудшением состояния окр среды. Однако, еще И.П. Павлов акцентировал внимание, что пища в здоровье человека носит главенствующий характер. Изменение диеты современного человека хар-ся резким уменьшением поступления в его организм мол.кисл. бактерий и увеличением кол-ва белков, сахаров, уменьш пищ волокон и минер.питания. Все это изменило состав МФ пищевар тракта. 

В н.в. норм МФ пищевар тракта рассматривают как совокупность множества МО, хар-хся определенными свойствами и занимающими тот или иной биотоп в организме чел-ка. Она включает десятки и сотни видов, находящихся в соответственном численном соотношении. Основным фактором, регулирующим состав и соотношение МФ, является субстрат. Недостаток или избыток субстрата может привести к изменению соотношения определенных групп МО.  


С первых минут появления чел-ка на свет его кожа, слизистые и кишечник обсеменяются МФ, число и разнообразие которых определяется составом МФ матери, санитарным состоянием среды, типом вскармливания. Однако имеются некоторые закономерности формирования МФ жкт. В перв часы жизни в кишечнике новорожденного встречаются преимущестенно микрококки, стафилококки, энетерококки и клостридии. Позднее появляются энтеробактерии (грамотриц киш.палочки), лактобациллы и бифидобактерии. Это не обязательно МО, обитающие в кишечнике матери. Затем появляются в большей степени неспоровые облигатно-анаэробные бактерии (бифидобактерии, эубактерии, бактероиды, стрептококки, спириллы). 

Для установления микробной экологии жкт новорожденных по своему составу ко взрослой необходимо несколько лет. Особенно обильна МФ нижних отделов кишечника, где содержание бактерий составляет 10-12- 10-13 КОЕ на 1 г. Суммарно в кишечнике взрослого человека находится более 1 кг МО. Здесь обнаружены более 500 видов бактерий, среди которых число анаэробных превышает в 100-1000 раз аэробных. Такие представители, как энтеробактерии, включая кишечную палочку, стафилококки,  грибы и другие аэробы, составляют от 1 до 4 %. На жизнеобеспечение МФ кишечника человека в среднем расходуется до 10 % поступившей с пищевой энергии и 20 % объема принятой пищи. 

Представители  норм МФ присутствуют в организме чел-ка и животных в виде фиксированных (иммобилизованных) к определенным рецепторам микроколоний, заключенных в биопленку. Биопленка, как перчатка, покрывает кожу и слизистые открытых окружающей среде полостей здорового чел-ка и жив-х и состоит помимо микроколоний МОов, из экзополисахаридов различного состава микробного происхождения, а также муцина, продуцируемого бокаловидными клетками слизистых. С функц точки зрения  биопленку можно сравнить с плацентой, выполняющую роль регулятора взаимоотношений между МО и окр средой. На биопленке происходит превращение поступающих пищевых субстратов под действием микробной трансформации в промежуточные либо конечные продукты. 

Установлено, что норм МФ и продукты ее метаболизма участвуют в регуляции газового состава кишечника и других полостей организма хозяина; принимает участие в метаболизме белков, углеводов, нуклеиновых кислот, липидов, в водно-солевом обмене. МФ обеспечивает защиту от колонизации чужеродными микроорганизмами, выполняя защитную роль, принимает участие в рециркуляции стероидных соединений и др. макромолекул, в детоксикации экзогенных и эндогенных соединений. Кроме того, микрофлора обладает морфокинетическим действием (стимулирует рост клеток эпителиальных клеток слизистой), влияет на перистальтику кишечника, на количество потребляемой пищи, выполняет иммуногенную (стимулирует развитие и функции лимфоидной ткани и других иммунокомпетентных органов, усиливает гуморальный и тканевый иммунитет, стимулирует фагоцитоз, продукцию иммуноглобулинов, интерлейкинов, цитокинов и др.) и антимутагенную функцию. МФ служит источником энергии для клеток хозяина (образование жирных кислот), является хранилищем генетического материала, продуцирует разнообразные биологически активные соединения (витамины, нейропептиды, пептидогликаны, липополисахариды, амины, антибиотики, индолы и т.д)
3. МФ кишечника и её роль в физиологических процессах переваривания пищи и формирования иммунитета. Взаимоотношения МФ кишечника и человека.

С современных позиций нормальную микрофлору пищеварительного тракта рассматривают как совокупность множества микроорганизмов, характеризующихся определенными свойствами и занимающими тот или иной биотоп в организме человека. Она включает десятки и сотни видов, находящихся в соответственном численном соотношении. Основным фактором, регулирующим состав и соотношение микрофлоры, является субстрат. Недостаток или избыток субстратов может привести к изменению соотношения определенных групп микроорганизмов.  

С первых минут появления человека на свет его кожа, слизистые и кишечник обсеменяются микрофлорой, число и разнообразие которых определяется составом микрофлоры матери, санитарным состоянием среды, типом вскармливания. Однако имеются некоторые закономерности формирования микрофлоры жел.-кишечного тракта. В первые часы жизни в кишечнике новорожденного встречаются преимущестенно микрококки, стафилококки, энетерококки и клостридии. Позднее появляются энтеробактерии (грамотрицательные кишечные палочки), лактобациллы и бифидобактерии. Это не обязательно микроорганизмы, обитающие в кишечнике матери. Затем появляются в большей степени неспоровые облигатно-анаэробные бктерии (бифидобактерии, эубактерии, бактероиды, стрептококки, спириллы). 

Для установления микробной экологии кишечного тракта новорожденных по своему составу ко взрослой необходимо несколько лет. Особенно обильна микрофлора нижних отделов кишечника, где содержание бактерий составляет 10-12- 10-13 КОЕ на 1 г. Суммарно в кишечнике взрослого человека находится более 1 кг микроорганизмов. Здесь обнаружены более 500 видов бактерий, среди которых число анаэробных превышает в 100-1000 раз аэробных. Такие представители, как энтеробактерии, включая кишечную палочку, стафилококки,  грибы и другие аэробы, составляют от 1 до 4 %. На жизнеобеспечение микрофлоры кишечника человека в среднем расходуется до 10 % поступившей с пищевой энергии и 20 % объема принятой пищи. 

Представители  нормальной микрофлоры присутствуют в организме человека и животных в виде фиксированных (иммобилизованных) к определенным рецепторам микроколоний, заключенных в биопленку. Биопленка, как перчатка, покрывает кожу и слизистые открытых окружающей среде полостей здорового человека и животных и состоит помимо микроколоний микроорганизмов, из экзополисахаридов различного состава микробного происхождения, а также муцина, продуцируемого бокаловидными клетками слизистых. С функциональной точки зрения  биопленку можно сравнить с плацентой, выполняющую роль регулятора взаимоотношений между микроорганизмами и окружающей средой. На биопленке происходит превращение поступающих пищевых субстратов под действием микробной трансформации в промежуточные либо конечные продукты. 

Установлено, что нормальная микрофлора и продукты ее метаболизма участвуют в регуляции газового состава кишечника и других полостей организма хозяина; принимает участие в метаболизме белков, углеводов, нуклеиновых кислот, липидов, в водно-солевом обмене. Микрофлора обеспечивает защиту от колонизации чужеродными микроорганизмами, выполняя защитную роль, принимает участие в рециркуляции стероидных соединений и др. макромолекул, в детоксикации экзогенных и эндогенных соединений. Кроме того, микрофлора обладает морфокинетическим действием (стимулирует рост клеток эпителиальных клеток слизистой), влияет на перистальтику кишечника, на количество потребляемой пищи, выполняет иммуногенную (стимулирует развитие и функции лимфоидной ткани и других иммунокомпетентных органов, усиливает гуморальный и тканевый иммунитет, стимулирует фагоцитоз, продукцию иммуноглобулинов, интерлейкинов, цитокинов и др.) и антимутагенную функцию. Микрофлора служит источником энергии для клеток хозяина (образование жирных кислот), является хранилищем генетического материала, продуцирует разнообразные биологически активные соединения (витамины, нейропептиды, пептидогликаны, липополисахариды, амины, антибиотики, индолы и т.д.). Функции микрофлоры пищеварительного тракта Морфокинетическое действие

1. Регуляция газового состава полостей

2. Участие в водно-солевом обмене

3. Участие в метаболизме белков, жиров, углеводов

4. Участие в рециркуляции желчных кислот, стероидов и других макромолекул

5. Продукция  биологически активных соединений

Иммуногенная роль

6. Обеспечение колонизационной резистентности

7. Детоксикация экзогенных и эндогенных токсических субстанций и соединений

8. Хранилище микробных генов

9. Регуляция поведенческих реакций

10. Участие в этиопатогенезе заболевани

Таким образом, биопленку с входящими в нее многочисленными и разнообразными микроорганизмами, можно рассматривать как первичную мишень приложения любого попадающего обычным путем соединения, как структуру первой метаболизации, абсорбции и транслокации как полезных, так и потенциально вредных агентов. Нормальная микрофлора – первичный неспецифический барьер, лишь после прорыва которого инициируется включение всех последующих неспецифических и специфических иммунных и биохимических механизмов защиты микроорганизма. 

Нормальная микрофлора является чутким индикатором физиологического состояния макроорганизма в зависимости от воздействия на него различных факторов. Состав микрофлоры в биопленке может изменяться под воздействием как различных стрессовых агентов, так и физиологического состояния организма хозяина. В настоящее время известно большое число химических соединений, потенциально способных вызывать микроэкологические изменения микрофлоры кишечника.

4. Виды микроорганизмов используемые как пробиотики. Особенности селекции штаммов-пробиотиков.

#К пробиотическим культурам относят различные виды МО, которые были выделены в местах их обитания в различных широтах и проявляют ряд ценных свойств, таких как утилизация пищевых волокон, синтез витаминов, БАВ и т.д. А также они обладают хорошей адгезивностью в ЖКТ. # В пробиотических препаратах используют ряд МО, а также генно-инженерные штаммы (содержат чужеродные гены, не принадлежащие данному виду МО) # Наиболее часто для изготовления пробиотиков на основе живых микроорганизмов используют штаммы видов микроорганизмов: 

· Род Bifidobacterium В.adolescentis, B.bifidum, B.breve, B.infantis, B.longum, 

· Род Lactobacillus  Л.acidophilus, L.delbrueckii subsp. bulgaricus, L.casei, L.rhamnosus, L.silvarius, L.plantarum, 

· Род Propionidacterium caseii (используются в сыроделии), 

· Streptococcus cremoris, Streptococcus lactis, S.salivarius subsp. thermophilus, (гомо- и гетероферментативные кокки)

· Clostridium butyricum и другие.

· Escherichia coli, 
· Enterococcus faecalis, E.faecium, 

· Leuconostoc mesenteroides, 

характерные для нормальной МФ кишечника, а также 

·  Bacillus subtilis шт.7048 и 7092, Лихениформис
Bacillus subtilis шт.7092 получен из 7048, способен продуцировать человееский интерферон и интерлейкин. Штамм 7038 продуцирует лихениформин, который подавляет потагенные МО и нормализует МФ. Оба штамма обеспечивают переваривание пищи, поддержку обмена веществ, снабжают организм БАВ.

ГЛАВНОЕ СВОЙСТВО ПРОБИОТИЧЕСКИХ КУЛЬТУР- ПРОЯВЛЕНИЕ АНТОГОНИСТИЧЕСКИХ СВОЙСТВ. 

Пробиотики на основе живых организмов могут применяться не только орально, но и ректально. Показано, что назначение таких препаратов как Лактобактерин, бифидумбактерин, колибактерин и Бификол, в форме ректальных суппозиторов (по 1 свече 3 раза в день на протяжении 20-25 дней) сопровождается заметным изменением кишечной микрофлоры в позитивную сторону.

Особенности селекции: #Для молкис бактерий (МКБ): молоко не является первоисточником этих бактерий. МКБ постоянно встречаются в почве, на растениях (цветах, листьях, стеблях, корневой системе). Чаще они сосредотачиваются в прикорневой зоне растений, а затем поднимаются на их надземную часть. Для селекции МКБ очень важным является правильный выбор пит сред и условий культивирования. Чаще всего для выделения из природных источников используют стерильное обезжир молоко.При культивировании гетероферментативных МКБ, для которых характерно сбраживание солей лимонной кислоты, в пит среды добавляют лимоннокислый натрий (1%), а в отдельных случаях и дрожжевой гидролизат (2%). На таких же средах осуществляют культивирование МКБ с целью получения заквасок для производства различных молочнокислых продуктов - творога, сметаны, йогурта, простокваши и др. Ещё для МКБ в пром условиях с целью получения пробиотиков, применяют гидролиз молоко. Для этого обезжир молоко стерилизуют при температуре 120С в теч10 - 15 мин и охлаждают до 45С. Обезжиренное молоко должно иметь слегка кремоватый цвет. Затем устанавливают рН до 7,6 - 7,8 и к обезжиренному молоку добавляют из расчёта на 1 литр 0,5 - 1г панкреатита или 2 - 3 г поджелудочной железы. Через несколько минут в молоко добавляют хлороформ из расчёта 5 мл на 1 л. Такую смесь в бутылях, закрытых резиновой пробкой, выдерживают в термостате при 40єС в течение 24 ч. В первые часы молоко следует периодически перемешивать. Через 24 ч гидролизат фильтруют через бумажный фильтр. Такой гидролизат обычно прозрачный, реакция его нейтральная и слабокислая, содержит 110 - 120 мг% аминного азота, срок хранения 1 - 2 недели. Для приготовления из гидролизата молоко пит среды его разводят деминерализованной водой в отношении 1:1 - 1:2 и устанавливают рН = 6,8 - 7,0. При необходимости вводят различные добавки. Питательную среду стерилизуют при 110С в теч 30 мин. Это делается для предотвращения образования в среде белково-сахарных комплексов, отрицательно влияющих на рост молочнокислых бактерий.
5. Основные требования предъявляемые к пробиотикам. Проблемы направленного отбора продуцентов пробиотиков.

Требования:

· Должны быть изолированы из организма тех видов животных или человека, для которых они предназначены.

· Должны обладать полезным действием на организм хозяина, подтвержденным лабораторными исследованиями и клиническими испытаниями.

· Должны обладать колонизационным потенциалом, т.е. сохраняться в пищеварительном тракте до достижения максимального положительного действия (быть устойчивыми к низким рН, желчным кислотам, антимикробным субстанциям, продуцируемым индигенной микрофлорой, хорошо адгезироваться к эпителию соответствующих оболочек).

· Должны обладать стабильными характеристиками как в клиническом, так и в технологическом плане.

· Обладать высокой скоростью роста и размножения в условиях, близким к кишечному тракту, так и при культивировании для накопления биомассы.

· При введении в больших количествах должны обладать минимальной способностью к транслокации из просвета пищеварительного тракта во внутреннюю среду макроорганизма.

· Должны иметь четкую физиолого-химическую и генетическую маркировку как для исключения фальсификации, так и для периодического контроля идентичности пробиотических штаммов и производственных культур в процессе их использования в качестве препаратов.

Все это вызывает необходимость подбора неантагонистически активных штаммов для комплексных стартерных культур. Кроме того, необходимо в пищевые добавки или питательные лекарства включать соединения, направленные на регуляцию физиологических функций и биохимических реакций микроорганизмов, оказывающих позитивный эффект на макроорганизмы. В 1997 г. на западноевропейском рынке предлагалось 107 наименований продуктов AG? В состав которых 67 % входили живые микроорганизмы. На современном рынке многообразие пробиотиков, однако потребность в поиске и создании новых штаммов велика и также необходимость изучения их фармакокинетики. 
6. Механизм действия пробиотиков на организм теплокровных животных и человека.

Микроорганизмы, используемые для применения в качестве лекарственны, биологически активных  препаратов добавок или в форме продуктов AG, оказывают свое действие на организм через различные медиаторы, которые представляют собой либо компоненты микробной клетки, либо продукты метаболизма пробиотических культур или нормальной микрофлоры человека или животного. Таким образом, микроорганизмы, используемые для изготовления пробиотиков и продуктов AG? Можно рассматривать как небольшие фабрики, производящие множество разнообразных биологически активных соединений – медиаторов, участвующих в восстановлении и поддержании здоровья человека и снижающие риск возникновения заболеваний.

Механизмы положительного эффекта на человека пробиотиков и продуктов AG на основе микроорганизмов (5):

· Ингибирование роста потенциально вредных микроорганизмов в результате продукции антимикробных веществ, конкуренции за рецепторы адгезии и питательные ещества, активации иммунокомпетентных клеток и стимуляции иммунитета;

· Стимуляция роста представителей индигенной флоры в результате продукции витаминов и других ростстимулирующих факторов, нормилизации рН, еН-потенциала, нейтрализации токсинов.

· Восстановление и оптимизация биопленки, выстилающей слизистую пищеварительного тракта;

· Изменение микробного метаболизма, ведущего к повышению или снижению синтеза и активности бактериальных ферментов и, как следствие, продукции соответствующих метаболитов (витаминов, кислот, аминокислот, пептидогликанов), обладающих способностью местно или при проникновении в кровь или другие биологические жидкости, непосредственно влиять на метаболическую активность клеток соответствующих органов и тканей, модулировать их морфокинетические характеристики, физиологические функции и поведенческие реакции;

· Другие механизмы (прямые эффекты компонентов микробных клеток или их метаболитов после их всасывания из пищеварительного тракта на ферментативные или иные клеточные реакции гормональных, нервных, выделительных и других органов и тканей).


Пробиотические культуры синтезируют антимикробные соединения, факторы, подавляющие антагонистическую активность микроорганизмов в продуктах питания или кишечнике. Кроме того, они могут оказывать влияние на в результате модуляции аутоиммунных реакций, изменения функций макрофагов, продукции цитокинов, активации иммунной системы, связанной со слизистыми. 

7. Классификация пробиотиков: основные принципы. Понятие «пищевые добавки на основе пробиотиков» и «лекарственные препараты». Особенности использования и этапы отбора продуцентов пробиотиков.

Основные категории пробиотиков и продуктов функционального питания на основе микроорганизмов и стимуляторов роста а)по назначению:
· Гетеропробиотики на основе живых микроорганизмов. Содержат культуры неантагонистических штаммов и оказывают благоприятное действие на кишечную микрофлору за счет образования энергии, аминокислот, витаминов и др. БАВ.

· Гомопробиотики регулируют рН за счет выделения микроорганизмами органических кислот. 

· Аутопробиотики регуляторы окислительно-восстановительного потенциала (антиоксиданты, ненасыщенные жирные кислоты и др.)

б)по количеству штаммов
· Монопробиотики. Оказывают влияние на рецепторы или благоприятную микрофлору или блокируют  нежелательную микрофлору за счет фрагментов клеточных стенок, эпителиальных клеток, лектинов и др. веществ).  1 штамм- чистая культура, выделенная в определенных условиях, одним ученым, имеющая характерные свойства.

· Ассоциированные пробиотики. Синтезируют антистрессовые пептиды, продуцируемые прокариотами и эукариотическими клетками. От 2х до 30 штаммов

Синбиотики. Это комплексные препараты и продукты функционального питания на основе живых микроорганизмов и пребиотиков – соединений различного и происхождения, поддерживающих рост «дружественных» человеку кишечных микроорганизмов. Пробиотики, приготовленные на основе микроорганизмов, могут содержать представителей только одного вида бактерий и называются монопробиотики, а приготовленные на основе ассоциации штаммов нескольких видов бактерий (от двух до 30) называются ассоциированные пробиотики. Пробиотики могут назначаться широкому кругу живых организмов (человеку, животным, птицам, рыбам и др.) вне зависимости от видовой принадлежности хоэяина, от которого были выделены штаммы пробиотических бактерий (гетеропробиотики). Более часто пробиотики используются с этой целью представителям того вида животных, из которого были выделены соответствующие штаммы (гомопробиотики). В последние годы в практику начинают внедряться аутопробиотики, действующим началом которых являются штаммы нормальной микрофлоры, изолированные от конкретного индивидуума и предназначенные для коррекции его микроэкологии. Учитывая высокую видо- и индивидуальную специфичность представителей нормальной микрофлоры, для изготовления пробиотиков наиболее целесообразно использовать штаммы, происхождение которы совпадает с видовой принадлежностью рецепиента. 

За последние 30-40 лет в различных странах разработано большое число содержащих живые МО фармакопийных препаратов и БАД к пище, предназначенных для лечения и профилактики определенных заболеваний и состояний. В России широкое применение нашли отечественные препараты, содержащие живые лактобациллы, бифидобактерии, которые выпускаются в различных лекарственных формах (сухой во флаконах, в порошках, таблетках, медицинских свечах), а также в виде БАД к пище (таблетки, капсулы) или в форме кисломолочных продуктов (биойоггурт, биокефиры). В зависимости от природы составляющих компонентов и формы использования выделяют основные группы препаратов, БАД-ов и продуктов функционального питания на основе МО:

- Препараты и БАДы к пище, содержащие живые микроорганизмы (монокультуры и их комплексы).

- Препараты и БАДы к пище, содержащие структурные компоненты  микроорганизмов – представителей нормальной микрофлоры или их метаболиты.

- Препараты и БАДы микробного или иного происхождения, стимулирующие рост и активность бифидобактерий и лактобацилл – представителей нормальной микрофлоры.

- Препараты и БАДы, представляющие комплекс живых микроорганизмов, их структурных компонентов и метаболитов в различных сочетаниях и соединений, стимулирующих рост нормальной микрофлоры.

- Препараты и БАДы, на основе генно-инженерных МО, их структурных компонентов и метаболитов с заданными характеристиками.

- Продукты функционального питания на основе живых МО, их метаболитов, других соединений микробного, растительного или животного происхождения, способные поддерживать и восстанавливать здоровье через коррекцию микробной экологии организма хозяина.

Лечебные препараты и продукты лечебно-профилактического назначения на основе бифидобактерий и лактобактерий. 
Первый леч коммерч препарат c живыми бифидобактериями - «Эугалан»(1956 г. Германия, фирма “Toper Gmbh) Там же в Германии в 1964 году был создан первый бифидосодержащий препарат для детей – Lactana B-milk. В 1968 году японская фирма Nissin Flour Milling Co Ltd. на основе штамма, выделенного от животного, разработала первый коммер препарат бифидобактерий для ветеринарии.​​\\\ Первый леч отечеств препарат бифидобактерий – Бифидумбактерин сухой (1972  в МоскНИИ эпидемиологии и микробиологии им. Г.Н. Габричевского). Этот препарат представляет собой лиофильно высушенную массу в среде для культивирования  штаммов Bifidumbacterium bifidum 1, 791, ЛВА-3 или B.longum B-379M. Препараты готовили во флаконах, ампулах или в виде таблеток. Доза, рекомендованная к употреблению, составляла 108-10 КОЕ. Такой дозы вполне достаточно для нормализации микробоценоза ЖКТ. Бифидумбактерин сухой  предназначен для лечения детей и взрослых. Детям можно применять с первых часов после рождения. 


Для бактерцидно-иммуностимулирующей активности в России разработан сухой бифидумбактерин, обогащенный лизоцимом (Бифилиз). Этот препарат обладает антиопухолевым действием, повышает неспецифическую резистентность, способствует лучшей переносимости противоопухолевой рентгенорадиотерапии и снижению гранулоцитарной эластазы. Лизоцим обладает бифидумстимулирующей активностью, его присутствие увеличивает содержание бифидобактерий в пищевых продуктах. Пробиотические культуры бифидобактерий способны адсорбироваться  на специальных сорбентах, которые в свою очередь, обладают повышенной способностью удерживаться на поверхности кишечного эпителия. Типичным примером может быть пробиотик «Бифидумбактерин форте». В СССР впервые технология приготовления кисломолочного бифидумбактерина была разработана в Московском научно-исследовательском институте эпидемиологии и микробиологии им. Г.Н. Габричевского более 15 лет назад. Для его производства рекомендованы те же штаммы, что и для сухого препарата. Это Кисломолочный бифидумбактерин, который прошел клинические испытания, разрешен к применению людям любого возраста. Регулярное употребление кисломолочного бифидумбактерина 50-100 мл ежедневно. В последние годы на рынках появились бифидосодержащие продукты, выпуск которых осуществляется в промышленных масштабах: БИВИТ, БИФИЛАЙФ, БИФИДОКЕФИР, БИФИДОК, УМКА, АГУ и др. 


Следует отметить, что бифидосодержащие продукты, приготовленные на основе штаммов, официально не отнесенных к фармакопейным или пробиотическим, не могут рекомендоваться по тем же показаниям, что и традиционный кисломолочный бифидумбактерин. В настоящее время в России также разработаны рецептуры и организовано производство бифидосодержащих продуктов AG в виде сыра, а также немолочного сырья, например, кваса, соков и т.д. (мягкие сыры Олимп, Слявянский, Айболит с применением бифидобактерий и лактобацилл (108-9 КОЕ/г) включены в качестве элемента диетотерапии. Используются и препараты, в которых находятся не целые живые клетки, а структуры клеток  бифидобактерий (Bifidobacterium bifidum YIT 4007).

8. Пробиотики на основе кишечной палочки. История получения препаратов и продуктов функционального питания, обогащенных Е.coli.
Пробиотики и продукты ФП  на основе Escherichia coli. Нормальным местом обитания кишечной палочки является кишечный тракт человека и животных. Содержание кишечных палочек в фекалиях человека может достигать 108 КОЕ/г. При динамичном обследовании удается обнаружить в пищеварительном тракте как транзитные штаммы кишечных палочек, так и культуры, выделяемые от одного и того же индивидуума на пртяжении нескольких недель или месяцев.. Представители Escherichia coli были первыми живыми кишечными бактериями, которые широко стали использоваться для лечения и профилактики заболеваний пищеварительного тракта. 


Первые упоминания об использовании кишечных палочек с лечебной целью относятся к 1889 году. Позднее, в 1916 году Nissle в Германии предложил для клинического использования в гастроэнтерологии лекарственный препарат Мутафлор, который представлял собой живые кишечные палочки, выделенные из микрофлоры человека, заключенные в желатиновые капсулы для предотвращения их гибели при прохождении через желудок. Первым отечественным пробиотическим препаратом на основе кишечных палочек была Колипростокваша, предложенная Л.Г. Перетцем в 1931 году, для восстановления бактериальной микрофлоры. Она представляла собой молоко, заквашенное живой культурой кишечной палочки, выделенной из сухого препарата Мутафлор. В 1944 году Л.Г. Перетц ввел в практику вариант штамма кишечной палочки (E.coli-17), изолированный   из кишечника человека, прошедшего курс лечения Колипростоквашей. В 1959 г. под руководством Л.Г. Перетца были изготовлены первые серии Колибактерина сухого путем лиофильного высушивания культуральной жидкости, содержащей биомассу кишечной палочки. В одной дозе этого препарата даже после 9 лет хранения были жизнеспособными 9х109 КОЕ. Используемый в этом препарате штамм E.coli-17, обладает выраженной антагонистической активностью в отношении многих патогенных и условно-патогенных энтеробактерий.


Колибактерин сухой и Бификол (смесь совместно выращенных культур B.bifidum и E.coli-17 ) назначают для лечения острых кишечных заболеваний взрослым и детям, начиная с 6-месчного возраста, а также для долечивания реконвалесцентов этих инфекций, больным с признаками дисбактериоза. Показано, что антагонистическая активность E.coli-17 преимущественно связана с присутствием в клетках внехромосомного фактора, контролирующего синтез высокоактивной антимикробной субстанции белковой природы, носящей название колицин В, который помимо шигелл и сальмонелл, подавляет рост клебсиелл, серраций, энтерококков, но слабо влияет на рост стафилококков и кандид.


Для профилактики и лечения заболеваний кишечника молодняка с/х животных вРоссии разработан пробиотик Ромакол, содержащий генно-инженерный высокоактивный штамм E.coli-17П74. Препарат представляет собой лиофилизированную культуру кишечных палочек, образущих микроцин с широким спектром антимикробного действия. 


Из культуральной жидкости E.coli-17 изолирован комплекс низкомолекулярных биологически активных метаболитов (коммерческое название «Актофлор»), обладающих иммуномодулирующим действием, способностью стимулировать рост не только кишечных палочек, но и бифидобактерий и лактобацилл. Назначение Актофлора ускоряло рост и развитие новорожденных животных.

9. Пробиотики на основе пропионовокислых бактерий, препараты пробиотиков и продукты функционального питания.

Представители данного рода грамположительных бактерий относятся к сем. Propionibacteriaceae. Представляют собой полиморфные палочки, кокковидные формы или бифидоформные. Клетки могут располагаться по одиночке или короткими цепочками. Нередко в мазках имеют и Y- и V-образную конфигурацию. Оптимум температуры роста для многих штаммов 30-32  ºС. Могут  образовывать пигментные колонии, слизистые. Конечными продуктами брожения являются пропионовая и уксусная кислоты. В пищеварительном тракте здоровых взрослых людей пропионовые бактерии присутствуют в количестве не менее 105 КОЕ/г фекалий. Оказывают бифидогенный (увеличение численности бифидобактерий) эффект в кишечнике. Совместное культивирование B.longum, Propionibacterium freudenreichii резко усиливает антагонистический эффект в отношении таких тест-организмов как Micrococcus luteus, Pseudomonas sp. и Staphylococcus aureus за счет увеличенного количества синтезируемых органических кислот. 

Пропионовые бактерии известны как продуценты витамина В12.Пропионовые бактерии, используемые как отдельно, так и в комбинации с другими пробиотическими микроорганизмами, способны   связывать и элиминировать из организма микотоксины, включая афлатоксин, стимулировать иммунные механизмы защиты. Молодые культуры пропионовых бактерий выделяют соединения, проявляющие антиоксидантную активность. Пропионовые бактерии входят в закваски таких кисломолочных продуктов как ПАМ, ТОНУС (продукты функционального питания) и используются в сыроварении. Эти продукты производят как в России, так и в странах бывшего СССР.

10. Пробиотики на основе дрожжевых и мицелиальных грибов, особенности применения их в кормопроизводстве.

Представители этого вида дрожжей относятся к порядку Endomycetales. Это мезофильные непатогенные дрожжи овальной или сферической формы, были изолированы из кожуры фруктов, которая используется как антидиарейное средство. Оптимум температуры для роста находится в пределах 37 ºС. Они хорошо растут на всех питательных средах, используемых для культивирования грибов. В состав их клеточных стенок входит полисахарид, представленный в основном глюканами и маннанами. В цитоплазме в значительных количествах обнаруживаются аминокислоты, витамины группы В и различные ферменты. В 250 мг лиофильно высушенной биомассы этих дрожжевых грибов содержится около 5х109 КОЕ. 


Позитивный эффект на организм человека и животных утрачивается при введении убитых или нагретых дрожжей. При оральном введении живых клеток человеку в течение 6 часов сохраняется не более половины живых клеток введенной дозы. Они не размножаются в кишечнике человека и животных, не обладают патогенностью и токсигенностью как при острых, так и хронических формах заболеваний. При оральном введении активизируют систему комплимента, стимулируют образованиесекреторного IgA, усиливают миграцию нейтрофилов и моноцитов, усиливают активность ферментов дисахаридаз, что способствует улучшению сорбции углеводов при диарее. 


Клинические наблюдения подтвердили высокую эффективность назначения Saccharomyces boulardii в дозах 200-500 мг в сутки на протяжении 3-7 суток при острых кишечных инфекциях, при синдроме раздражения кишечника и других отделов ЖКТ, при антибиотико-ассоциированных поражениях пищеварительного тракта. Особенно эффективен Saccharomyces boulardii при колитах, вызванных C.diffice. Предполагают, что попадающие в пищеварительный тракт дрожжи предотвращают повреждение клеток слизистой от токсина А клостридий. Это происходит в результате действия протеолитических ферментов дрожжей. Кроме того, S. Boulardii стимулирует иммунную систему организма хозяина и активизирует продукцию кишечных ферментов, способных разрушать токсины или модифицировать рецепторы к токсину А на слизистой кишечника. 


Показано, что назначение больным с ВИЧ-инфекцией, страдающих клиническими проявлениями диареи, Saccharomyces boulardii в дозах, превышающих 1 г в сутки на протяжении 2-4 недель, у половины больных приводило к уменьшению или исчезновению диарейного синдрома. Положительный эффект сохраняется в течение 1-15 месяцев после прекращения применения препарата. 


Российскими исследователями показано положительное действие винных дрожжей на нормализацию количественного содержания лактобацилл и бифидобактерий. Был разработан препарат на основе Saccharomyces cerevisiae, Которые инактивируют афлатоксин В1. В России разработан препарат «Фаворит», представляющий собой автолизат пекарских или пивных дрожжей, содержащий значительные количества аминокислот, витаминов группы В, микроэлементов, нуклеат натрия. Этот препарат при включении в комплексную терапию у детей сокращает продолжительность симптомов интоксикации и диарейного синдрома, улучшает показатели иммунной системы.


За рубежом для усвоения пищи и снижения стрессовых воздействий в животноводстве достаточно широкое применение находят препараты на основе Saccharomyces cerevisiae и Aspergillus oryzae. К сожалению, таких исследований еще недостаточно, чтобы подтвердить положительное действие введения живых культур микроорганизмов в различных дозах.

11. Пробиотики на основе бифидобактерий. Виды и штаммы бифидобактерий для получения пробиотиков.

Среди различных представителей нормальной микрофлоры человека особое место занимают бифидобактерии. Наряду с представителями из родов Clostridium, Bacteroides, Eubacteria они составляют основу кишечной микрофлоры. В настоящее время рода Bifidobacterium включает 32 вида, из которых три вида новых B.inopintanum, B.lactis, B.denticolens были включены в этот род впервые. В 1899 году ученик И.И. Мечникова Генри Тиззиер впервые выделил основные представители бифидобактерий в чистую культуру из кишечника здорового грудного ребенка. 

Морфология бифидобактерий изменяется в зависимости от состава питательной среды и возраста. Они представляют собой палочки, утолщенные на концах в виде шаровидных утолщений. Среди бифидобактерий встречаются виды как с низкой ферментативной активностью (B.bifidum), так и виды, сбраживающие различные углеводы (B.adolescens, B.breve). Фруктозо-6фосфат – ключевой фермент бифидобактерий.  Бифидобактерии образуют молочную и уксусную кислоту в соотношении 3:2 и не образуют углекислый газ (гетероферментативное мол-кисл брожение). Они не имеют ферментов α-галактозидазы и α-глюкозидазы, облигатные анаэробы, не растут в присутствии кислорода и на средах с повышенным окислительно-восстановительным потенциалом. 

Нуждаются в аскорбиновой кислоте, цистеине, тиогликолевой кислоте, углекислом газе, некоторые представители нуждаются в аланине, изолейцине, лизине, аргинине, глютаминовой кислоте. Некоторые штаммы нуждаются в витаминах: пантотеновой кислоте, биотине, рибофлавине, никотиновой кислоте, пуринах и пиримидинах. 


Исследования видового состава бифидобактерий у грудных детей позволило выявить основные виды B.bifidum, B.parvulorum, B.infantis и мало B.longum. Представители B.adolescentis не обнаруживались у грудных детей, но при искусственном вскармливании этот вид заселял кишечник. У взрослых людей преобладающими видами являются B.longum. и B.adolescentis и редко B.bifidum. В кишечном содержимом у взрослого человека может обнаруживаться одновременно до 5 видов бифидобактерий. В кишечнике более пожилых людей преобладает вид B.adolescentis. 


Все это указывает, что в пробиотичесих препаратах, предназначенных для детей до трех лет, видовое соотношение бифидобактерий должно соответствовать количественному содержанию этих микроорганизмов в кишечнике здоровых детей. При этом вид B.adolescentis не следует вводить в пробиотики и продукты ФП. Снижение количества бифидобактерий или даже их полное исчезновение является механизмом патогенетических длительных дисфункций у детей и взрослых. Оно ведет к нарушению минерального обмена, процессов кишечного всасывания, белкового и жирового обмена, формированию хронических расстройств пищеварения. Они являются поставщиком незаменимых аминокислот (триптофана и др.), витаминов, снижают уровень холестерина в крови, нормализуют продукцию жирных летучих кислот, желчных кислот, участвуют в метаболизме муцина и регулируют водный и солевой обмен.


К началу 90-х годов в России были разрешены лишь 4 штамма бифидобактерий к использованию для производства лечебных препаратов, в том числе в форме продуктов лечебно-профилактического назначения: B.bifidum 1, B.bifidum-797, B.bifidum ЛВА, B.longum В379. В последующие годы были выделены и охарактеризованы штаммы из видов B.adolescnsis, B.breve. Ограниченность числа бифидобактерий в мире обусловлена тем, что при отборе стартерных культур требуется проводить огромную селекционную работу, в том числе и генетическую. Штамм должен отвечать требованиям медицинским, технологическим, токсикологическим и т.д. Большую работу в этом отношении проводит шведский селекционер Стиг Бенгмарк, отметивший. Что генетические различия между штаммами бифидобактерий могут быть настолько различны, как отличается человек от рыбы. 


Живые бифидобактерии, присутствующие в пищевых продуктах, очень чувствительны к рН, отсутствию факторов роста, субстратов и т.д. Для удлинения сроков сохранения бифидобактерий их рекомендуют сочетать в продуктах ФП c молочнокислыми бактериями, обладающими протеолитической активностью. 


Первый лечебный коммерческий препарат, содержащий живые бифидобактерии и получивший название «Эугалан», был разработан в 1956 году в Германии немецкой фирмой “Toper Gmbh”. Там же в Германии позднее в 1964 году был создан первый бифидосодержащий препарат для детей – Lactana B-milk. В 1968 году японская фирма Nissin Flour Milling Co Ltd. на основе штамма, выделенного от животного, разработала первый коммерческий препарат бифидобактерий для ветеринариИ. Первый лечебный отечественный препарат бифидобактерий – Бифидумбактерин сухой – разработан в 1972 году в Московском НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Г.Н. Габричевского. Этот препарат представляет собой лиофильно высушенную массу в среде для культивирования  штаммов Bifidumbacterium bifidum 1, 791, ЛВА-3 или B.longum B-379M. Препараты готовили во флаконах, ампулах или в виде таблеток. Доза, рекомендованная к употреблению, составляла 108-10 КОЕ. Такой дозы вполне достаточно для нормализации микробоценоза ЖКТ. Бифидумбактерин сухой  предназначен для лечения детей и взрослых. Детям можно применять с первых часов после рождения. 


Для бактерцидно-иммуностимулирующей активности в России разработан сухой бифидумбактерин, обогащенный лизоцимом (Бифилиз). Этот препарат обладает антиопухолевым действием, повышает неспецифическую резистентность, способствует лучшей переносимости противоопухолевой рентгенорадиотерапии и снижению гранулоцитарной эластазы. Лизоцим обладает бифидумстимулирующей активностью, его присутствие увеличивает содержание бифидобактерий в пищевых продуктах. 


Пробиотические культуры бифидобактерий способны адсорбироваться на специальных сорбентах, которые в свою очередь, обладают повышенной способностью удерживаться на поверхности кишечного эпителия. Типичным примером может быть пробиотик «Бифидумбактерин форте».


После установления способности бифидобактерий культивироваться в молоке, с 60-х годов началась история использования этих микроорганизмов не только для изготовления лечебных препаратов, но и для ферментированных лечебных продутов питания. В 1966 году были опубликованы материалы об эффективности использования грудным детям искусственно вскармливаемым препарата “Lactana-B”. Этот молочный продукт содержит живые бифидобактерии и факторы их роста. В 1968 г. появилась информация об использовании сухого молока с лиофильно высушенными бифидобактериями при заболеваниях цирроз, гепатит и др.


В 1968 г. появилась первая технологическая схема производства кисломолочных продуктов, содержащих живые бифидобактерии. С 1977 г. производят кисломолочные продукты с использованием бифидобактерий в монокультуре или в сочетаниях с другими бактериями в массовых количествах пищевой промышленностью предприятий стран Германии, США, Австрии, Франции, Чехословакии. В настоящее время в странах-производителях на основе бифидобактерий насчитывается до 70 различных пищевых лечебных продуктов. В их число входят йогурты, соки, жевательные препараты, мороженое, салаты, кефиры, сметана, твороги и др. 

12. Пробиотики на основе лактобацилл и лактококков. Продукты питания обогащенные молочнокислыми бактериями-пробиотиками.

Молочнокислые лактобактерии – микроаэротолерантные грамположительные бактерии, не образующие спор и не продуцирующие фермент каталазу (имеют псевдокаталазу). Разделяются на две группы: гомо- и гетероферментативные). Представители рода Lactobacillus относятся к семейству Lactobacillactae и содержат 56 видов, 5 из которых подразделяются на подвиды (два и более). На основании порядка нуклеотидов 16-S рибосомальной РНК лактобациллы подразделяют на три филогенетические группы, внутри которых наблюдается широкое варьирование содержания ГЦ-пар в ДНК.


Лактобациллы  широко представлены в окружающей среде. Они обнаружены в растительных и животных продуктах питания, в ферментируемых закусках, бытовых и промышленных отходах, молочных продуктах и молоке, на слизистых человека и животных. У человека  и др. млекопитающих встречаются преимущественно в пищеварительном и генитальном трактах. Содержание лактобацилл в кишечнике может достгать от 106-10 КОЕ/г, и они представлены преимущественно видами: L.acidophillus, L. salivarius, L.casei, L hlfntarum и L. brevis. Кроме того, обнаружены виды L.johnsonii, L. helveticus, L.murinus, L. delbruckii, L. plantarum, L.ruminis, L.buchneri, L.lactis, L.reuteri,  L. rogosae и другие. 


Анализ молкис МФ детей показал, что она формируется из грудного молока, где всегда они выявляются. Видовая специфичность микрофлоры лактобацилл у грудных детей и более позднего периода жизни (2-3 года) определяется их национальными, региональными особенностями и территории их проживания. Это следует учитывать при конструировании пробиотических лекарственных препаратов и продуктов ФП на основе лактобацилл. 


Главным конечным продуктом метаболизма этих грам+ палочек является D- и L-молочная кислота, а у гетероферментативных еще и уксусная кислота, этанол и углекислый газ. Некоторые штаммы лактобацилл обладают высокой метаболической активностью, продуцируют амилазы, гидролизуют мочевину, разрушают щавелевую кислоту и холестерин, редуцируют нитраты, декарбоксилируют аминокислоты, разрушают амины, синтезируют экзополисахариды, нейтрализуют энтеротоксины. Благодаря продукции органических кислот, перекисей, антибиотиков и бактериоцинов, многие штаммы лактобацилл проявляют ярко выраженную антагонистическую активность в отношении  патогенных, условно-петогенных и оппортунистических МО кишечника.


Среди лактобацилл виду L.acidophillus принадлежит ведущая роль как основе многочисленных лечебно-диетических кисломолочных продуктов и фармакопийных препаратов. Любые проявления дисбактериоза у человека затрагивают данный вид лактобацилл. Первые сведения об использовании ац. бактерий для проф-ки и лечения заболеваний человека относятся к 1910 году, когда на рынке появилось ацидофильное молоко. В настоящее время в различных странах, включая Россию. Ацидофильные лактобациллы вводят в монокультуре, либо в комплексе с различными видами бифидобактерий  в состав биологических препаратов и пищевых добавок. Это препараты: Acicur, Biolactil, Lactobacill, Ribolac, Zyma, Synerlac, Ацилакт, Наринэ. Также бактерии этого вида используют для приготовления кисломолочных взвесей как моновидового, так и комплексного состава (йогуртах и др.). Столь большое внимание уделяется биотехнологами и микробиологами молочнокислым ацидофильным бактериям по   той причине, что они не участвуют в возникновении каких-либо патологических процессов в организме человека. С другой стороны, обнаруживаются все более новые стороны их позитивного воздействия на физическое и психическое здоровье человека. Ацидофильные лактобациллы в виде живых или убитых бактерий, автолизатов, бесклеточных продуктов метаболизма, экстрактов и других форм широко используют для профилактики и лечения больных с различными острыми и хроническими заболеваниями пищеварительного тракта, воспалительными процессами дыхательных путей, бактериальными инфекциями мочеполовой системы. Представители этого вида применяются также как антиоксиданты и средства, понижающие липидную пероксидазу и стимулирующие рост лакто- и бифидофлоры. Эти микроорганизмы обладают противоопухолевой активностью и стимулируют различные звенья иммунитета. Оральная бактериальная терапия ацидофыльными лактобактериями предотвращает у детей возникновение диарей, вызываемых применением антибиотиков. 


Многие штаммы ацидофильных лактобацилл обладают противовирусным действием, благодаря продукции активной перекиси водорода. В высоких концентрациях подобные ацидофильные лактобациллы оказывают вирусоцидное действие в отношении вируса иммунодефицита человека (HIV типа 1). 


Согласно даннм последних лет L.acidophillus – это сборная группа микроорганизмов, включающая в себя, по крайней мере, 5-6 различных видов (L.acidophillus, L.johnsoniiL.crispatus, L.amilovorus, L.gallinarum,  L.gasseri). 


Другой вид лактобацилл, на основе которого изготавливают за рубежом пробиотики и продукты ФП, Lactobacillus rhamnosus GG (АТСС 53103), выделенный из фекалий человека. Первые исследователи, которые выделили этот штамм,    Шервуд и Голдин (США). Этот штамм сходен с таковым ацидофильных бактерий. О масштабах применения Lactobacillus GG-содержащих продуктов говорит факт, что в скандинавских странах на основе этого штамма каждый житель съедает в год 1  кг  бактерий. При употреблении в сутки 109 или 1010 КОЕ Lactobacillus rhamnosus GG эти бактерии не обнаруживаются в кишечнике.
13. Технологическая схема получения продуктов питания на основе пробиотиков.

Схематично технологию приготовления продуктов функционального питания с использованием бифидобактерий и других  бактерий можно представить по одному типу содержащему ряд этапов:

1-й этап. Приготовление заквасочных культур. Для этого используют производственные штаммы  микроорганизмов, которые прошли тщательную проверку на безопасность и имеют клинически доказанный позитивный эффект на организм человека. Для каждой серии используют новую ампулу лиофильно высушенных или хранящихся в условиях низкой температуры 

(-40 ºС или в жидком азоте) бактерий. Желательно, чтобы производственные культуры обладали способностью в течение 6-18 часов наращивать биомассу в таком количестве, чтобы к завершению процесса содержание микроорганизмов было не менее 107 КОЕ /г готового продукта.

2-й этап – подготовка сырья и материалов. Используемое сырье и материалы проходят тщательную проверку в соответствии с регламентируемым Госсанэпиднадзором России требованиями к сырью и материалам, используемым для изготовления детских и лечебных продуктов питания. Сырье подвергается стерилизации или ультрафильтрации. 

Штаммы бифидобактерий, отобранные для изготовления кисломолочных продуктов, активно развиваются в цельном, обезжиренном и сгущенном молоке (при содержании в нем сухих веществ не менее 18-25 %). б При этом содержание белка в молоке желательно иметь в пределах 3,7-4,0 %, что достигается при добавлении к цельному молоку 4 % и более сухого обезжиренного молока. Для предотвращения в продукте синерезиса в процессе перемешивания, встряхивания и др. манипуляций в сырье вместо или одновременно с добавлением сухого молока рекомендуется добавлять соединения, влияющие на вязкость и текстуру кисломол бифидумбактерина (камеди, пектины, агары, крахмал и др. полимеры), как в отдельности, так и в комбинации. Иногда вносят стабилизаторы в виде солей кальция (цитрата, глютамата), увеличивающие вязкость и плотность сгустка в готовом продукте. Важным моментом при использовании стабилизаторов является гомогенизация и медленное нагревание молока с добавками при 50-70 ºС в теч 1,5-2 ч, позволяющие полному их растворению и форм-нию небольших казеиновых глобул, покрытых жиром. Последующее кратковрем выдерживание при выс Т (95-105 ºС в теч 5-10 мин или при 140 ºС в теч неск секунд) способствует окончательной элиминации посторонней МФ из молока, освобождению его от остатков кислорода и возникновению в нем специфических микронутриентов, стимулирующих в последующем рост и накопление биомассы бифидобактерий и других молкис бактерий.3-й этап – заквашивание питательной основы путем внесения в асептические танки производственной закваски в необходимом объеме и контроль за процессом согласно регламенту (рН, температура, КОЕ, содержание кислорода, время ферментации). Наиболее часто бифидосодержащие закваски вносят в молоко (сырье после подготовки), охлажденное до температуры 40-42 ºС.

Введение в состав заквасок молочнокислых бактерий помимо бифидобактерий позволяет получить готовый кисломолочный продукт через 6-7 ч инкубации при 38 ºС. При этом количество бифидобактерий в готовом продукте достигает сотни миллионов живых клеток в 1 г. Обычно ферментацию ведут до достижения рН 4,8±0,4, после чего его без перемешивания во избежание разрушения сгустка охлаждают до 20-25 ºС и расфасовывают. Процесс упаковки должен быть не более 2-х часов. 4-й этап – асептический розлив. Асептически расфасованный продукт охлаждают с температуры 20-25 ºС до 6 ºС в течение 8-10 часов, поскльку ускоренное охлаждение может вызвать нарушение структуры кисломолочного продукта. 5-й этап – контроль готовой продукции по органолептическим, микробиологическим и другим показателям.  

Важным моментом получения высококачественных пробиотических продуктов является необходимость обеспечения всех высокой эффективности всех стадий технологического процесса. При этом уже сегодня на некоторых зарубежных предприятиях каждая партия кисломолочного пробиотического продута исследуется более, чем по 200 показателям.

14. Антимикробные соединения, синтезируемые пробиотиками.

1)Молочная кислота. Продуцируют ее все молочнокислые бактерии. Она действут на грамположительные и грамотрицательные бактерии. 2)Уксусная кислота. Образуют ее гетероферментативные палочки и кокки. Действует на грамположительные и грамотрицательные бактерии, рН-зависимый эффект. 3)Алкоголи (спирты). Образуют гетероферментативные молочнокислые бактерии и дрожжи. Эффективны против грамположительных и грамотрицательных бактерий. 4) Диоксид углерода. Образуют гетероферментативные молочнокислые бактерии и дрожжи. Эффективны против грамположительных и грамотрицательных бактерий. 5)Перекись водорода. Образуют большинство лактобацилл. К ней чувствительны грамположительные и грамотрицательные бактерии. 6)Сидерофоры. Синтезируют большинство аэробных и факультативно анаэробных бактерий. К ним чувствительны железо-зависимые микроорганизмы. 7)Бензойная кислота, мевалоновая кислота, метилгидантоин. Синтезируется Lactobacillus plantarum. Эффективны против грамотрицательных бактерий. 8)пропионовая кислота. Синтезируется Propionibacterium shermani. Эффективна против большинства грамотрицательных бактерий, грибов, дрожжей. 9)Ройтарин. Синтезируется Lactobacillus reuteri. Эффективен против большинства грамотрицательных бактерий, грибов, дрожжей. 10)NO. Образует Lactobacillus plantarum. Эффективен против дрожжей рода Candida, грамотрицательных и грамположительных бактерий. 11)Антибиотики. Синтезируют только некоторые лактобациллы и бациллы рода Bacillus.  Эффективны против большинства грамотрицательных бактерий, грибов, дрожжей. 12) Бактериоцины- это группа белковых антибиотиков, как правило выделяемых наружу…. (лактацин В, F, J; булгарицин, гелветицин, низин, плантарицин; педиоцин-А, РА-1 и др.). Они эффективны против энтерококков, листерий, стафилококков, клостридий, некоторых молочнокислых бактерий. Основные продуценты бифидобактерии, лактобациллы и лактококки, предположительно использующие бактериоцины для подавления другой МФ. Низин- продукт молочно-кислого стрептококка.

15. Негативные последствия применения побиотиков и а\б. 

пробиотики: 1. Пробиотики явл-ся чужеродными МО, выдел. от другой особи.; 2. При длител. применении пробиотиков возник. гнойные воспаления (абсцессы) в мышеч. и кожной тканях; 3. Бол-во пробиотиков в процессе своей ж/д и дыхания подавляют развитие аэробной МФ киш-ка;  4.Пробиотики образ. мн-во орг.кислот и др.продуктов метаболизма, подавл. м/ф, особенно аммонифицирующие м/о, разлаг. белки.;  5. Они применяются недолго = > неизвестно, что будет через неск. 10ков лет и в будущих поколениях.

а\б: 1. Подавление, как симбиотической микрофлоры, так и «враждебной». Создает территорию «отсутствия жизни» внутри нас, в которой в состоянии поселиться только бактерии с выработанной устойчивостью. 2. Нарушение механизмов нашей системы «энергодобычи». Нарушается клеточное дыхание, что постепенно переводит организм в анаэробное состояние, ограничивая доступ кислорода к тканям. 3. Антибиотики годаздо сильнее алкоголя и жиров «садят» печень, забивая её желчные проходы.  Печень практически лишается способности накапливать гликоген. Как следствие обилие проблем: вялость, слабость, неуемный аппетит, гиподинамия. В уже поврежденную печень практически гарантированно заселяются паразиты. 4. Быстро истощают буферные системы печени, призванные компенсировать токсические воздействия. Как следствие их недостатка — повышенный вред от ядов, болезни. Печень меняет свои функции: вместо очищения начинает загрязнять нас. 5. Буквально «выключают» наш иммунитет.

16. определение «а\б». Исторический очерк формирования и современное понятие «а\б». Продуценты а\б-ов. 

Многие пробиотики синтез-ют а\б. Термин ввел уч.Ваксман в 1939г. Открыты Флемингом в 1928г. С 1929 предлагаются очищать их и испол-ть. Первым открыли пенициллин (Флеминг испол-ал культур.жид-сть для обраб-ки ран с золотистым стафилакокком в 1938). В 43-44 гг Флори и Чейн выделили фракции из культ.жид-сти и расширили его хим.формулу. В 1938г в СССР под рук-вом Ермольевой выделили.-крустозин из МО penicillium crustosum (чище чем пенициллин) и испытали на больном мальчике-выздоровел. Ваксман в 31-35гг занимается а\б акиномицетов и выделяет актиномицин, подавляющий туберкулезную палочку (mycobacterium tuberculosis); актиномицин очень токсичен-> в 1939 ваксман находит стрептомицин. В 1943 ваксман уезжает в Америку для организ. пр-ва а/б => 44-открытие пр-ва стрептомицина и пенициллина в Калифорнии. В 44г он приезжает к Ермольевой и забирает в тысячи раз более продуктивный штамм пенициллина. 

1940г, Ваксман: А\б-прод-ты вторич.метаболизма МО,кот избирательно и в малых кол-вах подавляет др. МО. 1966г, уч. Токин из СССР: А/б – вторич.метаболиты м/б, раст, живот. Происх., кот. избирательно и в малых кол-вах подавляют др.МО. В90г.стали испол-ть а\ки против опухолевых клеток, кот.ведут себя как отдельный организм и они бессмертны, т.к. у них 1.нарушен мех-зм апоптоза – а\ки вызывают его мех-зм. 2.нарушен мех-зм контактного торможения роста. 1995г, Егоров: А\б – в-ва МБ, жив. и растит происх., сп-ные избирательно и в малых кол-вах подавлять МО и опухолевые клетки. Егоров-основоположник учения об а\ках. 

Классификация по происхождению: 1) А/б, с-мые эубактериями (истинными); подгруппы:А: грамотр.бакт. родов Pseudomonas, Ecsherichia, Proteus; грампол. родов Micrococcus, Streptococcus. Б: продуцируемые родом Bacillus, все им.пептидную природу: полимицины, грамицидины, бацитрацин.; 2) Синт-ые родом Streptomyces (грампол. прокариоты-актиномицеты, синтез.85% всех а/б): широкого спектра дей.: стрептомицин, каномицин, биомицин; узкого – эритромицин.; 3) Синт-ые грибами микромицетами родов Penicillium, Trichotecium, Aspergillus, Trichoderma: пенициллин, амфотерицин, трихотецин.; 4) Синт-мые грибами макромицетами родов Bazidiomycetos, Ascomycetos: агрицин (с-ся трутовиком Agarius); лентинан (с-ся грибом шиитаке); летипорин; бетулиновая к-та и бенфунгин (гриб чага).; 5) Синт-мые лишайниками (бенфунгиновая к-та) и низш.раст. – водорослями (хлореллин).; 6) С-мые высшими раст. – это все алкалоиды раст: аллицин (чеснок) и его летучая фракция (черемша); антоцианы – фитоолексины (лук); фазолин (фасоль); пизатин (горох). ;7) Животного происх.: лизоцим, круцин, экмолин, интерфероны. If – пептиды противовирус.дей., получ. путем встраивания гена If в геном E.coli.
17. История развития биотехнологии антибиотиков. Роль русских ученых в её развитии.

Еще в 1870—1871 годах, известный рус ученый В. А. Манассеин сообщил, что плесневой грибок «зеленый кистевик» обладает способностью задерживать рост микробов. В. А. Манассеин, делавший посевы зеленой плесени на пит среды, отметил, что в такой среде «никогда не развивалось бактерий» Еще более удивительным было то, что плесень в миндальном масле, использованная крупным дерматологом А. Г. Полотебновым для течения ран, приводила довольно быстро к очищению ран от микробов и к заживлению пораженных участков (1872 год).

В 1928 году А. Флеминг выращивал гноеродных микробов — стафилококков на твердой питательной среде в ч.Петри. Время от времени посевы просматривались. При этом чашки открывались и неизбежно подвергались загрязнению различными МО, попадающими из воздуха. На одной из них случайно выросла зеленая плесень. При исследовании этой чашки ученым было обнаружено, что колонии стафилококка, которые находились рядом с большой колонией плесени, стали как бы прозрачными. Флеминг писал: «То, что раньше было хорошо выросшей стафилококковой колонией, стало тенью самой себя».Флеминга вырастил плесень на бульоне, а полученный фильтрат бульона, освобожденный от плесени, назвал пенициллином по названию рода пл. гриба. Жидкий пенициллин обладал поразительными свойствами- задерживал рост МО. Однако при хранения этой жидкости пенициллин очень быстро разрушался. Необходимо было найти способы его извлечения и концентрирования.Флеминг установил, что пенициллин действует избирательно. Он активен в отношении одних видов МО — грамм+ МО и не задерживает рост грамм- МО. Полученный неочищенный жидкий препарат Флеминг предложил применять в лаб. работе.
В 1932 г англ Райстрик сделал попытку очистить препарат, но он оказался неустойчивым и о нем снова забыли.В 1941 г в Англии ученые Г. Флори и Чейн получили очищенный пенициллин и впервые применили его для лечения четырех больных тяжелым сепсисом. Результаты лечения этих безнадежных больных, которые погибли бы, показали огромную ценность нового лекарства. Но провести широкое испытание было проблематично, т.к.  в лаборатории можно было получить только небольшое кол-во пенициллина. Флори и Чейн отправились в США, где в 1942 году было организовано промышленное получение этого препарата.
В 1942 году в лабор биохимии микробов Всесоюзного института эксперим. медицины (ВИЭМ), где в теч многих лет велись работы над антимикробными веществами — бактериофагом, лизоцимом и другими. Из 93 штаммов (рас) зеленой плесени, выделенных 3. В. Ермольевой и Т. И. Балезиной, один оказался наиболее активным и был назван пенициллин-крустозином ВИЭМ. Этот пенициллин делал чудеса, спасая смерт.больных сепсисом, безнадежных больных с тяжелыми травмами мозга, он излечивал мал. детей от воспаления легких и менингита, избавлял и от даже от сифилиса. в 1943 году его с успехом применили и в ветеринарии для лечения копытной болезни оленей.После первых испытаний советского пенициллина в хирург. клинике его применили для лечения огнестрельных ранений на одном из фронтов ВОв. Большая бригада ученых под руководством академика Н. Н. Бурденко и профессора 3. В. Ермольевой изучала действие отечественного пенициллина при различных ранениях.
До открытия для лечения гнойных ран пользовались антисептиками (карболовой кислотой, лизолом). Но эти вещества имеют очень существенный недостаток — вместе с микробами они убивают и клетки ткани и вызывают омертвление поверхности ран. Пенициллин же не оказывает вредного действия на ткани животных и человека  и сам не утрачивает своей активности в присутствии крови, сыворотки и гноя.
В янв1944 года в СовСоюз приехали англ ученые Флори и Сандерс. Они привезли свой штамм плесневого гриба и образцы препаратов очищенного пенициллина. Они сравнили препараты и заключили, что советский даже эффективнее.

И в Англии и в СССР пользовались поверхностным методом выращивания пенициллиума в матрацах (стеклянные сосуды). В США предложили так называемый глубинный метод выращивания гриба в больших чанах-ферментерах. Различные методы селекции позволили резко увеличить выход пенициллина.В настоящее время штамм, употребляющийся для производства, позволяет получить пенициллин активностью не менее 4—5 тысяч единиц в 1 миллилитре.
18. Основные принципы классификации антибиотиков (а\б). 

В системе хим.элем-тов 108 стабильных элем-тов: (неорг.соед.-850 тыс., соед.углерода 5 млн.)Антибиотики - 6,5 тыс.соед-ий. Жидких а\б нет – все они либо ТВ либо летучие в-ва. Многие соед-ия имеют активные соед-ия.1) классиф-ия по спектру биологического действия; 2)классификация по биологическому происх-ию(кто продуцент); 3) по мех-му действия(мишень в клетке); 4) по химическому строению(к какому классу относятся)не соответств.классиф-ии IUPAC, т..они многокомпонентные соединения.Среди всех 4-х классиф-ий нет универсальной, которая подчинялась бы принципу размещения АБ в одном классе. Ланчини создал химич.классиф-ию.Она дает хар-ки природы содинения, а затем его св-ва.

19. а\б и а\брезистентность. Молекулярные механизмы резистентности. Роль кишечной МФ в формировании резистентности к а\б.

Причины устойчивости к антимикроб препаратам: Микробы, такие как бактерии, вирусы, грибки и паразиты - это живые орг-мы, к-ые эволюционируют со временем. Их первоначальная функция - быстрое размножение и развитие. Поэтому микробы быстро приспосабливаются к ОС и изменяются, чтобы как–то выжить. Если что-то мешает их развитию и росту, то возможны генетические изменения в их структуре, которые называются мутациями. Существует несколько вариантов микробной изменчивости. Устойчивость к антимикробным препаратам: Возникновение микробов устойчивых к лекарствам непредсказуемый процесс. Причины появления таких микробов связаны с естественными факторами, которые оказывают влияние на бактерии, вирусы, паразитов и др., чтобы последние как-то пытались противостоять этим факторам и выживали. Причины: Как все организмы, микробы подвергаются многочисленным мутациям, и все эти изменения влияют на устойчивость к препаратам. Противомикробная устойчивость увеличивается при неправильном применении препаратов. Также играют свою роль нехватка диагностических тестов, плохая гигиена и плохой контроль.  Все вместе, вышеперечисленные факторы, играют важную роль в выработке устойчивости к препаратам, и это большая проблема, т.к. такие заболевания трудно и дорого лечить.

Сам по себе антибиотик не является причиной появления резистентности.

Механизмы резистентности 1. У м\о может отсутствовать стр-ра на которую действует а\б (н-р бактерии рода микоплазма (лат. Mycoplasma) нечувствительны к пенициллину, т.к. не имеют клеточной стенки); 2. М\о непроницаем для а\б (большинство грам-отриц бактерий невосприимчивы к пенициллину G, т.к. КС защищена доп-ой мембраной); 3. М\о в состоянии переводить а\б в неактивную форму (многие стафилококки  (лат.   Staphylococcus) содержат фермент β-лактамазу, который разрушает β-лактамовое кольцо большинства пенициллинов) 4. Вследствие генных мутаций, обмен в-в м\о может быть изменён таким образом, что блокируемые а\б-ом р-ции больше не являются критичными для жизнедеят-ти организма; 5. М\о в состоянии выкачивать а\б из клетки.
АБР – антибактериальная резистентность

АБП – антибактериальный препарат

Все известные на сегодняшний день биохимические механизмы АБР можно подразделить на несколько групп:

1. Модификация мишени действия АБП. Структура мишеней действия АБП подвержена изменчивости в результате спонтанных мутаций в кодирующих их генах или иных генетических событий. Часть таких изменений может привести к снижению (или утрате) способности мишени связываться с АБП.

2. Инактивация АБП. Механизмы инактивации (ферментативного

разрушения или модификации) существовали у бактерий, продуцирующих антибиотики, задолго до начала использования этих веществ в качестве медицинских препаратов. Скорее всего, они выполняли функции защиты бактерии-продуцента от собственного антибиотика. В последующем детерминанты резистентности распространились среди возбудителей инфекционных болезней у человека. 

3. Активное выведение АБП из микробной клетки (эффлюкс). Известны, как минимум, четыре больших семейства транспортных систем, обеспечивающих активное выведение экзогенных веществ (в том числе и АБП) из бактериальной клетки. «Базовая» активность этих систем во многом определяет уровень природной чувствительности бактерий к АБП. При активации выведения отмечают формирование приобретенной резистентности.

4. Нарушение проницаемости оболочки микробной клетки. Этот механизм распространен, в основном, среди грамотрицательных бактерий, обладающих внешней мембраной и является наименее специфичным в отношении АБП разных групп. Транспорт гидрофильных АБП внутрь микробной клетки осуществляется через пориновые каналы. Эффективность транспорта (как и эффективность эффлюкса) определяет уровень природной чувствительности бактерий к АБП. При нарушении структуры пориновых каналов или их утрате эффективность транспорта АБП резко снижается, что проявляется в формировании устойчивости к нескольким классам препаратов.

5. Защита мишени. Защита мишени относится к наименее изученным механизмам АБР. Установлено, что бактерии способны синтезировать белки, предотвращающие связывание АБП с мишенью, причем известно, что указанные белки связываются не с АБП, а с мишенью действия и каким-то образом модифицируют ее. Ранее этот механизм был известен только для тетрациклинов, однако сравнительно недавно он был описан и для хинолонов.

ГЕНЕТИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ ФОРМИРОВАНИЯ АБР

Существует два принципиальных генетических механизма формирования АБР.

Приобретение новых для бактерии генов детерминант резистентности. Чаще всего новые для бактерий детерминанты резистентности приобретаются с подвижными генетическими элементами – плазмидами и транспозонами. Обычно с подвижными элементами передаются гены ферментов, инактивирующих антибиотики. Однако известны случаи, когда в состав подвижных элементов входят кластеры структурных и регуляторных генов, кодирующих метаболические пути синтеза модифицированных мишеней действия АБП. Считается, что на предшествующих этапах эволюции эти детерминанты были перенесены на подвижные генетические элементы с хромосом бактерий – первичных хозяев. Для ряда детерминант резистентности, локализованных на подвижных генетических элементах, первичные хозяева известны, однако для многих детерминант подобная информация

отсутствует.

Модификация собственного генома. Наиболее типичным примером такого механизма являются мутации (аминокислотные замены, делеции, инсерции) в генах, кодирующих мишени действия АБП, системы эффлюкса, а также пориновые каналы. Резистентность к

химиопрепаратам формируется практически только по этому механизму. В формировании устойчивости к антибиотикам этот механизм имеет меньшее значение.

20. Минимальная подавляющая и бактерицидная концентрации а\б. 

Основная хар-ка активности а\б –МПК – конц-я, при кот клетки только останавл. свой рост; На нее влияют факторы: состав среды, в которой проводится опред.  (рН, наличие сыворотки, определенных катионов);  условия инкубирования  (tра,  время,  аэрация) и т. п. Кроме того, характеризуя действие а\б, особенно необходимо учитывать вид м\о и форму его нахождения in vivo −  внутри- или внеклеточно. МБК – конц-я, при кот клетки полностью погибают. Сюда также вкл. Мин.фунгицидная, мин.протозоацидная конц. Исп-т а\б с самой маленькой дозой МПК или МБК. 

21. Единицы биологической активности а\б и методы определения. Причины утраты активности а\б. 

приним-ся такое кол-во а\б (в мкг) которое способно подавлять рост тест-штамма м\о или клеток в опред-х условиях (Т-ра, рН,…) в единице объема и за единицу времени. Д\каждого а\б есть свой тест-штамм (пенициллин – Staphylococcus aureus №209; тетрациклин – E.coli). биологическая активность антибиотиков выражается в, условных единицах действия - ЕД.
Активность - потенц.сп-ть к синтезу а/б – очень ↑ по срав. с антисептиками. Оч важна избирательность, кот.связана с тем, что а/б разного строения связ-ся с опред.клеточными струк-ми – мишени клетки. Для определения антимикробной активности а/б исп-ют тест-микробы, например: Aspergilus niger, Bacillus subtilus, Pseudomonas aerogenosa. Определение активности а/б проводится методами: Биол. методы основаны на непосредственном биол. действии а\б на примен. тест-организм, чувствит. к данному а\б. Применяемый при этом диффузионный метод основан на сп-ти молекул а\б диффундировать в агаровых средах. Оценивается размер зоны, в кот. тест-организмы не развиваются. Этот размер зависит от хим. природы а\б, его конц., рН и состава среды, tры эксперимента. Метод биол. титрования. Существует трехдозный метод с исп-ем испытуемого и стандарт. раствора раствора. Применяется также и однодозный метод – с исп-ем стандарт. кривой по логарифмической сетке. - метод агаровых блоков, кот. пропитывают вытяжкой из прод, затем раскладывают их на пов-ть посевов «газоном» опред.м/о в чашке Петри и смотрят на рост м/о;  - метод бумажных дисков, кот. пропитывают вытяжкой прод., раскладывают на посевы в Петри и наблюдают;  -метод лунок: в агариз.культуру в пробирке вносят вытяжку из прод. (прокол, дырка) и ставят на инкубирование;  - экспресс-метод: Bac.stear. культивируют в жидкой среде, куда вносят вытяжку => опред-ют метаболиты бактерий: если они есть, то все норм, если нет – то в прод. содерж. а/б. 2. Хим.методы: основаны на связывании а/б и опред. его колич. содерж.

- титрование (гидролиз); - калориметрия (цветные р-и); - осаждение. 3. Физ-хим.методы высокоэффективны: - тонкослойная; - высоко жидкостная; - аффинная; колонноя хроматографии. 4. Иммуноферментные: основаны на р-и преципитации «антиген-антитело», где антиген – а/б, антитело – специфич.белок. В планшетку с лунками вносят продукт: если осадок выпал (произошла р-я связывания), то а/б есть.

22. Использ-е а\б в медицине, ветиринарии, пищ.пром-ти и с\х. Основные критерии применения а\б. 

Жив-во: В целях ↑ пр-ва мяса и др. продуктов жив. происх. в с/х нашей страны примен. а\б для стимуляции роста, ↑ эффект. откорма скота и птицы, в кач. лечебно-профил. средств. Это препараты, содерж. тетрациклин, пенициллин, стрептомицин, немед. а\б: гризин, бацитрацин и прочие. Исп-е в пищу прод. с остаточным кол-вом а\б, может вызвать неблагопр. последствия: аллергии, дисбактериоз, образ. и передачу резистентных форм микробов. Гризин и бацитрацин контролир. в ПП, но остаточное кол-во разрешено: гризин<0,5 ед/ч массы прод-та, бацитрацин< 0,02 ед/ч массы прод-та. Раст-во:  а/б легко проникают в органы и ткани раст. через корни, стебли, листовую пов-ть, впитывается в семена и т. д. => их действие менее зависит от неблагопр. климат. условий; обладают антибакт. действием в тканях растений и сравнительно медленно инактивируются в них; основные а\б, исп. в лечебных дозах, нетоксичны для растений.  Скорость проникн. в растение опред. свойствами а\б: быстро проникают а/б нейтральной и кислой природы (хлорамфеникол, пенициллин), медленнее — амфотерные (хлортетрациклин, окситетрациклин) и основания (неомицин, стрептомицин). А\б, в отличие от ядохим-ов, действ. Избирательно и, подавляя развитие фитопатогенов, практически безвредны для Р. иЖ.. Мед-на: применяют около 40 а/б , не оказ. вредного действия на орг-м чела. Для достиж. лечебного действия необх. Поддерж-е в орг-ме терапевтических конц, особенно в очаге инфекции. ↑ конц. а/б в орг-е более эфф-но, но м.б. побочные действия: пенициллин при длит. примен. в больших дозах оказывает токсическое действие на ЦНС, стрептомицин — на слуховой нерв, и т. п. Эти явления ликвидируют ↓ доз. Для усиления действия можно примен. неск. а/б (напр,стрептомицин с пенициллином). Сочетания некоторых а/б токсичны, и поэтому их комбинировать нельзя. Пенициллинами пользуются при сепсисе, воспалении лёгких и тд.. Бензилпенициллин эффективен против стафилококков. Тетрациклины д/лечения холеры. Полусинтет. пенициллины с широким СП-ом действ. — ампициллин и гетациллин — задерживают рост кишеч., брюшнотифозной и дизентерийной палочек. Длительное и широкое применение а/б вызвало резастентность к ним патогенов. Для предупрежд. этого периодически заменяют широко примен. а/б  и никогда не применяют их местно на раневые пов-ти.  Вет-рия: Ж. лечатся теми же а\б что и человек. Сущ. нормы СанПиНа по использ-ю сырья жив-го происх-я, кот подвергалось терапии. Спец. таблицы в кот-х указанны сроки по каждому а\б, используемому в ветеринарии (забоя, исп-я молока). Забой через 1 сутки разрешен после исп-я пенициллина и др а\б узкого действия. 7 сут – стрептомицин, канамицин и др широкого спектра действия. Молоко во время приема а\б нельзя использовать в пищу и д\кормл. телят. ПП: 1958, Ереван - 1 конгресс по б/т СССР: Красильников высказал  предположение, что а\ки лучше не исп-ть в с\х, медицине, ПП. Но в теч. 20 лет страны исп-ли их и только в 75г. Страна СЭВ приняли закон (конвенцию) о запрете исп-я а\ков мед. назнач. в ПП и животноводстве (кроме разрешенных СаПиН 2.3.2.1293-03), и наоб.: в медицине нельзя исп-ть а/б ПП и с/х. В ПП можно исп-ть только разреш. Согласно «Гигиенич.треб. по применению ПД» к исп-ю в ПП разреш. только: 1. Низин, Е234- это 32 а/к, соедин. в 2 кольца; активен против грампол. спорообраз. бактерий; продуцент – Streptococcus lactis. и 2. натамицин (пимафуцин), Е235 – фунгицидное действие, продуцент S. Natalensis. Они диссоциируют на а/к, не вызывая действия на м\фл. В мясопрод. для внеш.обраб часто исп-ют а/б, напр. для ↑ сроков хран. исп-ют пенициллин.
23. Современные методы определения а\б в пищ.прод-ах и сырье. 

В ПП необх. контролировать наиб.часто исп-мые а/б: пенициллин, левомицетин, стрептомицин, бацитрацин, тетрациклие, гризин методами:

1. М/б (биологические): исп-ют тест-штаммы м/о, чувствительные к данному а/б, напр. грамполож.бакт. Bacillus stearothermophillus:
- метод агаровых блоков, кот. пропитывают вытяжкой из прод, затем раскладывают их на пов-ть посевов «газоном» опред.м/о в чашке Петри и смотрят на рост м/о;

- метод бумажных дисков, кот. пропитывают вытяжкой прод., раскладывают на посевы в Петри и наблюдают; -метод лунок: в агариз.культуру в пробирке вносят вытяжку из прод. (прокол, дырка) и ставят на инкубирование; - экспресс-метод: Bac.stear. культивируют в жидкой среде, куда вносят вытяжку => опред-ют метаболиты бактерий: если они есть, то все норм, если нет – то в прод. содерж. а/б. 2. Хим.методы: основаны на связывании а/б и опред. его колич. содерж. - титрование (гидролиз); - калориметрия (цветные р-и); - осаждение.3. Физ-хим.методы  высокоэффективны: - тонкослойная; - высоко жидкостная; - аффинная; колонноя хроматографии. 4. Иммуноферментные: основаны на р-и преципитации «антиген-антитело», где антиген – а/б, антитело – специфич.белок. В планшетку с лунками вносят продукт: если осадок выпал (произошла р-я связывания), то а/б есть

24. М\о – возбудители порчи пищ.прод-ов. Барьерные технологии в подавлении м\о в пищ.прод-ах. 

- условно - патогенные микроорганизмы, к которым относятся: Е. coli, S. aureus, бактерии рода Proteus, Вacillus cereus и сульфитредуцирующие клостридии, Vibrio parahaemolyticus; 
- патогенные микроорганизмы, в т.ч. сальмонеллы и Listeria monocytogenes, бактерии рода Yersinia;

- микроорганизмы порчи - дрожжи и плесневые грибы, молочнокислые микроорганизмы;

Гнилостные бактерии вызывают распад белков. В зависимости от глубины распада и образующихся конечных продуктов могут возникать различные пороки пищевых продуктов. К гнилостным м\о относятся аэробные споровые и бесспоровые палочки, спорообразующие анаэробы, факультативно-анаэробные бесспоровые палочки. Они являются основными возбудителями порчи молочных продуктов, вызывают распад белков (протеолиз), в результате чего могут возникать различные пороки пищевых продуктов.
Гнилостные аэробные споровые палочки - Вас. сеreus, Вас. mycoides, Вас. mesentericus, Вас. megatherium, Вас. subtilis, наиболее часто вызывают пороки пищевых продуктов.

Аэробные бесспоровые палочки - Bacterium prodigiosum, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas pyoceanea (aeruginosa). 

Спорообразующие анаэробы - clostridium putrificus, Clostridium sporogenes, Closntridium perfringens.

К факультативно-анаэробным бесспоровым палочкам относятся Proteus vulgaris и Escherichia coli.

Плесневые грибы обладают ферментативной активностью (протеолитической, липолитической и др.). Они являются возбудителями пороков пищевых продуктов, так как вызывают глубокий распад белков и белковых веществ, разлагают жиры до жирных кислот, альдегидов и кетонов. При их развитии происходит плесневение и ослизнение мяса, сопровождающиеся химическими превращениями, которые обусловливают изменения его запаха и вкуса. При этом снижается товарный вид мяса. Плесневые грибы могут вызвать плесневение масла, кисломолочных продуктов при продолжительном их хранении; сухого молока - при повышенной влажности; изъязвление корки сыра, образование комков и «пуговиц» в сгущенном молоке с сахаром и пр.

При хранении мяса, мясных и яйцепродуктов, молока молока и молочных продуктов, рыбы и рыбных продуктов размножаются плесневые грибы относящиеся к следующим классам: фикомицетов (Phycomicetes) - мукоровые грибы (р. Мuсоr, Thamnidium, Rhizopus) ; аскомицетов — Аscomicetes— род Aspergillus и род Penicillium; высших несовершенных грибов (Fungi imperfecti). К высшим несовершенным грибам относят гроздевидную плесень Cladosporium, молочную плесень Oidium lactis и др.

Дрожжи – р. Candida и Torulopsis.

Молочнокислые м\о. В определенных условиях они могут вызвать порчу многих пищевых продуктов (Str. thermophilus, …??). 

25. Основные принципы биологического контроля возбудителей порчи пищевых продуктов. 

26. Методы определения численности м\о в пищевых продуктах. Санитарно-микробиологический контроль пищевых производств. 

Исследования пищевых продуктов проводятся по микробиологическим показателям безопасности: на санитарно-показательные микроорганизмы (КМАФАнМ, БГКП (колиформы), бактерии семейства Enterobacteriaceae, энтерококки); условно-патогенные микроорганизмы (E.coli, S.aureus, бактерии рода Proteus, B.cereus, сульфитредуцирующие клостридии и V.parahaemolyticus); патогенные микроорганизмы, в т.ч. сальмонеллы и Listeria monocitogenes, бактерии рода Yersinia; микроорганизмы порчи (дрожжи, плесневые грибы, молочнокислые микроорганизмы); микроорганизмы заквасочной микрофлоры.

 Для оценки качества сырья, полуфабрикатов, вспомогательных материалов, готовой продукции в нашей стране в основном используются два показателя – КМАФАнМ КоЕ – количество мезофильных аэробных и факультативно - анаэробных микроорганизмов колоний образующих единиц и количество бактерий кишечной группы (преимущественно кишечной палочки)

КМАФАнМ определяют в основном чашечным методом. Выполнение анализа включает четыре этапа:
- приготовление ряда разведений из отобранных проб (при обследовании поверхности продукта или оборудования пробу отбирают путем смыва или соскоба с определенной площади);
- посев на стандартную плотную питательную среду (для выявления бактерий - на мясо - пептонный агар в чашки Петри);
- выращивание посевов в течение 24—28 ч в термостате при 30°С;
- подсчет выросших колоний. Число колоний, выросших на каждой чашке, пересчитывают на 1 г или 1 мл продукта с учетом разведения. Окончательным результатом будет среднее арифметическое от результатов подсчета колоний в 2 - 3 чашках.

Полученные результаты будут меньше истинного обсеменения продукта, так как чашечным методом учитываются только сапрофитные мезофильные бактерии (аэробы и факультативные анаэробы). Термофильные и психрофильные бактерии не растут из-за несоответствия температуры оптимальной; анаэробы не растут, поскольку выращивание проводится в аэробных условиях; другие бактерии (в частности, патогенные) не растут из-за несоответствия питательной среды и условий культивирования. Не образуют колоний мертвые клетки. Однако эти микроорганизмы можно не учитывать и ошибкой анализа пренебречь, поскольку сапрофиты являются основными возбудителями порчи пищевых продуктов.

В некоторых производствах (консервном, сахарном, хлебопекарном и др.) используются дополнительные микробиологические показатели, например, количество анаэробных, термофильных, спорообразующих и других микроорганизмов, характерных для каждого вида исследуемого объекта. Для их учета имеются специальные методические приемы, описанные в соответствующей нормативной документации. Например, для определения процентного содержания спорообразующих бактерий посев производят из пробирок с разведениями проб, предварительно прогретых несколько минут в кипящей водяной бане. При посевах из прогретых проб вырастают только спороносные бактерии, а из непрогретых - все остальные. Затем рассчитывают процентное содержание спорообразующих форм микроорганизмов.

Чем выше показатель КМАФАнМ, тем больше вероятность попадания в исследуемый объект патогенных микроорганизмов - возбудителей инфекционных болезней и пищевых отравлений. Обычно в 1 г (или 1 мл) продукта, не прошедшего термической обработки, содержится не более 100 тысяч сапрофитных мезофильных бактерий. Если же их количество превышает 1 млн. клеток, то стойкость готового продукта при хранении снижается и его употребление может нанести вред здоровью человека.

Определение бактерий киш группы основано на способности киш палочки сбраживать лактозу до кислоты и газа. При санитарно - гигиеническом контроле сырья, полуфабрикатов, готовой продукции исследование на наличие бактерий кишечной группы ограничивают проведением так называемой первой бродильной пробы.

Бродильную пробу осуществляют путем посева в пробирки со специальной дифференциально-диагностической средой для кишечной палочки (среда Кесслера с лактозой) различных объемов (или навесок) исследуемого объекта - 1,0; 0,1; 0,01; 0,001 мл (или г). Пробирки с посевами .помещают в термостат при 37°С на 24 ч, затем их просматривают и устанавливают бродильный титр, т. е. те пробирки, в которых наблюдается рост (помутнение среды) и образование газа в результате брожения. При отсутствии газообразования объект контроля считают не загрязненным кишечной палочкой. При наличии газообразования производят вычисление коли-титра для различных объектов контроля по специальным таблицам. Существуют нормы допустимой общей бактериальной обсемененности и содержания кишечной палочки в объектах контроля.
Современные кол.методы опр-ния численности МО в пищ. продуктах основаны на измерении АТФ-биолюминесценции, биоэлектрических явлений или на микроскопии. В случае измерения АТФ-биолюминесценции определяют содержание АТФ в культуре бактер. клеток. Главный  «–«    данного метода заключается в том очевидном факте, что АТФ — это основной источник энергии для биохимических реакций во всех живых клетках, и, следовательно, в любом образце пищ продукта содержится довольно много АТФ, что требует отделения микробного АТФ от «фонового», Этот метод лучше подходит для количественного определения уровня контаминации оборудовании и рабочих поверхностей на пищ производствах, и именно так он широко используется.

Методы, основанные на измерении электрических явлений, основаны на измерении изменений силы тока при размножении микроорганизмов. При этом учитывается тот факт, что в ходе метаболизма в любой среде бактерии превращают незаряженные частицы в заряженные, тем самым повышая проводимость данной среды. Используемые среды, зачастую называемые импедансными, могут быть общими или селективными, то есть применяемыми для всех или только для конкретных родов бактерий, дрожжей и плесеней, а также для отдельных групп анализируемых пищ продуктов (например, сыров). Используют при этом современные приборы, в частности, Bactrac, Rabit, анализатор Мальтуса (Malthus Analyser) и Bactometer.

В случае применения для количественного определения МО методов микроскопии используется окрашивание их флуоресцентными красителями, после чего они подсчитываются с помощью эпифлуоресцентного микроскопа. считается, что данный метод требует больших трудозатрат и времени. 

Задачей мб контроля является возможно быстрое обнаружение и выявление путей проникновения микроорганизмов - вредителей в производство, очагов и степени размножения их на отдельных этапах технологического процесса; предотвращение развития посторонней микрофлоры путем использования различных профилактических мероприятий; активное уничтожение ее путем дезинфекции с целью получения высококачественной готовой продукции.

Микробиол(мб) контроль должен проводиться заводскими лабораториями систематически. Он осуществляется на всех этапах технологического процесса, начиная с сырья и кончая готовым продуктом, на основании государственных стандартов (ГОСТ), технических условий (ТУ), инструкций, правил, методических указаний и другой нормативной документации, разработанной для каждой отрасли пищ пром-ти. Для отдельных пищ производств имеются свои схемы микробиологического контроля, в которых определены объекты контроля, точки отбора проб, периодичность контроля, указываются, какой мб показатель необходимо определить, приводятся нормы допустимой общей бактериальной обсемененности.

Мб контроль будет действенным и будет способствовать значительному улучшению работы предприятия, только если он сочетается с санитарно - гигиеническим контролем, назначение которого - обнаружение патогенных микроорганизмов. Они обнаруживаются по содержанию кишечной палочки. Сан - гигиен контроль включает проверку чистоты воды, воздуха производственных помещений, пищ продуктов, санитарного состояния технологического оборудования, инвентаря, тары, гигиенического состояния обслуживающего персонала (чистоты рук, одежды и т. п.). Он осуществляется как микробиологической лабораторией предприятия, так и санитарно-эпидемиологическими станциями по методикам, утвержденным Минздравом.

В пищ произ-вах, основанных на жд МО, необходим систематический микробиол контроль за чистотой производственной культуры, условиями ее хранения, разведения и т. д. Посторонние МО в производственной культуре выявляют путем микроскопирования и посевов на различные питательные среды. Мб контроль производственной культуры, кроме проверки биологической чистоты, включает также определение ее физиологич состояния, биохим активности, наличия производственно - ценных свойств, скорости размножения и т.п. В тех пищ производствах, где применяются ферментные препараты, также обязателен мб контроль их активности и биол чистоты. 
Химия пищи (Жаринов А.И.)

БЛОК А И Б

1.Питание как основной фактор формирования здоровья нации. 

Для нормального функционирования организма человек нуждается в полноценной и здоровой пище. Продолжительность жизни зависит от:

1) наследственности на 10-15%

2) экологической ситуации на 10-12%

3) уровня здравоохранения на 10-15%

4) количества и качества пищи — 48-62%

 Состояние в России : 48-60% населения имеет избыточный вес, около 60% женщин — анемия, продолжит. Жизни на 15-18 лет ниже, чем в Европе, всего 6-8 % детей явл. Здоровыми (2009 г.), не более 15% людей с нормальным iq
Причины : 1) в России существует дефицит полноценного питания и в первую очередь белка(свыше 40% населения не получает белок с необх. а.к. Составом) 2) дефицит витаминов (вит. Усваив. Только в процессе принятия белковой пищи) 3)  плохая система питания (Перебор углеводов, не соблюдение режима питания)

1973 год — одно из первых крупнейших заседаний при ООН — ФАО ВОЗ, на котором озвучили 10 основных проблем, которые человечество должно решить до 2000 года.

1) проблема войны и мира

2) проблема дефицита белка (резко возросла численность населения в азиатском регионе — решение ООН — введение ограничения на размножение)

3) демография

Тенденции:

1) поиск и вовлечение в пр-во новых видом пищевых ресурсов

2) обогащение пищевых продуктов

3) создание продукции с заданными показателями качества

  2.Понятие качества. Концепция рационального питания.

Качество- совок-ть показателей, характер-их основные св-ва готового продукта, степень их выраженности(степень соответствия “эталону”) в соответствии с запросами потребителя.

Различают : 

а) эталон стандартизированный — выраженность основных показателей продукта согласно ТИ, ТУ

либо ГОСТ.

б) внутренний эталон

Качество включает в себя аспекты:

В настоящее время качество подразделяют на:

1) химико — технологическое (показатели безопасности, состава, пищ. Ценности и др.)

2) эмоциональное (органолепт, бренд, упаковка, реклама).

Для пищевых продуктов понятие качество отражено в терминах энергетическая, пищевая и биологическая ценность. 

Общие принципы системы обеспечения населения страны качественными продуктами питания отражены в концепции рационального питания, которая включает в себя: 

-количество энергии, выделяющейся при биологическом окислении нутриентов пищи в организме должно соответствовать ее расходу.

-каждый из нутриентов должен в максимальной степени количественно и по качественному составу соответствовать медико-биологическим нормам (отраженным в формуле сбалансированного питания).

-рацион питания должен быть разнообразным,режим питания системным,прием пищи рациональным по времени суток. 

3. Энергетическая ценность продуктов питания и методы ее оценки. Современные тенденции

Энергетическая ценность -энергия,кот выделяется из питат. в-в в процессе их биологического окисления(кДж или ккал). Основные источники энергии  в пищевых продуктах –Б,Ж,У, каждый из которых обладает определенным уровнем Э. ценности.  Калор-ть обусловлена: возрастом человека, полом, род деят-и, климат услов-ми, национальными особен-ми рациона, актив-ю жизни. калор-ть колеблется от 600 до 5000 ккал в сут..

 Энергет-е затраты чел-ка делятся на регулируемые(сон,еда,учеба), нерегулир-е(система ж/д организма).Энерг ценность можно опред физ и хим методами: 1.физ методы-опыты на животных; 2.хим методы-при известном хим составе-по справочнику,а если состав не известен-по теплоте сгорания.

Исходя из уровня калорийности все пизевые продукты подразделяют на 4 группы : 

1) особо высокоэнергетичные — 400-900 ккал на 100 г продукта

2) высокоэнергетичные — 250 — 400 ккал на 100 г продукта.

3) среднеэнергетичные 100-250 ккал на 100 г продукта.

4) Низкоэнергетичные до 100 ккал на 100 г продукта

Определение ЭЦ (Калорийности) пищ. Продуктов производстся на основе анализа общего хим. Состава пищевого продукта и используя данные, характеризующие уровень калорийности каждого нутриента (белки 4 ккал/г, жиры 9 ккал/г, углеводы 3,75 ккал/г)

4.  Принципы сбалансированного,  адекватного и функционального питания.

1. Концепция сбалансированного питания определяет количественное содержание всех нутриентов с учетом их качественного состава при суточном потреблении пищи с одновременным соблюдением норм ЭЦ. (формула сбаланс.питания)

«+» Были определены : медико-биологич.нормы в нутриентах, обеспеч.норм.устойчивое развитие организма.

«-» Не учитывает процессы, происходящие в толстом разделе кишечника

2. Концепция адекватного питания — сформулирована проф.Уголевым. Включает в себя основные положения сбаланс.питания, но одновременно рассматривает значение микробиоценоза в толстом кишечнике (роль молочно-кисл.м/о, синтез а.к, витаминов, значение и функции балластных вещ-в)

3. Концепция функц.питания включает в себя основные положения сбаланс.и адекватного питания и одновременно подразумевает дополнит. введение в продукты питания обогащающих пищ. вещ-в пре- и пробиотиков. Данные виды пищ.продуктов оказывают при пролонгированном  питании биокорректирующее, мягкое воздействие на организм,т.е близкое к действию лечебно-профилактич.питания.

5.Пищевая и биологическая ценность белков,методы ее оценки.

П.Ц- комплекс свойств пищевых продуктов, обеспечивающих физиологические потребности человека в энергии и основных нутриентах (ПЦ = хим.состав + Э.Ц + безопасность + товарно — потребительские характеристики)

Б.Ц явл. Составной частью понятия П.Ц и,как правило, характеризует качественные показатели белкового компонента (а.к состав + перевариваемость + усваяемость)

В соотв. С медико-биол. Требованиями оптимальное соотношение основных нутриентов в суточном рационе питания должно соотв : 1 белок : 0,8 — 1 (жиры) — 4-5 (углеводы) — (4-5) вода — 0,25 балластные вещества

В сутки человек должен потреблять от 80 до 100 г белка, в т.ч не менее 50% полноценного. Т.о основной вопрос заключается в качественном составе пищевого белка, т.е в наличии НАК.

Показатели Б.Ц

1) СКОР = НАК в белке продукта / НАК в эталонном белке. Зная СКОРы НАК, находят количество лимитирующих и степень неполноценности белка (либо уровень избыточных а.к) Согласно правилу «Бочки Либиха» а.к в организме не имеют депо для накопления, поэтому должны поступать одномоментно с количественным и качественным содержанием max соотв. Медико-биол. требованиям.Наличие лимитирующих а.к, либо полное отсутствие хотя бы одной из НАК может привести к полной потере белковым компонентом его БЦ. С целью сохранения уровня БЦ в технологии пищ. прод. использ. : а) мягкие режимы обработки б) барьерные технологии (мягкое воздействие нескольких технологич. факторов вместо одного с жесткими параметрами) в) проведение обогащения белка по а.к составу (либо путем введения белок-содержащих препаратов — сои, молочно-белковых препаратов и т.д) г) принцип взаимообогащения (комплексное использование 2-х дефицитных по разным а.к препаратов (напр, в кукурузе — избыток лизина — в мол. Сыворотке лизина нет).

2) Кроме того, потенциальную БЦ определяют по спец. Показателям — коэф-т сопоставимой избыточности, коэф-т утилитарности и др. Однако все эти показатели явл. Расчетными и не дают полного представления о БЦ белка.

Решающее значение при определении БЦ имеет использование методов, позволяющиъ реально оценить степень расщепления и ассимиляции белкового компонента непосредственно в организме человека. С этой целью проводят след. Испытания : 1) определение степени доступности и скорости гидролиза белка пищеварит.ферм. (опыт in vitro – искусственный желудок), 2) эксперименты на живых организмах (in vivo – а) тетрахимена периформис б) животные в) человек с определением росто-весовых показателей — определяется такая часть белка рациона, которая реально усвоилась в организме)

6. Жиры : состав, строение, биологические функции.

Жиры или триацилглицириды являются вторым количественно преобладающим нутриентом в составе пищ.продуктов.Норма 80 г/сут. (жир : белок = 1 : (0,8-1) 

Жиры содержат жирорастворимые витамины, фосфолипиды, участвуют в синтезе холестерина, обеспечивают усвоение Ca и Mg в организме, содержат ЖК (линолевую, линоленовую, арахидоновую, а также производные линоленовой — w3 и производные линолевой w6)

w3, w6 — блокируют активные радикалы, проявляют антиоксидантные св-ва, усиливают иммунную систему, облад. Антиаллергенным действием, снижают скорость синтеза холестерина.

Функции жиров:-энергетическая(биологическое окисление);-резервная(депо энергетического ресурса);-структурная(входят в состав клеточных оболочек, тканевых элементов нервной ткани);-синтезирующая(основа для синтеза стероидных гормонов);-транспортная(соединения липидов с белками переносят жирорастворимые витамины в организме);-защитная(фиксирует внутренние органы, предохраняет их от смещения, защищает от внешних воздействий), терморегуляторная.

Пищевая ценность:Наличие жиров:-придает изделиям необходимую консистенцию(нежность, пластичность);-обеспечивает формирование вкуса и запаха;-предопределяет уровень энергетической ценности.

В современных услових пищ. пром-ть ориентирована на пр-во продуктов питания пониженной ЭЦ ( за счет уменьшения содержания жиров), замены животных жиров растительными, обогащение продуктов путем дополнит. введения w3,w6 ЖК.

7. Полиненасыщенные ЖК,их медико-биологическое значение.

ПНЖК имеют особое физиологическое значение,они являются незаменимыми, т.е.е не синтезируются в организме, но выполняют ряд важнейших функций: входят  в состав клеточных мембран и структурных элементов тканей, участвуют в синтезе простогландинов-гормональных в-в, регулирующих физиологические процессы, участвуют в расщеплении липопротеинов, холестерина, предотвращают агрегацию кровяных телец, снимают воспалительные процессы.

К ПНЖК относятся линолевая, линоленовая и арахидоновая-может частично образовываться в организме из линолевой а присутствии витамина В6 и биотина.Совокупность этих жирных кислот называют витамином F. Линолевая кислота и продукты её превращения объединяют в семейство омега-6 жирных кислот ,линоленовая-омега-3.

Омега-3,6 ПНЖК обладают способностью оказывать физиологическое воздействие на организм: обеспечивать снижение риска заболеваний(диабет, гипертония, атеросклероз, ожирение).Важное значение имеет количественное соотношение омега-3,6 в составе пищевого продукта, так как увеличение доли омега-6 может провоцировать возникновение рака, сердечных и аллергических заболеваний.

Медико-биологическое значение:

физиологическое действие-стимулируют функции печени, надпочечников,ЖКТ;-нормализуют мозговое кровообращение, кослородный обмен, потрбление глюкозы;-обладают гепатозащитными свойствами;-усиливают иммунную систему;-снижают содержание холестерина

лечебно-профилактическое действие-профилактика и снижение риска сердечно-сосудистых заболеваний;-снижение кровяного давления;-укрепление иммунной системы;-позитивные результаты при лечении сахарного диабета;-снижение массы тела,риска ожирения.

ПНЖК содержатся в растительных маслах(льняное,соевое), тыкве,черной смородине. ПНЖК относятся к эссенциальным факторам питания, их минимальное содержание в суточном рационе составляет от 2-6г,при этом соотношение омега6/3=8:1 и 10:1. 

8. Роль углеводов в питании человека. Классификация углеводов.

Углеводы являются основной составной частью суточного пищевого рациона человека. В результате их окисления образуется большая часть необходимой для полноценной деятельности энергии. Коэффициент энергетической ценности-4ккал/г.В рационе питания за счет углеводов (зернопродукты,картофель,сахар,овощи) обеспечивается более 60% суточной потребности в энергии.Норма 400-500г/сут.

Функции:энергетическая(биологическое окисление);-регуляторная(регулируют обмен в-в,деятельность центральной нервой системы,жкт;-пластическая(входят в состав гормонов);-синтезирующая(участие в биосинтезе нуклеиновых кислот и а.к);-защитная(выводят из организма токсические в-ва).

По типу усвоения:усвояемые (моно-, ди-, полисахариды) и неусвояемые(пищевые волокна, балластные вещества, кот. Включают в себя — клетчатку, целлюлозу, пектины, камЕди, полисахариды водорослей и др.)

Усвояемые перевариваются и метаболизируются в организме человека. При попадании в кишечник распадаются до глюкозы и фруктозы, которые затем всасываются в кровь.Усвояемые углеводы дают организму 50-60% от общего числа калорий. Сут.потребность:360-400,в том числе 50-100 г простых сахаров. Усвояемые углеводы обеспечивают пополнение энергии, а также их присутствие в пищевых системах позволяет регулировать процессы формирования цвета, вкусоароматич. Вещ-в, pH, селективное развитие м/о.

Неусвояемые (неперевариваемые) - не расщепляются ферментами, секретируемыми в ЖКТ человека.

9.Балластные вещества,природа,свойства,медико-биологич.значимость и ФТС

Неусвояемые (неперевариваемые) углеводы, к которым относят раффинозные олигосахариды и не α-глюкановые в-ва, лигнин, камеди-не расщепляются ферментами, секретируемыми в ЖКТ человека.

По этой причине их называют балластными в-ми,функции которых изложены в концепции адекватного питания. Продукты с высоким содержанием балластных веществ-выделяемые из клеточных стенок и клеточногосока высших растений, их семян, плодов, и используемые для обогащения пищи и снижения ее калорийности.ФТС-загустителей, гелеобразователей, стабилизаторов, водоудерживающих агентов.

Балластные в-ва(целлюлоза и гемицеллюлоза) являются стимуляторами перистальтики; пектины и каррагинаны выполняют функцию сорбентов и питательного субстрата для кишечной микрофлоры.

Балластные в-ва увеличивают ощущение сытости (т.е. предотвращают избыточное употребление пищи), положительно влияют на обмен холестерина в организме, снижают вероятность заболеваний(рак, диабет, ожирение, кариес, подагра); снижение энергетической ценности и степени ассимиляции сахаров, способствует интенсивному экстрагированию желчных кислот и улучшению состояния кишечной микрофлоры;адсорбция и выделение из организма «шлаков», токсичных элементов и радионуклидов.

Сут.норма 25-30г,избыточное потребление балластных в-в может привести к негативным соледствиям(диарея, дискомфорт от избыточного выделения газов в кишечнике, боли в животе. Данные явления являются результатом неполного переваривания пищи, нарушения механизма всасывания в кишечнике водорастворимых витаминов, Са, Fе и других микроэлементов.

10.Безопасность пищ продуктов. Основные пути и источники загрязнения сырья и пищ продуктов.

Безопасность-составная часть понятия «качество»-состояние обоснованной уверенности, что пищ продукт не явл-ся вредным и не предстваляет опасности для здоровья нынешнего и будущего поколений. Безопасность определяется по наличию и количеству контаминантов (загрязнителей), т.е потенциально опасных веществ и соединений.

Потенциально вредные вещества подразделяют:

1) вещества, попадающие в сырье (жив. Или растит) в процессе выращивания и получения — пестициды, транквилизаторы, стимуляторы роста, тяжелые металлы, антибиотики, гормоны, диоксины. В растит. Сырье могут присутств. В избыточном кол-ве антипитательные вещесства (сапонины, биогенные амины, флавоноиды)

2) токсиканты, образующиеся в процессе технологический обработки сырья, т.е под воздействием t, относит. Влажности, pH, света, кислорода — продукты окисления липидов, в процессе термообработки, копчения — 3-4-бензапирен и фенолы, нитрозамины (вещ-ва, кот получаются из остатков белков и нитрита натрия — образ. в процессе длительного хранения), акриламиды ( облад. канцерогенным и мутагенным действием)

3) примеси (механические — бумага, упаковочн. Материал, гпагат, металл, остатки кости, дезинф. Вещ-ва (хлорамины))

4) микробиологические показатели (санитарно — показательные м/о КмаФанМ

а) 1 группа — БГКП (энтерококки)

б) 2 группа -  условно-патогенные E. coli, aureus, protei
в) 3 группа — патогенные м/о — сальмонелла, листерия

г) 4 группа — плесневые грибы, дрожжи, молочно-кислые м/о

д) 5 группа — полезные м/о — заквасочные и пробиотические м/о (молочнокислые, пропионовокислые и бифидобактерии)

Токсины и микотоксины — метаболиты плесневых грибов — обладают токсичностью, мутагенным, терратогенным, канцерогенным и гормоноподобным действием ( афлатоксины, зеараленон и ботуллин)

5) контроль за использованием ГМИ (ГМО) и нанотехнологических продуктов

11) Классификация контаминантов, показатели безопасности.

Контаминанты-антипит-е в-ва,вызывающие спецефическую и неспицифическую токсичность. Могут быть химической,биолог-ой, либо микробиол-ой природы. Появление контаминантов може происх-ть на любом этапе трофологической цепи, причем в основном из воздуха, почвы, воды, засчет применения пищ.доб.,пестицидов,антибиотиков и т.д.

К контаминантам химической природы относятся токсичные металлы, пестициды, нитраты, нитриты, нитрозосодержащие соединения, ПАУ (полициклические ароматические углеводороды), полимеры и др.

К биологическим контаминантам относятся:

1. Бактериальное загрязнение продуктов

2.Бактериальные токсины (ботулотоксин, энтеротоксин стафилококка и др.

3. Вирусы (например, вирус гепатита А)

4. Микотоксины — токсические вещества, продуцируемые некоторыми видами плесеней.

5. Гормоны

6. Антибиотики

12.Органолепт-е показ-ли как составная часть понятия качества; значение,основные показатели, методы оценки

Орг.показ-ли явл первичными субъективными,но зачастую решающими при оценке потребит.св-в прод. Включ.в себя показ-ли,характериз-е внешний вид, вкус, цвет, запах,консистенцию и др.показ-ли, специфичные для опред.видов пищ.прод. Орг.показ.создают эмоциональное восприятие прод.,кот.существенным образом влияют на физиологию пищевар-я (скорость выделения желуд-го сока, слюны, активность ф-тов), что влияет на степень расщепления и ассимиляции нутриентов прод. в орг. 

Методы оценки:

1.Система органолепт-ой оценки:

а)Сист.предпочтит-ой оценки. Цель:выяснить нравится или не нравится прод.

б)Сист.бальной оценки. Каждому органолепт-му показ.соответ.словесное опис-е,а каждому словесн-му опис-ю соотв-ет оценка.

2.Орг.оценка с помощью бальной шкалы. В зависимости от цели опред.

а)общее кач-во-охватывает все св-ва,характ-е для данного прод.(комплексная оценка)

б)частичное кач-во, касающиеся одного или неск. св-в прод.(дифференцированная)

Наиболее рациональными явл.5-ти и 9-ти бальные шкалы(не менее 6 дегустаторов). Шкала оценки составл.таким образом,что очередность опред-я отдельных показ.кач-ва отвечает естесв-й после-ти орган.восприятия (внешний вид, цвет, консист.,запах,вкус).

3.Методы органолепт-ой оценки

а)метод 1-го образца (образец одного прод.оценивается путем его сравнения с эталоном, кот.сохранен в памяти дигуст-ра)

б)Метод сравнения (сравнение 2-х и более образцов для оценки общего кач-ва и выявления кач-ых различий)

в)сравнение 2-х образцов или парное сравнение (определение кач-ных различий м/у двумя образцами прод.,один из кот.выбирается в кач-ве контроля)

г)сравнение 3-х образцов или триугольное сравнение (для более доставерного опред.кач-ых различий м/у 2-мя образцами их представл.ввиде 3-х проб, две из кот.идентичны, а 3-я отличается от них по кач-ву)

13. Принципы удлинения продолжительности хранения пищ прод.

Тенденции: 1.Биол безопасность. 2.Сохранение св-в пищевых продуктов в процессе хранения. 3. «Удобные» продукты быстрого приготовления.

Причины порчи пищ продуктов:

1.Микробиология (аэробы, анаэробы, вегетативные, спорообразующие, грибы, дрожжи, плесень) 2.Окисление липидов. 3.Вероятность накопления в процессе хранения контоменантов(тяж мет,нитрозамин,микотоксины и тд) 4.Процессы окисления и гидролиза белка.

Система контроля должна предусматривать :

1.Состояние и характеристики исходного сырья (Уменьшение рисков на этапе получения сырья и его хранения)

2.Инактивация м/о и не допускание их развития в процессе технологической обработки

-контроль за технологическими параметрами

-санитарная обработка

-личная гигиена

3.Замедлить или предотвратить развитие м/о в процессе хранения и не допустить их попадания в продукт в процессе реализации.

-контроль за темпер и относит влажностью в процессе хранения.

-защита продукта от воздействия внеш среды(нанесение на пов-ть консервантов или защитных покрытий,полимерные упаковочные материалы,вакуумная упаковка,упаковка  в модифицированных газовых средах-СО2,О2.Виды газов и их соотношение зависит от вида упаковываемой продукции.

Новые перспективные направления по удлинению продолжительности хранения прод питания:

1) Нанотехнологии: а) асептические упаковки с иммобилизацией ионов активного серебра в структуру ВМС б) информационный резонанс в) использование лазеров повышенной интенсивности (супер плотный пучок света) г) гамма облучение (радиация)

2) Электропорация. Воздействие электрических разрядов на продукт ( лопается оболочка клетки, белки и липиды не затрагиваются). Аналогичный эффект дает воздействие пульсирующих магнитных полей высокой интенсивности.

3) Ультрасоникация. Сочетание умеренного нагрева с ультразвуковой обработкой. 

4) Баростатические методы обработки. Использование сверхвысокого давления (выше 1000 МПа) для обработки биологических систем (разрушается оболочка спор, гибнут патогенные микроорганизмы, витамины и ферменты сохраняются.  Хорошие  результаты для сырья, имеющего высокий уровень рН, применительно к производству полуфабрикатов.

14. Барьерные технологии. Сущность, значение.

Суть подхода-использовать совокупность мягких методов воздействия на продукт для обеспечения максимального подавления развития м/о при одновременном сохранении его качества.

В качестве барьеров могут быть использ. Физические факторы, химич. Соединения и технологические средства.

К барьерам относят :

1) низкая/высокая t (должна обеспечивать либо предотвращение развития, либо уничтожение м/о. При этом следует учесть вероятность нахождения в продукте мезофилов, психрофилов, термофилов)

2) низкие pH (pH на уровне 4,2 при умеренных t хранения обеспеч. Полное уничтожение гнилостных м/о. Применение пищ. Кислот, их солей сопровождается снижением pH, происх. Подавление гнилостной, но некоторые виды дрожжей и плесеней выживают)

3) высокое осмот. Давление (наличие конц. Сухих вещ-в в системе и обезвоживание клетки)

4) низкий окисл.-восстан. Потенциал E ( зависит от величины pH, наличия кислорода и t. Чем ниже Е, тем устойчивее св-ва продукта. Низкие Е подавляют развитие аэробов, а высокие - анаэробов)

5) активность воды 

6) введение консервантов и пищ. Добавок

7) вакууммирование (исключается окисление липидов и развитие аэробов, однако при вакууммировании имеет место деформация продукта, синерезис, изменение вкуса и запаха. Альтернатива вакууммирования — модиф. Газовые среды, сод. CO2, O2, N2. Они исключают окисление, подавляют развитие микрофлоры, снижают синерезис, стабилизируют цвет)

8) модифицированные газовые среды

9) конкурирующие м/о (молочнокислые — синтезируют не только молочную к-ту и биоцентил, но и специф. бактериоцины — специфич. Белки или антибиотики.

10) ультразвуковое облучение

15. Методологические принципы разработки рецептур и технологий пищ прод.

Необходимость разработки новых видов продукции обусловлена:

1.измененившимися рыночными условиями

2. конкуренцией

3.обновлением ассортимента (20% в год).

4.снижение себестоимости

5.изменениями контенгента потребителя

Исходные данные на продукт и технологию:

· вид продукта и его назначение

· подбор основного сырья

· оценка технических возможностей

· наличие аналога

· прогнозируемый спрос

· экономические показатели

Процесс создания новой рецептуры: 

1 этап: разработка рецептуры будущего продукта на основе информационной базы,хар-ей состав,пищ и биол ценность сырья и материалов,а также с учетом современных медико-биол требований. Расчет производится ручным способом (на основе ур-я мат. Баланса), либо по компьютерному программированию с учетом выбранных видов основного сырья и граничных пределов его содержания в предполагаемой рецептуре. Используя формализованные модели и мат. моделирование в данных граничных условиях разрабатывают 3-4 рецептуры оптимизированные по колич. содержанию нутриентов и их качест. составу ранее выдвинутым требованиям. В качестве критериев можно использ. Колич. Содержание нутриентов, уровень энерг. Ценности, уровень переваримости, уровень ассимиляции. Т.о на 1 этапе получают неск. предпочтит. рецептур.

2 этап: коллоидно-хим этап направленный придание пищевой системе требуемых структурных форм (структурирование).

С этой целью анализируют : 

· ФТС (ВУС, ЖУС, эмульгирующ, гелеобраз и др. способности) основных ингредиентов рецептуры

· выбор базового структурообразователя

· выбор факторов, влияющих на ФТС структурообразователей (pH, t, ионный состав среды)

В случае низких ФТС базовых структурообразователей можно дополнительно ввести в систему пищевые добавки либо добавки к пище(крахмал, мука, экстракты и пряности, соль). С учетом выбранных факторов моделируют параметры технологич. Процесса получения продукта на предпочтительных рецептурах, полученных на 1 этапе. После осущ. Многоуровневого экспериментального моделирования и первичной оценки качества выбирают оптимальную рецептуру и технологию пр-ва.

3 этап : оптимизация рецептуры и технологии в полупроизводственных (либо производственных условиях) на опытной партии продукции.

16. Пищевое сырье как многокомпонентная, многофункциональная, биологически активная система.

Многокомпонентность:

- в большинстве видов пищ сырья кол-во веществ и соединений составляет несколько десятков наименований (например в мясе свыше 250 веществ и соединений)

- сырье различно по макроструктуре

- каждый из нутриентов (пищ в-в) обладает своими ФТС

Многофукциональность:

Заключается в том, что каждый нутриент кроме наличия у него опред уровня биологической ценности, проявляет определенные ФТС, что в свою очередь оказывает влияние на коллоидно-химические процессы, формирующие структурные формы пищ продукта.

Биологическая активность:

- практически все ингредиенты, входящие в состав пищ сырья, могут выполнять функцию БАВ

- наличие ферментов в сырье – предопределяет высокую лабильность и изменчивость свойств сырья в процессе хранения, технологической обработке и др.

- сырья является субстратом для развития м.о.

- пищевое сырьё – «живое»

17. Пищ прод как ДИСИ. Принципы стабилизации свойств ДИСИ. Виды пищ ДИСИ, их особенности.

Пищевые продукты предст. собой комбинацию коллоидных систем преимущественно водных растворов биополимеров. Именно эти системы предопределяют специфичность внешнего вида, консистенции, текстуры, величину выхода готового продукта и др. В зависимости от вида фаз (тв, ж, г) в пищ. Пр-ти различают след. Виды ДИСИ :

1) туманы — распылит. Сушка соков, молока, раствор. Кофе

2) дымы (пыль) — пр-во сахара, муки

3) пены — пиво, молочные продукты

4) эмульсии — частично молочн. Прод, мясные фарши, майонезы, соусы

5) суспензии — соки, томатн. Пасты, паштеты, рассолы

6) твердые пены — зефир, пастила, хлеб

7) твердые суспензии — шоколад, замород. Мясные продукты

В чистом виде указанные системы не встречаются. Как правило это комбинированные системы. 

Все двух и более компонентные системы можно разделить условно на два больших класса: Гомогенные – истинные молекулярные растворы и Гетерогенные – коллоидные системы. В истинных молекулярных растворах молекулы одного или нескольких веществ равномерно распределены в другом веществе или смеси веществ. При этом молекулы растворённого вещества взаимодействуют с растворителем. Такие системы называются однофазными. Истинные растворы устойчивые системы. Их образование происходит самопроизвольно. Коллоидные системы в зависимости от  состава и структуры можно разделить на 3 основных группы: 1ассоциативные и мицеллярные. 2 растворы ВМС. 3дисперсные коллоиды.

18. Роль ВМС в формировании требуемых структурных форм. 

Все пищ продукты явл-ся структурированными ДИСИ. В качестве структурообразователей выступают ВМС-белки,полисахариды,либо их смеси. Каждый из ВМС способен проявлять опред св-ва,степень выраженности которых будет обеспечивать:

-уровень устойчивости

-треб-ые СМС

-органолептические показатели

-величину выхода гот продукта и др.

Специфичность действия структурообразователей хар-ся группой показателей-ФТС(впервые этот термин был введен в 60-е годы ученым Серклом применительно к описанию св-в изолированных белков).До этого фигурировал термин ФС,позже ФТС-понятие описывало теже характеристики,только у реальных объектов и препаратов.

-набухаемость

-растворимость

-способность стабилизировать ДИСИ(гелеобр спос-ть,ЖУС,ВСС,эмульгир способность)

-реологические хар-ки(адгезия,когезия,вязкость)

-синерезис (самопроизвольное уменьшение объема геля сопровожд выделением жидкости.Происходит в рез-те уплотнения пространственной структ сетки.) 

19. Понятие ФС и ФТС. Роль белков и полисахаридов в формировании качества пищевых продуктов. Показатели и методы оценки ФТС структурообразователей

Все пищ продукты явл-ся структурированными ДИСИ. В качестве структурообразовате-лей выступают ВМС-белки,полисахариды,либо их смеси. Каждый из ВМС способен проявлять опред св-ва,степень выраженности которых будет обеспечивать:

-уровень устойчивости

-треб-ые СМС

-органолептические показатели

-величину выхода гот продукта и др.

Специфичность действия структурообразователей хар-ся группой показателей-ФТС(впервые этот термин был введен в 60-е годы ученым Серклом применительно к описанию св-в изолированных белков).До этого фигурировал термин ФС,позже ФТС-понятие описывало теже характеристики,только у реальных объектов и препаратов.

К базовым ФС и ФТС относят:

-набухаемость

-растворимость

-способность стабилизировать ДИСИ(гелеобр спос-ть,ЖУС,ВСС,эмульгир способность)

-реологические хар-ки(адгезия,когезия,вязкость)

-синерезис (самопроизвольное уменьшение объема геля сопровожд выделением жидкости.Происходит в рез-те уплотнения пространственной структ сетки.) 

ФТС белков – это физико-химические характеристики белков определяющие его поведение при переработки в пищевой продукт определённой структуры, технологические и потребительские свойства продукта. Степень выраженности ФТС у белков в первую очередь зависит от таких физ-хим факторов, как t, pH среды, йонный состав среды, а также степени диспергирования ингредиентов и концентрации структурообраз. в системе.

Регулирование ФТС.

Решается выбором методов и режимов выделения из природных источников, при этом стремятся обеспечить производство препаратов белка с различными ФТС.

Регулирование ФТС в процессе его производства обеспечивается подбором условий экстракции, сушки, осаждения.

Эти условия определяют степень денатурации, диструкции, фракционный состав, природа и количество примесей.

Кроме того ФТС регулируют путём изменения суммарного заряда или ионного состава белка (протеинатов).

Преспективное направление регулирование ФТС белков  это применение ограниченного, направленного гидролиза белков с помощью протеолетических ферментов.

В результате получаются пептиды высокомолекулярного веса имеющие повышенную растворимость, эмульсионную и пенообразующие свойства.

С увеличением степени гидролиза белка, его растворимость растёт, а свойства поверхности изменяются экстремально.

Ферментативный гидролиз способен повышать перевариваемость и усвояемость белков, что очень эффективно в отношении растворимых белков, последнее объясняет образование низкомолекулярных белков.

Частично гидролизованный белок является гипоаллергенным.

Наивысшим достижением ферментативного модифицирования белков является получение пластеинов.

Пластеиновый синтез основан на использовании протеолетических ферментов для образования новых пептидных связей в глубоком гидролезе белка.

Метод позволяет регулировать растворимость, введение незаменимых аминокислот.

Наиболее преспективным в практическом отношении групп регулирования ФТС белка относятся физико-химические приёмы к которым можно отнести различные способы денатурации, комплексообразования белков с кислыми  полисахаридами, а также использование явления термодинамической несовместимости между различными белками или белками и полисахаридами.

Эти методы более просты в технологическом отношении, не требует применения непищивых веществ и позволяет варьировать широкий набор ФТС. При этом физико-химические свойства отдельных макромолекул реагентов существенно отличается от свойств сложных систем.

Свойства зависят:

· от химической природы

· молекулярных характеристик

· конформационных особенностей макромолекул агентов

· pH

· ионной силы

· ионной среды

температуры и др. физико-химических характеристик. 

Б  +  В  → набухание, растворимость, водосвязывающая способности 

Б  +  Б → гели

Б  +  Ж → ЖУС

В  +  Б  +  Ж → эмульсия.

20. ФС белкового компонента.Виды взаимодействия белков в пищ ДИСИ.

Под ФС белка понимают комплекс физ-хим хар-ик,опред-их поведение белка при переработке в пищ продукты ,а также обеспеч. желаемую структуру,технолог. и потреб-ие св-ва пищ продуктов:

1. растворимость

2. набухание

3. способность стабилизировать дисперсные системы

4. гелеобразующую способность

5. адгезию и реологическую свойства белковой системы

6. реологические способности белковой системы

ФТС белковой молекулы:

Б  +  В  → набухание, растворимость, водосвязывающая способности 

Б  +  Б → гели

Б  +  Ж → ЖУС

В  +  Б  +  Ж → эмульсия.

21..Сущность процесса гелеобразования в белоксодержащих системах.Типы гелей.

Гелеобразование в пищевых системах.

Гели — один из видов ДИСИ, участвующих в формировании структ-механич. св-в.Гелеобразование — процесс, обусловленный взаимодействием ВМС и в частности белков и полисахаридов. Гелеобраз. Сп-ть явл. Одним из важнейших показателей, входящих в понятие ФТС.

Гелеобразование — один из основных процессов, характеризуется способностью коллоидного р-ра переходить из слабодисперсного состояния (золь) в связно-дисперсное (гель), т.е переход системы из жидкого состояния в систему с твердообразными св-вами. Образование структ. матрикса — сетки геля — происх. В рез-те межмолекулярного взаим. (водор. связи, дисульфидные мостики, пептидные связи, силы электростатич. или гидрофобного взаимод.)

Сущ. неск. типов и классификаций гелей:

I По характеру структурообразователей :

1) молекулярные гели - структурообр. имеют нитевидную, линейную либо разветвленную структуру (желатин, каррагинан, крахмалы) — особенности гелей — низкие значения ККГ (0,3-2%), высокая степень синерезиса, высокая ВСС

2) дисперсные гели - структ. имеют глобулярную форму, образ. бусообразные цепочки. - ККГ в диапазоне 12-16%, min синерезис (соевые белковые препараты)

II По способу инициирования процесса гелеобразования

1) Термотропные гели, т.е перевод системы в гель путем нагрева либо охлаждения

2) Ионотропные — инициир. Происходит вследствие либо наличия катионов или ионов Ме, либо изменение pH. (каррагинан- K-зависим, фибриноген- Ca-зависим)

3) Лиотропные — за счет концентрирования жидких р-ров или ДИСИ, содержащих гелеобразователь.

III Термообратимые и термонеобратимые гели (условная классификация)

IV По характеру взаимодействия различных структурообр. в сложных ДИСИ:

1) наполненные — основной структурообр. формирует базовый гель в сетке которого в свободном состоянии находятся другие виды гелеобраз. (крахмал + мясные белки)

2) смешанные — состоят из 2 или более взаимопроникающих друг в друга гельных сеток, хим. взаим. между ними отсутствует (мороженое = молоко (казеин-образ. Сетку) + структуроорб. (пектин — образ. сетку)

3) комплексные — образ. неск. типами гелеобр. при наличии у них хим. связей и единого структурного матрикса

22. Формы связи влаги в пищ продуктах. Адсорбционная, осмотическая и капиллярная влага. Физ-хим и технол. Факторы, влияющие на ВСС пищевого сырья.

В пищевом сырье основными ингредиентами, связывающими воду, явл.белки и полисахариды. Удерживание воды происх. по неск. формам связи : основная часть удерживается 1) адсорбционно, т.е за счет наличия в структуре ВМС заряженных группировок, к кот. Присоедин. Диполи воды. Данные заряж.группировки наз.гидрофильными центрами. К ним относят аминные, карбоксильные группы в боковых цепях белков, гидроксильную, сульфгидрильную, иминную, пептидную группы. Каждая из этих групп способна удерживать в монослое от 2 до 4 диполей воды, причем этот первый слой облад.твердообразными св-вами и влага не мб отделена ни высушиванием, ни сублимацией, ни каким-либо др. способом.

Кроме монослоя достаточно прочно удерж. 2-3 послед. Слоя диполей. Степень же удерживания остальных — диффузных слоев будет зависеть от pH, t, ионного состава. Регулируя их можно поднять либо снизить уровень связывания воды. По этому принципу удерж. От 35 до 70% всей влаги в пищ. системах. Влага,удерж.гидроф.центрами наз.адсорбционной.

2) Осмотич.влага 20-25% — удерж.в структурах, имеющих клеточное строение за счет разницы осмотич. Давлений внутри клетки и в межклет. Пространстве. Чем > молекул. Конц. Вещ-в и осмот. Давление, тем > доля осм.влаги. Удерж.слабее адсорбционной, частично может отделяться при термообр, либо при хранении (синерезис), формирует упругие св-ва продукта. 

3) Капиллярная влага 8-14% — удерж.в микропорах и капиллярах с радиусом  не более 10⁻⁵ см за счет сил поверх.натяжения. Кол-во влаги зависит от состояния структуры, вязкости р-ра, t, способов механич. обработки. Формирует сочность продукции.

Регулирование уровня ВСС в пищ.системах осущ:

1) варьируя значениями pH, t, ионным составом.

2) Используя пищ.добавки, гидроколлоиды: а) белковой природы б)полисахариды

23.Адгезия,когезия,сущность процесса,значение,факторы.

Адгезия и когезия – явления обусловленные характером межмолекулярного взаимодействия ВМС.

Для снижение адгезии используют карбоксиметилцеллюлоза (КМЦ).

Наличие этих свойств характерно для вязко-пластичных систем.

Величина адгезии зависит от:

· вида адгезивов

· от ионного состава среды

-                 температуры

· от уровня энергетики отдельных связей у гелеобразователя

· от поверхности контакта

· от толщины слоя участвующего в процессе контакта (чем тоньше слой, тем выше адгезия)

· время контакта продукта и поверхности (чем дольше осадка колбасы, тем лучше адгезия).

Адгезия - самопроизвольное поверх явление,кот приводит к уменьшению своб энергии системы при взаимодействии разнородных конденсированных тел.Адгезия(прилипание)возникает между разнородными конденсированными телами при их молекулярном контакте и явл-ся следствием поверх-го натяжения контактирующих фаз.Адгезии сопутствуют явления когезии,т е прочности конденсированных фаз.В битехнологии адгезия занимает особую роль в культуре тканей,т к при внесении клеток в пит среду или на пит субстрат их адгезионные взаимодействия опр-ют качественный рост тканевых культур. Адгезионные св-ва опр-т потерю сырья, энергоресурсов., влияет на СМС(монолитность, консистенция)
24.Тиксотропия и синерезис.Сущность явлений,значение.Факторы, влияющие на синерезис.

 Синерезис – самопроизвольное уменьшение объёма студней или гелей, сопровождающееся отделением жидкости.

Причиной синерезиса явл-ся постепенное сближение частиц ДФ и обр-ие м/у ними новых контактов, что приводит к упрочнению геля с одновременным повышением его эластичности и упругости.  При стягивании структурной сетки геля происходит выделение иммобилизованной жидкости и гель уменьшается в объеме, сохраняя при этом форму сосуда, в котором первоначально находился при застудневании.

Иногда синерезис сопряжен с процессом старения ВМС. На интенсивность синерезиса влияют:

-виды конц гелеобразователя

-величина рН

-площадь поверхности контакта и адгезии

-геометрические размеры образца

-доп давление

-наличие дисарбентов и др.

Положит синерезис: отделение жидкости от творога – процесс созревания сыра.

Тиксотропия-механическая обратимость – самопроизвольное свойство гелей восст-ть разрушенные связи при механической нагрузке. Тиксотропия проявляеься в разжижении при дост-о интенсивном встряхивании или перемешивании гелей, паст, суспензий и др. систем с коагуляционной дисперсной стр-рой и в загущении после прекращения мех-го возд-ия.

Тиксотропия – мех-обратимый изотермический пр-сс, кот м.б. воспроизведен многократно. В технологии пищ пр-ов тиксотропия имеет полож-ое значение, что позв-т восст-ть разрушенные связи и стр-ру в пр-се технологич-ой обр-ки и обеспеч-т монотонность получ-ой стр-ры.

25. Синергизм и конкурентные отношения структурообразователей в пищ системах.

В комплексных пищевых системах при наличии неск.видов структурообразователей взамоотнош. Между ними могут протекать по неск. Вариантам направлений:

1) синергизм — заключается в проявлении смесью 2 или неск.вещ-в св-в существенно превышающих действие, оказываемое каждым компонентом в отдельности, напр, каппа-каррагинан + коньячная камедь, гуаровая камедь + КМЦ,  ксантан + Камедь рожкового дерева

2) конкурентные отношения — явление ингибирования одним видом ВМС св-в другого структурообр.,напр, крахмал + желатин, крахмал + каппа-каррагинан, казеинат Na + мышечные белки. Причина конкуренции — термодинамическая несовместимость, «борьба за влагу»

Д/устранения конкур.отношений следует : 1. исключить одномоментное введение данных ингредиентов в пищ.систему, 2. на основе конкурир.препаратов отдельно приготовить гели, либо эмульсии и вводить их в ходе технологич. Процесса.

3) Индифферентные взаимоотношения

ХИМИЯ ПИЩИ БЛОК В

1. Понятие пищевые добавки и добавки к пище. Классификация, требования.

В России в пищ промыш-ти более 800 ПД. ПД и добавка к пище разные вещи! ПД – химическое/природное в-во, не применяемое в чистом виде как пищевой продукт или типичный ингредиент пищи, но который преднамеренно вводится в пищевой продукт при его обработке, переработке, хранении или транспортировании (вне зависимости от его питательной ценности) как дополнительный компонент, оказывающий прямое или косвенное воздействие на характеристики пищевого  продукта ( ГОСТ 51074-97). ПД – природные или искусственные в-ва и их соединения, специально вводимые в пищевой продукт в процессе их приготовления в целях придания пищевому продукту определенное св-во и/или сохранение качества пищевого продукта (ФАО ВОЗ). К ПД не относятся соединения, кот ↑ ПЦ. ПД могут оставаться в неизменном виде, либо частично вступать во взаимодействия, образуя побочные продукты реакции(при внесении добавок важна доза. Каждая добавка имеет ПДК – норма, не меньше чем в 10 раз ПДК. Общие требования к ПД: max эффективность при min использовании. Безопасность проверяют по отсутствию: 1) канцерогенного, 2) мутагенного, 3) тератогенного действия. Технологические добавки – в-ва, добавл в процессе обработки сырья, но потом удаляемые. Вспомогательные материалы – не яв-ся пищ компонентами, исп в переработке сырья и в производстве с целью улучшения св-в. Комплексные ПД – смесь 2х и более ПД и макроингредиентов, предназначенных для решения определенных технологических задач. Использование ПД обоснованно и целесообразно если: 1) поставленная  технологическая цель не м/б достигнута др. способами. 2) в предложенных дозах они не представляют опасности для человека. 3) не оказывают негативное влияние на ПЦ продукта. Классификация ПД: 23 класса по функционально - технологическому значению: E 100-182 – пищ красители, 200- 299- консерванты, 300-399 – антиокислители, 400-499 – стабилизаторы консистенции, 450,1000- эмульгаторы, 500-599 – регул кислотности, разрыхлители, 600-699 – усилит вкуса и аромата, 700,800 – запасные индексы, 1100 – ФП, 1400 – модиф крахмалы. Особенность классификации – многие виды ПД обладают многофункциональным действием и м/б отненсены к разным классам. Классификация ПД с учетом технологического эффекта: 1) в-ва, регулирующие вкус и аромат ПП (ароматизаторы, подсластители, заменители сахара и соли, пищ.к-ты и их соли) или улучшающие цвет (красители, стабилизаторы окраски). 2) в-ва, регулирующие консистенцию и формирующие текстуру (загуститель, гелеобразователи, эмульгаторы, наполнители). 3) повышающие сохранность продуктов и ↑ срока годности (консерванты, антиокислители и их синергисты, влагоудерживающие агенты, пленкообразователи, стабилизаторы). 4) облегчающие и ускоряющие течение технологических процессов (ФП, разрыхлители, экстрагенты, осушители). Дифференциация ПД с учетом их назначения: 1) ПД, влияющие на ход технологического процесса и хранение, 2) ПД, улучшающие качественные характеристики готовой продукции. Согласно требованиям законодательных актов, производитель обязан информировать о наличии в составе ПД, указывая на этикетке индекс или наименование. Согласно требованиям СаНПиНа  2.3.2.1078-01 для отдел видов ПП (детское, диетическое, специализированое питание) ПД и БАД к пище производитель обязан производить на этикетке информацию о качестве и безопасности продукта: 1) область применения, 2) наименование ингредиентов, вход в состав ПП, 3) в БАД к пище указывают % от сут физиологич потребности, 4) рекомендации по использованию, при необх.противопоказания, 5) для БАД к пище «не яв-ся лекарством», 6) для ПП из ГМИ «содержит компоненты из ГМИ»7) инфо о гос регистрации. 

2. Хлорид натрия. Цель использования, функционально - технологическое значение, влияние на качество.

NaCl – пищевая добавка, улучшающая вкусовые свойства пищевых продуктов. Консервант. Играет важную роль в поддержании водно-солевого обмена в организме.
Действие NaCl: 1)влияние на органолептику – благодаря Cl- придает соленый вкус продукта, несмотря на то, что д/самого NaCl,являющегося солью НCl, характерен уровень рН=6-7; 2) NaCl оказывает влияние на развитие ферментных систем мясного сырья, обеспечивает улучшение его вкусоароматики. Данный эффект обусловлен тем, что при концентрации NaCl около 1.5% скорость протеолиза белков ↑. Это используется при посоле сырья в мясном производстве. При концентрации  NaCl ↑ 5% активность протеаз ( почти в 2 раза, при концентрации ↑20% ход протеолиза блокируется из-за частичной денатурации и высаливания ферментов. В присутствии NaCl в концентрации, характерной д/мясной продукции тканевые ферменты (катепсины,кальпарины),ферменты м/о активируются =>в теч.10 суток посола в мясе гидролизуется до 8-12 % белков с образованием свободных АК (Glu,Met,Cys,глутатиона). Параллельно с этим происходит гидролиз липидов с образованием летучих ЖК: уксусная, масляная, валериановая, каприловая, капроновая. В процессе посола мяса имеет место также гидролиз углеводов с образованием молочной кислоты, глюкозы, фруктозы. В совокупности все образуемые в-ва изменяют вкусоароматику мясного сырья. NaCl негативно влияет на состояние пигментов, способствуя переходу миоглобина в Met форму. В технологическом диапазоне концентраций, составляющем от 1,5 до 4,5 % NaCl не проявляет свойства антисептика, но в совокупности с низкими (условия посола, созревания, выдержки, осадки) или высокими (пастеризация, стерилизация) температурами подавляет развитие гнилостных микроорганизмов. Механизм антимикробного действия NaCl объясняется следующими факторами: 1) введение NaCl ( осмотическое давление и вызывает обезвоживание микробных клеток,что нарушает их обмен веществ. 2) в присутствии воды NaCl( Na+ + Cl-. Радиус Cl почти в 2 раза больше, чем у Na+( у него больше адсорбционная способность. По этой причине Cl- адсорбируется на поверхности микробной клетки и обладая свойствами восстановителя посылает в клетку свободные электроны усиливая окислительно – восстановительные процессы. В это время Na+ остается в межфазном пространстве, интенсивно гидратируется и лишает клетку свободной воды. 3) введение NaCl в пищевые системы ( уровень активной воды и следовательно обеспечивает подавление развития микроорганизмов.

3. Нитрит натрия, пищевые фосфаты, сахара, пищевые кислоты и их соли. Цель использования, виды, механизм действия. Влияние на свойства пищевых систем и качество пищевых продуктов.

Сейчас NaNО2 используется в процессах посола для сохранения мясных и рыбных продуктов и некоторых видов сыров. NaNО2 – мультифункциональная ПД – в результате посола мяса NaNО2 оказывает влияние на аромат, задерживает окислительную порчу жиров (Ж), участвует в образовании окраски продукта, предотвращает развитие м/б порчи. На проявление NaNО2 антибактериальных свойств оказывает влияние бактериальная обсемененность сырья, наличие спор м/о, реакция среды (рН), окислительно - восстановительный потенциал продукта или рассола, t-ра нагрева, активность воды, концентрация соли, условия хранения готового продукта. Клостридии и листерии – основной источник опасности для жизни человека при порче пищевых продуктов, т.к. они спорообразующие. NaNО2 противодействует развитию этих м/о, особенно Clostridium Botulinum. Природа антибактериального действия NaNО2 в мясных продуктах: при добавлении к мясному сырью под воздействием различных факторов из NaNО2 образуется соединение играющее основную роль в проявлении антибактериального действия – NO. Основной мишенью NO при попадании в микробную клетку являются: ферменты и белки, клеточная стенка и мембрана, способность связывать незаменимые питательные соединения, генетический аппарат. NaNО2 участвует в образовании аромата ветчинности из-за способности  ингибировать окислениие липидов. Пищевые фосфаты. Принадлежат к числу самых распространенных ПД, используемых в колбасном производстве. По классификатору: Е450 – фосфаты (пирофосфаты) 8 видов; Е451 – трифосфаты 3 вида; Е452 полифосфаты 5 видов. Все ПФ отличаются по уровню рН: кислые (рН<5,5), нейтральные (6,6-7,5), щелочные (рН 8,5-9,9). В перечне ПФ натриевые, калиевые и кальциевые соли фосфорной к-ты. Увеличение ВСС мясных систем является результатом воздействия фосфатов на состояние миофибрилярных белков мяса: они обеспечивают диссоциацию нерастворимого актомиозинового комплекса на актин и миозин – (количество гидрофильных центров и степень набухания белков, что приводит к (их ВСС. Фосфаты (в осн нейтральные и щелочные) смещают рН систем от изоэлектрической точки мышечных белков (5,4) в нейтральную сторону, что так же (долю адсорбционно связанной воды. Натриевые соли фосфатов осуществляют связывание ионов кальция и магния до нерастворимых комплексов, что предотвращает блокирование ими гидрофильных центров, находящихся на поверхности белковых молекул, т.о. фосфаты восстанавливают или повышают ФТ потенциал мышечных белков, обеспечивают повышение эмульсионной способности белков и степени эмульгируемости ДиСи. Эмульсионные свойства проявляют не сами фосфаты, а продукты их взаимодействия с молекулами белка. Это происходит в результате связывания ионов кальция более тонкого диспергирования жира и распределения его капель системе, увеличение функционального потенциала белков и т.о. устойчивость эмульсий к механическим и термическим воздействиям. Сахара. Добавка к пище. Дозировки от 0,2 до 10-12%. Цель использования: 1)участие в формировании вкуса (уплотнение вкуса, создание послевкусия продукции эконом-класса); 2) участие в стабилизации цвета. По уровню выраженности сладости относительно сахарозы сахара можно расположить в следующем порядке: сахароза = 1, фруктоза = 1,5-1,7, глюкоза, декстроза = 0,7-0,8, мальтоза = 0,3, лактоза = 0,2, лактулоза = 0,4, галактоза = 0,4 — 0,5. В основном сахара обладают редуцирующим действием, однако все они обладают различной скоростью и О-В потенциалом. Консервирующее действие — проявляется за счет повышения осмотического давления обезвоживания клеток либо при совокупном воздействии нескольких факторов. Особое внимание уделяют сахарам в технологии ферментированных пищевых продуктов, в которых они выполняют функцию субстрата д/определенных видов компонентов. При этом по скорости и степени гидролиза их подразделяют на 3 группы:1) моносахариды (глюкоза, декстроза, мальтоза); 2) дисахариды (сахароза, лактоза); 3) полисахариды (крахмалы, сиропы). Виды сахаров и их количественные соотношения дают возможность регулировать скорость развития м/о (в первую очередь молочнокислых, и т.о управлять процессом ферментации (изменение pH, скорость сушки, интенсивность цвета). Сахарозаменители — сахарин, ацесульфам, аспартам, цикламат, сукралоза, сорбит. Пищевые кислоты и их соли. Уксусная кислота (CH3COOH) применяется в качестве компонента маринадов и как консервант.Молочная кислота - одноосновная оксикарбоновая кислота используется в виде раствора, либо натриевой соли с нейтральным рН с целью стабилизации свойств готовой продукции при хранении, подавлении развития патогенных микроорганизмов, регулирования уровня водосвязывающей способности сырья, интенсификации процесса цветообразования. Аскорбиновая кислота (С6Н8О6) и аскорбит (аскорбинат) натрия. Применяются для ускорения реакций образования окраски мясопродуктов, улучшения внешнего вида и повышения устойчивости цвета при "хранении. Аскорбиновая кислота и аскорбинаты снижают остаточное содержание нитритов в готовом продукте на 22-38%, усиливают антибактериологические свойства нитрита, ингибируют образование нитрозоаминов в продукте на 32-35%. Оптимальное количество аскорбиновой кислоты и ее производных составляет 0,02-0,05% к массе сырья. Использование натриевых солей считают предпочтительнее соответствующих кислот, так как реакция между кислотами и нитритом протекает очень быстро, при этом возможны потери окислов азота. Солей добавляют на 0,01-0,02% больше, чем кислот. Нейтрализацию аскорбиновой кислоты производят карбонатом натрия путем введения в 1 л 3%-го водного раствора аскорбиновой кислоты 16 г питьевой соды (NаНСОз). Величина рН раствора после нейтрализации не должна быть выше 7,0: при использовании фосфатов нейтрализацию аскорбиновой кислоты не производят. Растворы аскорбиновой кислоты и аскорбината очень чувствительны к присутствию некоторых металлов, в связи с чем их хранят в емкостях из пластмассы, алюминия или нержавеющей стали. Эриторбат натрия применяют для: - улучшения процесса формирования цвета мясопродуктов; - стабилизации и повышения устойчивости при хранении готовых изделий; - предотвращения окисления жира; - предотвращения образования нитрозоаминов в процессе термообработки; - улучшения вкусоароматических характеристик готовой продукции. При изготовлении цельно мышечных и реструктурированных мясопродуктов эриторбат натрия используют в составе шприцовочных рассолов из расчета 0,05-0,06% к массе несоленого сырья. При приготовлении многокомпонентных рассолов эриторбат натрия добавляют в последнюю очередь, непосредственно перед использованием рассола. Приготовленный рассол, содержащий эриторбат натрия, можно хранить не более 48ч при t= 4-6 °С. Необходимо также учитывать, что аскорбиновая кислота и аскорбинат натрия одновременно с регулированием хода цветообразования тормозят реакции пероксидного окисления и препятствуют образованию в организме алкилирующих мутагенов типа нитрозаминов из нитритов. Таким образом, применение аскорбиновой кислоты, аскорбинатов и эриторбатов способствует получению продукции с повышенной экологической безопасностью. Хлористый кальций (безводный, двух-, шестиводный, фармокопейный) имеет многоцелевое назначение и применяется: - для активирования деятельности катепсинов, т.е. с целью ускорения процесса созревания мясного сырья; - для дестабилизации состояния кальций-зависимых белков и интенсификации хода реструктурирования; - для оказания бактериостатического действия; - для улучшения выраженности цвета у мясопродуктов. Применяется в виде водных растворов с концентрацией от 1,5 до 25,0%, либо в составе шприцовочных рассолов. Количества использования регламентируются нормативно-техническими документами. Лимонная кислота (Е 330) – регулятор кислотности, антиокислитель, стабилизатор окраски. Применяется при производстве плавленых сыров, кондитерских изделий, майонезов. 

4. Антиокислители, освежители, пищевые колоранты. Классификация, цель использования, механизм действия. Особенности технологического применения.

Антиокислители – природные / искусственные вещества, которые могут предотвратить/замедлить окисление органических соединений. Если консерванты препятствуют биологической порче продукта под влиянием МО, то антиоксиданты предотвращают их химическое окисление. Замедляя процесс окисления путем взаимодействия с О2, прерывая реакцию окисления или разрушая образование перекиси. При этом расходуются сами антиоксиданты. Антиоксиданты не способны компенсировать низкое качество сырья, грубое нарушение правил промышленной санитарии и технологических режимов, поскольку не взаимодействуют с вредными МО. Природные окислители:  аскорбиновая к-та, лимонная к-та, молочная к-та, смеси токоферолов, витамин А, селен, Мg, флавоноиды, кофермент Q10, глутатион. Некоторые из них чрезвычайно полезны, оказывают ярко выраженное регенерирующее действие, некоторые нейтральны и безобидны. Искусственные антиоксиданты:  бутилгидроксианизол, бутилгидрокситолуол, изоаскорбат Na. Наш организм способен синтезировать достаточное количество этих веществ из пищи, все остальное чревато передозировкой: лимонная к-та (сильный канцероген, лецитин ( источник холестерина, ПД(аллергены. Вред антиоксидантов объясняется их распространенностью. Освежители. В последнее время большое распространение получили освежители  мяса с эффектом консервантов, основу которых составляют ацетаты, цитраты, лактаты и реже пропионаты. Кроме угнетающего действия на рост микроорганизмов освежители способны устранять неприятный запах задохнувшегося мяса. Речь идет о тех случаях, когда по санитарным показателям сырье пригодно для использования в пищевой промышленности и лишь приобрело посторонний запах (ничего удивительного: порог восприятия запаха в воздухе меркаптанов или сероводорода составляет 10-4 мг/л.).Особенно эффективны  освежители, ароматизированные натуральными экстрактами пряных растений. Особенным спросом освежители пользуются в теплое время года. Просто летом вероятность обсеменения резко возрастает. В последнее время наблюдается тенденция всесезонного использования этих
продуктов. Причин несколько: во-первых, почти все консерванты-освежители являются синергистами антоксидантов и очень положительно влияют на цвет. Кстати, деление по группам весьма условно. Молочная кислота попала во вторую группу (консервант), а лактаты, ее соли – в третью (антиоксиданты). Во-вторых, действие большинства этих веществ сходно с действием фосфатов: они способны увеличивать влагоемкость сырья (увеличение выхода!). И, наконец, если разговор идет о консервантах-освежителях с хорошей ароматической составляющей, можно получить на выбор либо уменьшение закладки специй, либо более яркий вкус конечной продукции. Пищевые колоранты(красители) . Используются для придания определенной окраски ПП. Бывают природные и синтетические. В последнее время идет тенденция к ↓ использования синтетических ПК. Синтетические ПК: в отличие от натуральных не обладают биологической активностью и не содержат вкусовых веществ, в этом они обладают значительным технологическим преимуществом по сравнению с натуральными: менее чувствительны к условиям технологической переработки и хранению, термостойки, дают яркие довольно стабильные легко воспроизводимые цвета, хорошо растворимы в воде: тартаразин, понсо, черный блестящий, желтый «солнечный закат», красный очаровательный, шоколадный, азорубин, аморант,  цитрусовый красный, ферментированный рис. Натуральные ПК: выделяют физическими способами из растений и животных, подвергают химической  модификации для улучшения: ягоды, цветы, корнеплоды, мукаратин, аннато, антацианы, куркумины, свекольный краситель, кармин, карамельный колер, солодовый экстракт, уголь растительный, хлорофиломедные комплексы. Е 122 кармуазин – используют для аналогов мясопродуктов. Е129 – красный очаровательный для вареных колбас с заменой мяса растительным сырьем выше 6%. Е124 Понсо – синтетический аналог кармина, распространенный краситель в отечественной мясной промышленности. В связи с развитием исследований в области токсикологии и выявлении в составе искусственных колорантов, вредных для организма человека веществ, наметилась тенденция к сокращению использования в пищевых целях. Из ранее использовавшихся красителей ныне запрещены: аморант, цитрусовый красный, красный 2G. Учитывается нежелательное использование синтетических красителей и сложную ситуацию с определением токсичности ферментированного риса, но исслед на инфузорию. На сегодня, оптимальный выбор красителей для мясопереработчиков: кармин – натуральный водорастворимый краситель, устойчив к воздействию основных технологических факторов.

5. Вкусоароматические пищевые добавки, коптильные препараты, усилители вкуса. Систематизация, цель использования, механизм действия, особенности технологического применения.
Вкусоароматические в-ва – комплексная пищевая добавка, предназначенная для придания пищевым продуктам  вкуса и аромата, в состав которых могут входить пищевые ароматизаторы. Пищевой ароматизатор – вкусоароматическое вещество/препарат, технологический ароматизатор, коптильный ароматизатор или их смесь, образованная вкусоароматическая  часть предназначена для придания ПП вкуса и аромата, за исключением кислого, сладкого, с положительных или отрицательных носителей, наполнителей; растворителей – наполнителей, пищевых добавок/ пищевого сырья. Натуральный ароматизатор – вкусоароматическая часть которого содержит 1 / несколько вкусоароматических препаратов, и/или 1 / несколько натуральных вкусоароматических веществ. Идентичные натуральному ароматизатор пищевой – пищ ароматизатор, вкусоароматическая часть которого содержит 1/ несколько вкусоароматических веществ идентичных натуральным, может содержать вкусоароматические препараты и натуральные вкусоароматические  вещества. Искусственный ароматизатор – пищ ароматизатор, вкусоароматическая часть которого содержит 1/ несколько искусственных вкусоароматических веществ, может содержать вкусоароматические препараты натуральные, идентичные натуральным вкусоароматические вещества. Технологический ароматизатор – идентичный натуральному ароматизатор, представляет собой смесь веществ, полученную в результате взаимодействия аминосоединений и редуцирующих сахаров при увеличении t. Усилители вкуса (модификаторы) добавляют к ПП с целью: 1) восстановления вкуса и аромата, утраченных в процессе переработки и хранения, продукты из замороженного мяса, пастеризованные продукты и др. 2) усиление натурального вкуса и ароматов продуктов (бульон кубики). 3) смягчение отдельных нежелательных составляющих вкуса и аромата (привкус Ме в консервах, глютамат Na). Примеры усилителей: 1)  АК: лизин, глицин, лейцин. 2) Образующиеся при карамелизации сахара и являющиеся составной частью камели – мальтол обладает свойством усиления сладкого вкуса (в карамели). 3)некоторые ферменты – для ускорения созревания пива, улучшения его качества, вкуса и аромата, при использовании солода низкого качестава используют протеолитические ферменты. В мясной промышленности растительная протеиназа папаин используется для улучшения вкуса мясопродуктов. При производстве сыра добавляют липазу в пастеризованное молоко для ускорения его созревания и улучшения его вкуса. 4) ряд интенсивных подсластителей при малой дозировке 1-2 мг/кг проявляют эффект усиления вкуса и аромата. 5) Ванилин и этилванилин усиливают фруктовые и шоколадные ароматы. 6) Сахар подавляет неприятные привкусы во фруктовых соках. 7) Поваренная соль – модификатор вкуса, не только придает соленый вкус, но и обладает свойством усиливать их сладость и маскировать привкусы горечи и Ме. Коптильные препараты представляют собой очищенные конденсаты дыма, полученного пиролизом древесины. Примеси: полиароматические углеводороды. Коптильные препараты гораздо безопаснее самого коптильного дыма, поскольку они в значительной степени освобождены от смол, канцерогенных полиароматических углеводородов и нитрозаминов.

Основными источниками для производства коптильных жидкостей, коптильных препаратов или концентратов коптильного дыма, предназначенных для замены обычного. Все имеющиеся коптильные препараты было бы правильно подразделить на следующие основные категории:1) коптильные препараты, изготавливаемые из конденсатов древесного дыма, предназначенные для обработки пищевых продуктов с поверхности. Пригодны для производства рыбы холодного и горячего копчения, консервов типа "Шпроты в масле", свинокопченостей, сырокопченых и полукопченых колбас и т.п.; 2) коптильные препараты, изготавливаемые из конденсатов дыма и преимущественно используемые для целей копчения путем введения их в продукт на различных стадиях технологического процесса его производства. Рекомендуются при производстве различного рода формованных и структурированных изделий из рыбы и мяса, консервов различных видов, пастеризованной ветчины в банках и др.;3) коптильные препараты, которые изготавливают из сырья, полученного иным способом, нежели при образовании коптильного дыма при пиролизе древесины, а также путем неполного горения (т.е. так же, как и древесный дым, но не из целой древесины, а из составных частей древесины – лигнина, целлюлозы или другого материала). Для определения области их применения требуются специальные технологические эксперименты; 4) прочие коптильные средства, точнее, добавки, придающие продуктам (изделиям из мяса, рыбы, плавленому сыру, суповым приправам, соусам, томатной пасте и т.п.) аромат и привкус копчения. Технологические свойства дыма зависят от его химического состава и прежде всего от степени насыщения ароматическими веществами. Во время копчения многочисленные компоненты дыма попадают в обрабатываемый продукт и обеспечивают его консервацию, ароматизацию и нужную окраску. Предполагается, что в этих процессах должны принимать участие лишь 10% из 5000 компонентов, регистрируемых в дыме. В настоящее время идентифицировано более 200 химических соединений дыма, участвующих в процессе копчения. К ним относятся в основном коптильные компоненты фенольной группы, карбонильные соединения (альдегиды и кетоны), кислоты, производные фурана, лактонов, полициклических ароматических углеводородов, спиртов и эфиров.
Наиболее полно исследована роль (в процессе придания продукту специфических свойств) трех групп органических веществ: фенолов, кислот и карбонильных соединений.Фенольные соединения дыма способствуют в основном формированию аромата и вкуса копчености у обрабатываемого продукта. 

6.  Поверхностно-активные вещества: особенности строения; влияние на термодинамическую устойчивость пищевых дисперсных систем.
Поверхностно-активные вещества ПАВ - это вещества, адсорбирующиеся на поверхности раздела двух фаз и образующие на ней слой повышенной концентрации. Однако в понятие «поверхностно-активные вещества» (ПАВ) обычно вкладывают более узкий смысл, относя его лишь к группе органических соединений, адсорбция которых из их растворов даже очень малой концентрации приводит к резкому снижению поверхностного (межфазного) натяжения на поверхности раздела р-ра с газом (паром), др. жидкостью или твердым телом. Особенностью ПАВ является то, что его молекула дифильна,т.е. гидрофобна и гидрофильна.На поверхности раздела фаз  молекулы ПАВ распределяются следующим образом: гидрофильная в воде, гидрофобная в масле. Процесс адсорбции ПАВ энергетически выгоден и приводит к снижению межфазного или поверхностного натяжения, т.о. к уменьшению свободной энергии системы и увеличению ее ТД устойчивости. Высокомолекулярные ПАВ – белки, поверхностная активность которых определяется особенностью их структуры, т.е. расположением полярных и неполярных группировок в молекуле. В процессе адсорбции нарушается равновесие сил, стабилизирующих молекулу белка, и аминокислотная цепь распределяется на поверхности раздела фаз так, что ее фрагменты распределяются между фазами, образуя хвосты, шлейфы. Далее молекулы белка взаимодействуют не только с масляной фазой, но и между собой, что приводит к образованию прочного гелеобразного слоя. Межфазный адсорбционный слой, образованный низкомолекулярными ПАВ не очень прочный, что существенно отличает высокомолекулярные ПАВ от низкомолекулярных. Гидрофильно-липофильный баланс (ГЛБ) – величина, характеризующая соотношение гидрофильных и гидрофобных частей молекулы ПАВ и имеет значение от 1 до 40: 6-8 – вещество одинаково растворимо и в воде и в масле; > 8 – ПАВ лучше растворяются в воде и стабилизирует прямые эмульсии, т.е. масло в воде; < 6 – ПАВ лучше растворяются в масле и стабилизируют обратные эмульсии, т.е. вода в масле.

7.  Эмульгаторы и стабилизаторы эмульсий; цели использования; механизм действия. Влияние на 
качество. Виды коммерческих препаратов, особенности использования.
Эмульсии - смесь 2-х несмешивающихся жидкостей. Как правило эмульсия = вода + масло/жир. Пищевые системы представляют собой дисперсии, средой в которых является вода с растворенными в ней веществами, а несколько фаз не взаимодействуют между собой, в результате чего на поверхности раздела образуется избыток энергии и система становится неустойчивой. По этой причине стабилизация эмульсий производится путем внесения в ДИСИ ПАВ, которые характеризуются наличием как полярных (гидрофобных), так и неполярных (гидрофобных) группировок, что обеспечивает снижение поверхностного натяжения на границе раздела фаз.  Эмульгаторы — вещества дифильного строения, подразделяются на: 1) низкомолекулярные (эмульгирующие соли, типа фосфатов, монодиглицериды жирных кислот, сапонины, эфиры сахарозы и пищевых кислот, лецитин). Как правило, низкомолекулярные ПАВ формируют мицеллу. Для пищевых технологий наиболее важны высокомолекулярные ПАВ, образующие гелеобразный межфазный достаточно прочный и эластичный слой. В большинстве высококонцентрированных пищевых эмульсий структурный матрикс представляет Собой «соты»: белковая сетка — гель, в ячейках которой включены капли диспергированного жира размером от 10 до 80 микрон + вода. Устойчивость и св-ва получаемых эмульсий зависят от: 1) количественного соотношения гидрофильных и гидрофобных групп (ГЛБ)(для эмульсий вода в масле ГЛБ = 2-8, для эмульсий масло в воде ГЛБ = 8-18); 2) концентрации ПАВ в система; 3) величины pH, t, ионного состава среды; 4) степени диспергирования жира (д/молочных продуктов D = 0,1 – 10 мкр, д/мясных от 40 до 120 мкр (20-80); 5) температуры плавления жира. Стабилизаторы – вещества. Главной технологической функцией которых являются стабилизация гомогенной пищевой системы, образованной из 2-х или более не смешивающихся веществ, или улучшение степени гомогенизации этой системы. Принцип действия стабилизаторов в пищевых системах аналогичен действию эмульгаторов, от которых они отличаются пониженной поверхностной активностью. Что обусловлено особенностями строения молекул. В молекулах стабилизатора гидрофильные группы, как правило равномерно распределяются по всей длине молекулы и изменяют характер ее поведения на границе раздела фаз. По своему поведению в пищевых системах стабилизаторы занимают промежуточное положение между эмульгаторами и загустителями, при этом эффект стабилизации может быть достигнут как за счет адсорбции их молекул на межфазных границах, образуемых частицами дисперсной фазы и дисперсионной среды, так и за счет повышения вязкости дисперсионной среды, содержащей частицы дисперсной фазы. Коммерческие препараты: эмульгирующие крахмалы, моно- и диглицериды жирных кислот – продукты переработки растительных масел, например, соевого. При этом от гидрофобных молекул триглицерида, при определенных условиях отщепляется 1 или 2 молекулы, что в обоих случаях приводит к образованию дифильных молекул. При использовании в продукции этих веществ они способствуют образованию эмульсий, оказывают противоразбрызгивающее действие устраняют высыхание и отделение масла, песчанистость, улучшают вкус и запах.  фосфолипиды...
8. Пищевые гидроколлоиды. Классификация. Пищевые волокна, агары, пектины, гуммиарабик, камеди, желатин, каррагинаны, галактомананы, нативные и модифицированные крахмалы, КМЦ : цель использования, особенности ФТС, механизм действия.
Загустители – вещества, ( вязкость ПП ,т.е загущающие их. Гелеобразователи (желеобразователи) – способны в определенных условиях образовывать гели (желе) – структурированные ДИСИ. Влияние: 1) на вкусовое восприятие, 2) улучшают консистенцию, стабилизируют структуру, 3) связывают воду( стабилизируют ДИСИ: эмульсии, суспензии, пены, 4) выполнение технологических свойств: стабилизация, влагоудерживание. 5) относятся к пищевым волокнам, 6) четкой границы между гелеобразователями и загустителями нет. По химической природе: линейные и разветвленные полимерные цепи с гидрофильными группами, которые вступают в физическое взаимодействие с имеющейся в продукте водой за исключением микробных полисахаридов – ксантана и гелановой камеди, а так же желатина – животного происхождения, гелеобразователи и загуститители – полисахаридов растительного происхождения, раститительные гидроколлоиды. Их получают из наземных растений / водорослей. Бурые водоросли – альгиновая кислотата и соли. Наиб популярные: агар – агар, каррагинан, фурцеллеран : красные морские водоросли. Яблоки, цитрусовые – пектин. Полисахариды, получаемые из растений: 1) защитные коллоиды, выделяемые из растений при повреждениях (смолы, эксудаты), 2) мука семян ( резерв полисах растений). Смолы  используемые как гелеобразователи и загустители: арабиногалактан, трагакант, гуммиарабик, камедь карайи, гхати. К резервным полисахаридам относятся: 1) мука семян рожкового дерева, 2) овсяная камедь, 3) гуаровая камедь, камедь тары. По химическому строению гидроколлоиды: 1) кислые полисахариды с остатками уроновой кислоты, 2) кислые полисахариды с остатками серной кислоты – агар, каррагинан, 3) нейтр полисахариды – камедь бобов рожкового дерева. Св-ва загустителей можно менять путем физической (t) обработки или путем химической модификации (введение в молекулу нейтральных ионных заместитителей). Путем химической или физической  модификации крахмала можно добиться: 1) ↓↑t клейстеризации, 2) ↓↑ вязкости клейстера, 3) ↑ растворимости в холодной воде, 4) проявление эмульгирующих свойств, 5) ↓ склонности к ретроградация, 6) устойчивость к синерезису, к кислотам, ↑t, циклам оттаивания, замораживания. 1) Высокоэтерифицированный пектин образует прозрачный неплавкий гель с блеском, изломом (пастила, желе, зефир, стабилизирует кисломолочные продуты). Растворимость такого пектина ↑ с ↑ степени этерификации и ↓ длины цепи. Прочность пектинового геля ↑ с ↑ концентрации его и степени полимеризации. 2) Агар является эффективным гелеобразователем. В 10 раз больше эффект, чем у желатина. Образует стойкий к надрезу гель, стабильный, стекловидный, излом. Плавится при 80 град. не растворяется в холодной воде. Используется для покрытия заливных консервов, зефира, мармеладов. 3) Каррагинаны образуют прозрачный плавящийся гель, способный загущать практически любые пищевые продукты. Используется в составе с другими полисахаридами, в т.ч с КСРД. В зависимости от химического состава : к, i, λ. к – каррагинан желирует в присутствии К+, образует хрупкие неустойчивые гели. Λ – каррагинан самостоятельно не желирует. i – каррагинан в присутствии Са образует прочные элластичные гели, не склонные к синерезису, устойчивые к циклам замораживания / оттаивания. Каррагинан + фурцеллеран используется для формирования консистенции овощных и фруктовых консервов, плавленых сыров, творожных изделий, мороженного, соусов, кисломолочных прод и мясных продуктов. Галактоманнаны представляют собой гетерогликаны, содержащиеся в семенах стручковых растений. Они предотвращают обезвоживание семян. Коммерческие препараты растительных галлактоманнанов получили назване камедей. 4) Гуаровая камедь Е412 хорошо растворяется в холодной воде, 1% р-р камеди обладает псевдопластическими и тиксотропными свойствами. Используется для стабилизации соусов, майонезов, кетчупов, мороженого, х/б изделий. 5) Ксантановая камедь (Е415) сильный загуститель, его действие не зависит от действия кислот, солей, t, механического воздействия ( пригоден для сильнокислых и солесодержащих продуктов. В майонезах, соусах, фруктовых и овощных консервах, молочных продуктах 0,2-0,5 г/кг. 6) Геллановая камедь – (Е418) легко диспергирует в холодной воде, растворяется в горячей воде и желирует при охлаждении. С концентрации 0,05% гели устойчивы к разрезу, но очень склонны к синерезису. Прочность, твердость и плавление гелей зависит от присутствия Са и других солей (применение с ксантаном, КСРД, модифицированными крахмалами. 7) Гуммиарабик (Е414) – вряд ли можно считать загустителем, т.к его растворы имеют низкую вязкость даже при концентрации 50%. Он может стабилизировать дисперсии, эмульсии – масло в воде, не изменяя  их консистенцию. Это свойство используется в производстве эмульсий для напитков – он позволяет ароматизатору при хранении напитка равномерно распространяться по всему объему. 8) Камедь гхатти (Е 419) оказывает стабилизирующие действие на эмульсии и дисперсии. Применяется вместо гуммиарабика или вместе с ним. Модифицированная целлюлоза – Е416,463-465,467 используется в качестве загустителя в холодной воде при повышении t – обратимое гелеобразование. Все виды модифицированной целлюлозы, особенно метилцеллюлоза – хороший наполнитель в таблетках. В х/б изделиях обеспечивает ( объема за счет газообразования. Используется также в кетчупах, соусах, мороженом, газировки - ↑ газа. КМЦ (Na - соль) (Е466) – популярная пищевая добавка, хорошо растворяется в холодной и горячей воде. Его действие зависит от концентрации соли и других свойств среды. Область использования многочисленна. Нативные крахмалы – не относятся к пищевым добавкам, но их основной технологической функцией является загущение и желеобразование. Незначительная стабильность клейстера (гелеобразование зависит от t, старения, кислотности и солей) ограничивают применение натуральных крахмалов в качестве загустителя и гелеобразователя. Модифицированный крахмал – получают путем физической, химической, биохимической обработки обычного крахмала. Физические и химические модификации крахмала меняют свойства крахмального клейстера / геля. Крахмалы (нативные и модифицированные) используют для загущения и стабилизации овощных, грибных, рыбных консервов, майонезов, соусов, продуктов быстрого приготовления, кондитерстх изделий. Рекомендованная дозировка модифицированного крахмала не превышает 60 г/1 кг. Используется для производства детского питания. Образующийся при охлаждении растворов гидролизованный крахмальный (Е 1404,1402,1405) клейстер не очень клейкий и только при ↑ содержания сухих веществ образует гель. Модифицированный крахмал получают в результате 1-2 или более указанных превращений, которые могут протекать последовательно / одновременно.  
9. Классификация белоксодержащих препаратов, используемых в технологии пищевых продуктов. Цели и способы их использования.
Все виды белоксодержащих препаратов делятся на: 1) Животного происхождения - изготавливаются из продуктов переработки: а) убойных животных: - крови и ее фракции; - коллагенсодержащего сырья; - гидролизаты из костного или кератин содержащего сырья; б) молока: - сухое цельное и сухое обезжиренное молоко; - казеинат натрия; - сывороточные белковые концентраты; в) яйца: - цельное яйцо; - пастеризованный меланж;- яичный порошок;  - яичный альбумин; 2) Растительного происхождения — изготавливают из продуктов переработки: - бобовых и масляных культур (соя. горох, подсолнечник); - злаковых (пшеница, рис, гречка, кукуруза, чечевица); 3) Продукты переработки гидробионтов: - рыбная мука из маломерной рыбы; - белок одноклеточных - хлорелла; 4) Биотехнологический белок — путем микробиологического синтеза (дрожжевые биомассы). В технологии пищевых продуктов широко используют белоксодержащие препараты животного и растительного происхождения, позволяющие унифицировать состав, стабилизировать уровень термодинамической устойчивости дисперсной системы, увеличить выход готовой продукции. Используют белоксодержащие препараты в виде суспензий (дисперсий), либо в виде эмульсий, которые добавляют к сырью в начале цикла его механической обработки в тумблерах либо массажерах, а также в составе шприцовочных рассолов. 

10. Белковые препараты растительного происхождения, используемые в технологии пищевых продуктов. Классификация. Особенности состава, ФТС и способов использования.
Белковые препараты растительного происхождения изготавливают из продуктов переработки: - бобовых и масляных культур (соя. горох, подсолнечник); - злаковых (пшеница, рис, гречка, кукуруза, чечевица). Современные технологии получения белковых продуктов из растительного сырья строятся на двух основных технологических подходах: - глубокое фракционирование макронутриентов сырья с максимизацией выхода белков, их очистка, концентрированно и при необходимости модификация функциональных и медико-биологических характеристик; - оптимальное фракционирование макро- и микронутриентов сырья с получением белково-липидных и белково-углеводных композитов заданного состава с максимальным сохранением фитохимического потенциала сопутствующих микронутриентов. В зависимости от степени очистки и концентрации белка, препараты подразделяют на:1) муку — не менее 35-50% белка; 2)  концентраты - 65-70% белка;  3) изоляты - не менее 90% белка. Основные компоненты муки, прежде всего белки и крахмал, играют существенную роль в образовании и стабилизации мясных эмульсий. Белки, растворимые в водной фазе эмульсии, играю, прежде всего, роль эмульгаторов, т.е. ПАВ, облегчающих процесс эмульгирования; кроме того, они участвуют в формировании межфазных адсорбционных слоёв, препятствующих коалесценцни эмульсии. Помимо этого и белковая, и крахмальная фракции муки играют роль загустителя водной фазы, повышающего седиментационную устойчивость эмульсии. Технологическая форма изолятов и концентратов, как правило, порошки.  Их использования в технологии белковых продуктов питания, белковые порошки обладают рядом преимуществ: получаемые продукты могут храниться дольше, чем исходное сырьё;  из белковых порошков могут быть удалены или доведены до предельно допустимых концентраций антипитательные и другие нежелательные компоненты; можно получить практически любую концентрацию белка, что немаловажно при использовании этих продуктов в качестве обогатителей при создании аналогов пищевых, в том числе комбинированных продуктов; белковые порошки также удобны для разнообразия  детского, а также диетического и лечебно-профилактического питания. Под ФТС понимают комплекс физико-химических характеристик ВМС, предопределяющих их поведение в процессе переработки сырья в пищевые продукты и обеспечивающие получение определенных структурных форм, технологических и потребительских показателей, устойчивость системы при последующем хранении. Например, ФТС белка: Б+вода — свойства : набухаемость, растворимость, водоудерживающая сп-ть; Б+Б - свойства : гелеобразующая способность, когезия; Б+ жир - свойства: ЖУС. Степень выраженности ФТС у белков в первую очередь зависит от таких физико-химических факторов, как : температура, pH среды, ионный состав среды, а также степени диспергирования ингредиентов и концентрации структурообразования в системе. ). К основным ФТС структурообразователей относят: набухаемость, растворимость, ВСС, ЖУС, гелеобразующая способность, эмульсионная способность (способность стабилизировать ДИСИ), адгезия, когезия, пленкообразующая способность, синерезис (устойчивость гельной сетки в процессе хранения). 

10. Соевые белковые препараты. Систематизация. Особенности состава, ФТС и способов использования.

Белки сои обладают высокой биологической ценностью. В состав соевых бобов входят: белок - 40-42%, жир - 18-20%, углеводы - 30-35%, пищевые волокна - 4-5,5%, зола - 2-5%. Соевые белковые препараты при высоком содержании белка и прекрасной степени очистки, обладают уникальной сбалансированностью аминокислотного состава, не уступают высококачественному животному сырью, включая мясо, молоко и яйцо, по биологической ценности полностью усваиваются в организме. Основное сырье для производства соевых белков - семена сои, или точнее, соевый шрот, получаемый после экстракции масла из семян. При выработке всех видов соевых белков необходимо использовать только тщательно очищенные, здоровые, зрелые, желтые семена, калиброванные по размеру. Качество получаемых соевых белков зависит в первую очередь от качества исходных семян сои. Помимо этого, соевые белковые препараты обладают хорошими функциональными свойствами: эмульгирующей и водосвязывающей способностями, высокой адсорбцией жира и гелеобразованием, вязкостью растворов, способностью образовывать волокна и плёнки и др. При производстве стерилизованных консервов соевую муку добавляют в качестве адсорбента сока, выделяющегося при тепловой обработке, обеспечивая получение более плотного готового продукта. К холодным мясным консервам, паштетам добавляют 2 -3% соевых белковых препаратов, что повышает их пищевую ценность без понижения вкусовых качеств.  Соевая мука - изготавливается путем размалывания и просева соевых лепестков как до, так и после отделения масла. В них обычно содержится от 40% до 54% белка, и она является наименее очищенной формой соевых белковых продуктов. Соевая мука применяется в мясной (производство колбас), хлебопекарной промышленности и при изготовлении сухих хлопьев для завтраков путем добавки непосредственно в тесто. Добавка соевой муки в хлеб улучшает цвет корки, придавая ей золотистый («поджаренный») оттенок. Соевая мука применяется как экономический ингредиент для замены обезжиренного сухого молока и твердых веществ цельного молока. После обогащения лецитинами и жирами соевая мука способна заменить яйца в пекарной промышленности. Соевая мука может быть использована для производства круп. Крупы по составу совершенно аналогичны муке, но имеют больший размер частиц. Соевые крупы улучшают питательные свойства и структуру печенья, галет и специальных хлебных изделий. Они также могут использоваться в смесях с грубо помолотым мясом. Важной областью применения соевых муки и круп является производство продуктов питания для домашних животных.  Соевые белковые концентраты - изготавливаются из лущеных и обезжиренных соевых бобов путем удаления большей части растворимых в воде небелковых составляющих. При полной дегидратации они содержат не менее 65% белка. Существует три типа концентратов: традиционный, комбинированный и высокофункциональный. Традиционные концентраты получают кислотной или водно-спиртовой экстракцией нежелательных компонентов из обезжиренной соевой муки или шрота. Комбинированные концентраты - это смесь соевого концентрата, вырабатываемого по традиционной технологии, с полисахаридами - загустителями (гуаровая мука). Введение загустителя в состав концентрата позволяет увеличить его водоудерживающую способность, не изменяя других функциональных свойств препарата, его растворимость и водоудерживающие свойства препарата в целом. По комплексу функциональных свойств высокофункциональные концентраты практически не уступают белковым изолятам. Применяются во всех видах мясных продуктов. Высокофункциональные концентраты - получают в результате дополнительной гидротермической обработки традиционных соевых концентратов. Гидротермическая обработка приводит к модификации белка, повышает его растворимость и водоудерживающие свойства препарата в целом. Соевый изолят - наиболее часто используемый соевый белок,  производится из лущеных и обезжиренных бобов путем удаления большинства небелковых элементов. Изолированный соевый белок – универсальный, высокотехнологичный, очищенный от углеводов, растительной клетчатки и жира соевый продукт, содержащий не менее 92% белка в абсолютно сухом веществе. Он обладает низкой вязкостью, высокой растворимостью, хорошей жироэмульгирующей способностью и является одним из самых функциональных продуктов соевого белка на рынке. Современные методы экстракции, применяемые при производстве, обеспечивают соевому изоляту полное отсутствие специфического запаха и нейтральный вкус. Изолят характеризуется низким содержанием жира - 0,5% и золы-3,6%. Изолят отличается высоким количеством ионов кальция и магния, которое составляет соответственно 0,15% и 0,09%.  Изолят образует гомогенные гели, характеризующиеся вязкотекучей консистенцией без отделения несвязанной влаги. Наибольшее применение соевые изоляты и концентраты и соевая мука находят в пищевой промышленности в качестве частичной замены мясного сырья. Стоимость такой замены в 4 раза ниже стоимости жилованной (мышечная ткань без костей и жил) говядины, свинины или мяса птицы. Способ применения соевых белков зависит от технического состояния оборудования и вида вырабатываемой продукции. 
11. Белоксодержащие препараты на основе сырья животного происхождения (молочные, коллагенсодержащие, комбинированные). Особенности состава и ФТС. Цель, область и способы использования.

Белоксодержащие препараты животного происхождения - изготавливаются из продуктов переработки: а) убойных животных: - крови и ее фракции; - коллагенсодержащего сырья; - гидролизаты из костного или кератин содержащего сырья; б) молока: - сухое цельное и сухое обезжиренное молоко; - казеинат натрия; - сывороточные белковые концентраты; в) яйца: - цельное яйцо; - пастеризованный меланж;- яичный порошок;  - яичный альбумин. Кровь сельскохозяйственных животных (жидкая соединительная ткань). По биологической ценности она занимает одно из первых мест среди источников пищи. Содержание белка в цельной крови различных животных колеблется в диапазоне 16,59 - 22,25%. Цельная кровь содержит около 150 различных белковых фракций, которые классифицируют в три основные группы: альбумины — 54-65% по массовой доле белка в плазме крови; глобулины - 30-40% по массовой доле и фибриноген - 3-5% по массовой доле. Белки крови не равноценны по аминокислотному составу: так фибриноген является полноценным белком и характеризуется в отличии, например, от гемоглобина, высоким содержанием незаменимых аминокислот (триптофана и метионина). ФТС  крови и её фракций (плазмы, сыворотки), в первую очередь, зависят от их белкового состава. Белки плазмы обладают уникальным комплексом функционально - ​технологических свойств. Они характеризуются хорошей растворимостью и, как следствие, высокой влагосвязывающей и эмульгирующей способностями, а также способностью образовывать гели при нагревании. На базе цельной крови целесообразно готовить эмульсии, предназначенные для введения в мясные системы с целью повышения их стабильности, пищевой ценности и выхода, улучшения структурно - механических свойств. Прочность гелей, образующихся при тепловой обработке плазмы, и ВСС зависят от концентрации белков в системе, величины pH, присутствия солей, температуры и продолжительности нагрева. Белки молока. Содержание белка в молоке колеблется от 2,9 до 3,5%. В состав молока входят две основные группы белков - казеин, содержание которого составляет около 80% и сывороточные белки - около 20%. Белки молока обладают хорошей влагосвязывающей и эмульгирующей способностью. Сывороточные белки образуют гель при нагревании, однако он является недостаточно прочным. Молочные белки могут вноситься как в виде свежих молочных продуктов (цельное молоко, обезжиренное молоко, сливки, молочная сыворотка), так и в виде концентратов, что предпочтительнее с технологической точки зрения. Основными видами молочных белковых концентратов являются сухое обезжиренное молоко, казеинат натрия, концентраты сывороточных белков, а также различные другие препараты на основе молочных белков. Белки соединительной ткани. Основным белком соединительной ткани является коллаген, который при нагревании образует глютин и желатин, обладающие высокими гелеобразующими свойствами. Препараты на основе белков соединительной ткани являются хорошими эмульгаторами, стабилизаторами и по своим функциональным свойствам приближены к мышечным белкам. Наиболее известной коллагенсодержащей белковой добавкой является свиная шкурка, на основе которой готовятся белково-жировые эмульсии для колбасного производства. Вводить такую эмульсию рекомендуется в рецептуры варёных колбас, сосисок и сарделек низкого ценового сегмента, учитывая её отрицательное влияние на вкусовые характеристики и биологическую ценность готового продукта.

ГМО И БИОТКАТАЛИЗ (РУМЯНЦЕВА Г.Н)

1. Генномодифицированные пищевые продукты (ГМ ПП) в России и за рубежом.

Модификация пищевого сырья приобретает особое значение, что связано с совершенствованием пищевых технологий и получением  продуктов с заданными свойствами, в т.ч. сбалансированным по белковому и углеводному составу, а также с необходимостью ( их сроков хранения без потерь качества. Это можно достичь используя биотехнологические методы модификации пищевого сырья, а именно генную инженерию и биокатализ. Развитие ГИ стимулировало появление таких методов, как инфракрасная спектрофотомерия, сканирование в ультразвуке, методы хроматографии, включая нанообменную, гельфильтрацию и т.д. за рубежом, например, в США выращивается ГМ картофель, который при жарке впитывает  меньше жира. В США ТГ соя практически вытеснила обычную. В США разрешается использовать ГМО без ограничений и даже без указаний на маркировке. В Европе %  ГМО меньше, чем в США, что объясняется более сильным контролем их безопасности. Как в США, так и в Европе ТГ продукты стоят дешевле, чем их натуральные аналоги. В странах ЕС продажу ГМО разрешают с условием снабжения их специальной этикеткой. В наше время все больше ГМ ПП присутствуют на рынке России. Чаще всего это соя, картофель, кукуруза, томаты. В нашей стране каждый продукт с измененным геном должен получить специальное государственное удостоверение, подтверждающее его безопасность. В России работают заводы по производству ГМ сои в виде муки, концентрата и изолята, а также продуктов из ГМ риса, кукурузы, картофеля и свеклы для производства сахара. Роспотребнадзор имеет список из > 100 наименований продуктов с применением ГМО.

2. ТГ растения: примеры использования в составе пищевых продуктов.

ГМ соя (бобы, проростки, мука, концентрат, изоляты) используются в производстве мясных и молочных продуктов. ГМ кукуруза используется в производстве попкорна, чипсов, масла, крахмала и сиропов. ГМ картофель: чипсы, крекеры, сухое картофельное пюре. ГМ томаты: томатная паста, кетчупы, соусы, пюре. Различные консервы и овощные пюре с использованием ГМ кабачков и других овощей. Сахар из ГМ сахарной свеклы. Хлеб и хлебобулочные изделия на основе ГМ пшеницы.  ГМ рис: мука, гранулы, хлопья, чипсы. Салаты, консервы, супы с ГМ луком и морковью.

3. признаки, необходимые для использования в составе пищевых продуктов.

Растительное ГМ сырье для пищевых продуктов по основным признакам делится на 3 группы: 1) такие, которые необходимы для возделывания с/х растений( устойчивость к факторам ОС, болезням, вредителям, засухе, засолению почв, а также улучшению минерального питания); 2) представляет интерес для ПП: модификация вкуса и аромата сырья (плодов и овощей), ( продолжительности их хранения, изменение окраски,( количества семян, улучшение питательной ценности компонентов в ПП; 3) входят растения биофабрики, способные синтезировать биополимеры, вкл. Ферменты, а также белки и углеводы пищевого назначения.

4. получение генномодифицированных растений для пищевых продуктов с улучшенными питательными свойствами.

Получение продуктов с улучшенной питательной ценностью, например, фрукты и овощи с ( содержанием витаминов и > питательные зерновые культуры, например, золотой рис, содержащий β-каратин и использующийся в диетическом питании. С развитием ГИ становится ясно, какие метаболические пути являются критическими для биосинтеза витаминов, например, для биосинтеза β-каратина ( провитамина А) в растениях необходимо присутствие фитоинсинтетазы (он участвует в конденсации 2х молекул геранилдифосфата). Так ген фитоинсинтетаза из нарцисса введен в рис и экспрессирован в эндосперм риса. Получен ТГ рапс, синтезирующий ген фитоинсинтетазы, при этом в семенах рапса значительно повышено содержание каратиноидов. Многие виды сырья могут проявлять фармакологическое действие, т.е. тормозить развитие многих заболеваний. К таким природным соединениям относятся сульфорафан из брокколи, инестезин из сои и др. получена ТГ земляника с ( синтезом аскорбиновой кислоты. Новое растение отличалось суперэкспрессий гена дегалактуронатредуктазы.

5. Генномодифицированные соя и горох, как источники белка в пищевых продуктах.
Основной объект для получения растительного белка - -бобовые культуры(соя) и продукты из полножирной сои – соевое масло и мука, которые ранее получали из цельных семян, а позднее из обезжиренных соевых шротов. В РФ сою культивируют в краснодарском крае, ростовской области, на дальнем востоке. На сегодня нет такой культуры, которая бы по количеству белка = сое. Соевый белок – антиаллиментарный( всего 0,5 % взрослого населения имеет аллергию). Он менее аллергенен, чем молочный белок. Новый перспективный источник белка – культура гороха. Его белок отличается ( сбалансированностью по содержанию НАК. Кол-во питательных веществ колеблется в ( пределах: белок: то 26% в гороховой муке, до 40% в соевой; липиды: от 2% в гороховой, до 17% в соевых бобах; углеводы: от 20 до 48%;  клетчатка: 2,2-10%; минеральные вещества: 2,7-3,8%. Содержание жиров в бобах сои значительно выше, чем в бобах гороха. Соевое и гороховое масла представлены следующими кислотами: арахидоновой, стеариновой, линолевой, пальминовой. Общая сумма ненасыщенных ЖК сои и гороха=80-86%, насыщенных – 14-20%. Помимо белков и липидов осн массу сои и гороха составляют углеводы: простые сахара, олигосахариды и полисахариды( крахмал, целлюлоза, гемицеллюлоза).

6. Трансгенные помидоры, цель создания и новые свойства

Из ГМ сырья одним из первых искусственных видов считают помидоры. Их основным свойством является способность храниться месяцами в недозрелом виде пи температуре 12 С, но как только их помещают в тепло (спелые. Сейчас созданы помидоры, в которые вживлен ген североамериканской плоской рыбы, помидоры с привитыми генами глубоководных акул, которые хранятся при комнатной температуре 6 месяцев. Можно вырастить «кубические» помидоры (легко укладывать и транспортировать. Представляет интерес получение томатов с улучшенным качеством плодов за счет включения в ДНК контролирующего синтез полигалактуроназы- фермента, участвующего в разрушении пектина, который находится в межклеточном пространстве ткани. Продукт с включением ДНК – гена синтезируется в период созревания плода, а увеличение полигалактуроназы( томаты более мягкие. Регулирование сроков созревания можно осуществить за счет использования гена – этиленформинэнзима, продуктом которого является фермент, участвующий в биосинтезе этилена. Этилен – вещество, одной из функций которого является контроль за процессом созревания плодов. 

7. Генномодифицированные плоды и ягоды (яблоки, груши, земляника) с заданными  качественными свойствами.
В Калифорнии с помощью генной модификации выращены яблони с диетическими яблоками ( низкое содержание сахара и на 45 %( калорий). Что касается сахара – он появляется  плодах путем образования сорбитола. Таким образом, ГМ сырье, используемое в продуктах питания, позволяет улучшить их лечебно – диетические свойства. Многие виды сырья могут проявлять фармакологическое действие, т.е. тормозить развитие многих заболеваний. К таким природным соединениям относятся : сульфорафан из брокколи, инестезин из сои и др. В настоящее время получена ТГ земляника с увеличенным синтезом аскорбиновой кислоты. Новое растение отличалось суперэкспрессией гена дегалактуронатредуктазы. В настоящее время предложена модификация яблонь и груш для повышения устойчивости к инфекциям. В геном яблони и груши вводят ген редьки. Эти антибактериальные вещества защищают редьку в период прорастания. Для улучшения вкуса плодов в геном яблони и груши вводят ген суперсладкого белка – тауматина, выделенного из тропических растений. 

8. положительные  и отрицательные аспекты использования пищевых продуктов на основе генномодифицированного сырья.
Положительные: ГМ белки, включая соевые целесообразно применять даже для детского питания: легко усваивается, однако присутствие таких углеводов, как стахноза в гороховом концентрате ограничивает применение данного вида белоксодержащего продукта.

Отрицательные: 1. Введение в пищевую цепочку человека ТГ продуктов может привести к распространению новых болезнетворных бактерий : при вставке «полезных» генов в определенную цепочку ДНК, туда могут попасть различные сопутствующие гены, например, ген устойчивости к антибиотикам; 2. В результате широкого распространения лекарственные препараты антибиотического действия могут оказаться бессильными против «мутированных» бактерий. Кроме того, трансформация организмов может сопровождаться непредсказуемыми сопротивлениями и собственным накоплением в организме токсических веществ. В США в качестве пищевой добавки употребляли триптофан, полученный из ТГ растений. 3. Употребление ГМО может вызывать аллергию, также как чужеродные белки, синтезируемые ТГ организмами. 

9. Генная  модификация промысловых рыб

Уделяется большое внимание генной модификации промысловых рыб.  В США разработан способ разведения радужной форели ( рыба приобрела третий набор хромосом и стала расти быстрее. Форель бесплодна, т.е. не тратит энергию на размножение, а только на увеличение массы. В США вывели культуру лосося, внедряя в ДНК гены отвечающие за гормон роста рыбы. Это касается двух фрагментов ДНК: 1. Заимствован у бендюги (семейство тресковых) способствует активности генов, который отвечает за синтез гормона роста; 2. представляет собой ген, отвечающий за продолжительность жизни рыбы. 1+2 – вырабатывает гормон даже когда период роста обычных рыб завершается ( рыба достигает товарного размера за 18-24 месяца, тогда как не модифицированным требуется 30 месяцев. Имеются трудности на реализацию ТГ лосося. Так существует предположение, что ТГ лосось появился на мировом рынке и даже в России. 

10. мясные продукты, включенные в состав генномодифицированной сои.

Мясные и молочные продукты в настоящее время в той или иной мере включают модифицированное сырье. Для этих продуктов в большом объеме используется ГМ соя, горох, чечевица. Мясные продукты включают в качестве заменителя мясного сырья ГМ компоненты (до 40%), хотя  других странах ограничение на ввод ГМ компонентов ограничивается 3-15%. Введение ГМ сои удешевляет продукцию, однако это введение не всегда равноценно. 

11. Генномодифицированные компоненты молочных продуктов

Свёртывание молока при производстве сыра может идти двумя путями: с помощью сычужного фермента реннина или молочной кислоты, которую вырабатывают молочнокислые бактерии, входящие в состав заквасок.  В Великобритании специально выведены коровы, молоко которых идеально подходит для приготовления сыра Чедер. В России есть экспериментальные стада овец, которым был введен ген быка и теперь в их молоке продуцируется рениноподобный фермент для производства твердых сортов сыра. В настоящее время в Шаховском районе на ферме выращивают ТГ коз, которые дают молоко с повышенным содержанием лактоферина. Это новое направление в ГИ. Этот метод способствует улучшению свойств молока за счет синтеза ценных в медицинском аспекте БАВ, например, протеинов различной направленности действия и латоферина – природного бактерицидного белка, являющегося природным антибиотиком. Особое внимание уделяется получению ГМ коровьего молока повышенной жирности. Оно может использоваться как отдельный продукт, так и в составе многих молочных продуктов. В организме КРС можно увеличить, наряду с лактоферином синтез и других ценных веществ, содержащихся в молоке. В Великобритании, например, специально выведены коровы, молоко которых идеально подходит для приготовления сыра чеддер. В России есть экспериментальные стада ТГ овец, которым был введен ген быка и теперь в их молоке продуцируется рининопобный фермент для производства твердых сортов сыра. Особую значимость приобретает получение молока максимально приближенного по составу к материнскому молоку. Необходимо исключить несколько генов из человека и ввести в геном коровы. За рубежом такие животные уже созданы. На основе молока ГМ коров разработаны молочные смеси – заменители грудного молока. Т.О.коровье молоко является ГМ продуктом, обладающим не только питательными, но и лечебно- профилактическими свойствами. В Америке из молока ГМ коз получают препарат человеческого белка – антитромбин. Дефицит этого белка в организме человека приводит к возникновению тромбов. Также в США из молока ГМ с/х животных получают препараты для лечения гемофилии, антиневротического отека, дефицита альфа – антитрипсина и др.заболеваний.

12.Технология получения клонированных цыплят для использования в пищевых целях.
Технология клонирования: специалисты выделяют и размножают эмбриональные и стволовые клетки донора, из которых с ростом эмбриона развиваются все ткани ( имплантируют клетки в яйцо. Для массового производства таких цыплят используются машины, способные за 1 час ввести инъекции в 50 тыс.яиц.

13. Направленый биокатализ: суть и использование в модификации сырья.
Биокатализ – основа ферм модификации сырья. Это направление одно из ведущ в мире биотехнологии, изуч воздейств-е ф-та на субстраты, в т.ч на субстраты пищ сырья. Суть: способность ферм МО, Р, Ж, выдел из живого организма, ускор биохим процессы, происх при переработ различ видов пищ сырья и отдел субстратов в технологии ПП. Использование: развит данного направл способств появл на мир рынке новых очищ ФП, получ методом МБ синтеза из актив природн продуцентов, в тч с исп ГИ и клеточн инженерии. Давно с успехом исп в пищ пром ФП гидролит дейсвт-я: амилаз, протеаз, целлюлаз, гемицеллюлаз, пектиназ, а также ФП негидролит действ-я: трансэлиминаз, эстераз. Широкий ассортим биокатализаторов позвол создать композиции из неск ФП, позвол наиб полно катализир биохим превращ-е субстратов 1) либо в целевой ПП, 2) либо освобожд его от нежелат сопутствующ в-в, делая его более очищ и примен для исп в питании человека. Примеры: 1) получ пищ Б. 2) препаратвы пищ волокон из растит сырья и ВСР. Оба продукта яв-ся модифицир ингредиентами множества ПП.
14. концепция и основные положения направленного биокатализа

Сейчас российскими учеными сформирована научная концепция направленного биокатализа, в основу которой была положена гипотиза, заключающаяся в целесообразности подбора ферментных препаратов по абсолютной или групповой субстратной специфичности и механизму каталитического действия в условиях ограниченного ферментативного процесса. Целью реализации данной концепции является идентификация технологических процессов, а также модификация сырья в производстве ПП с заданными показателями выхода и качества.  1) Использование биокатализа в пищевой технологии имеет ряд задач: ( выхода продукции (вино, соки, пиво, пищевые экстракты, добавки); улучшение качества готового пищевого продукта за счет модификации сырья (мясопродукты, сыр и др. молочные продукты, различные виды чая, пюреобразные плодоовощные консервы); одновременное ( выхода и улучшение качества продуктов (вино, пиво, хлеб, сахаристые продукты, эфирные масла, пищевой белок, пектины, агар); модификации свойств готовых продуктов, например, белковых препаратов с заданными функциональными характеристиками, а также препаратов полисахаридов, в т.ч.высокой и низкой этерифицированных форм пектина; ускорение технологических процессов, например, фильтрации при получении виноматериалов, пищевых экстрактов, соков и др.; наиболее полное использование пищевых ресурсов так называемых вторичных сырьевых ресурсов (ВСР); 2) Выбор ферментов для модификации сырья, используемого в пищевых продуктах. Для каждого вида используемого пищевого сырья, с учетом его химического состава и особенностей обработки необходимы ферменты специфичные к субстратам сырья. При получении мясных и молочных продуктов, содержащих большое количество белка, требуются специфичные протеазы, активность которых достаточна для перехода высокомолекулярных белковых веществ из нерастворимой формы в низкомолекулярную – растворимую. – При получении пищевых продуктов из растительного сырья (соки, вина, экстракты), содержащего большое количество полисахаридов. Например, целлюлозы, гемицеллюлозы, пектины, наряду с гидралазами необходимо действие пектинтрансэлиминазы, обеспечивающей ( молекулярной массы и переход пектина в растворимую форму. – В бродильных производствах( пиво, спирт, квас) необходимо воздействие на сырье комплекса амилаз (альфа, бета, гамма). Это могут быть собственные ферменты (эндоферменты) солода и вносимые ферментные препараты микробного происхождения, если используется несоложеное сырье. – В хлебопечении комплекс амилаз осуществляет модификацию сырья за счет гидролиза крахмала, т.е. происходит осахаривание сырья для последующего дрожжевого брожения. Целесообразно также использовать комплекс ферментов, катализирующих гидролиз некрахмальных полисахаридов :  целлюоазы, гемицеллюлаз и пектина до низкомолекулярных продуктов гидролиза, в том числе мальтозы и глюкозы, сбраживаемых хлебопекарными дрожжами. – Для улучшения качества различных видов чая необходим частичный гидролиз структурных полисахаридов клеточной стенки чайного листа за счет действия пектинтрансэлиминазы и целлюлазы. – Технология эфирных масел, процесс биокатализа основан на действии β-глюкозидаз, осуществляющих гидролиз предшественников ароматического ряда, находящихся в растениях в гликозидно-связанной форме. 3) Выбор ФП для процесса биокатализа определяется поставленной задачей: - глубиной гидролиза субстрата, составом и свойством продуктов ферментативной реакции являются целевыми продуктами; - особенностями гидролиза компонентов сырья в рамках конкретной технологии – хлебопечении, сыроделии, пивоварении. 4) Важный аспект модификации пищевого сырья это синергизм действия ферментов. Синергизм выражает не суммарное действие, а сверх эффект полученный в результате действия нескольких ферментов по - сравнению с индивидуальными. Например, действие β-глюкозидазы + целлюлолитическими ферментами (эндо- и экзодействия) приводит к разрушению одновременно гликозидно связанных форм эфирных масел и клетчатки и => к сверх увеличению целевого продукта и эффекту улучшения его качества. Природа синергизма выражается во взаимном увеличении скорости и глубины гидролиза, например, действие целлюлазы до глюкозы при совместном действии целлюлазного комплекса : эндоглюканазы, экзоглюканазы и β-глюканазы, по – сравнению с индивидуальным действием этих препаратов. 

15. Параметрическая модель направленного биокатализа – взаимосвязь управляющих и управляемых параметров.

Биокатализ-подбор ферментов с учетом субстратной специфичности,механизма каталитического воздействия,кенетических параметров Vmax Km ,активности фермента,а также создании инзимных композиций,проявл синергизм действия в оптим усл pH ,t с целью интесификации технологических процессов и получения продуктов с заданными показателями выходя и качества.

Осн.положения:


Осуществляется в соответствии с параметрической моделью  определяющей характер взаимодействия управляющих и управляемых параметров.

СВЕРХУ(возмущающие параметры)

1.колебания в химическом составе сырья

2. особенности механизма действия м.ф

3. различие субстратной специфичности фермента

4.отклонение состава МФП

СПРАВА(управляемы параметры)

1.выход продукта

2.показатели качества:содержание белка

3.содержание углеводов

4.степень полимеризации белков и углеводов

5.ВУС

6.ККГ

7.желирующая спасобность

8.степень эритрификации(пектин)

9.комплексообразующая спасобность

10.степень связывания стронция

СЛЕВА(управляющие параметры)

1.катал активность

2.Vmax
3.Km
4.t
5.pH
6.гидромодуль

7.Композиция мф E/S1+E/S2…..E/Sn
8. тао (буква)

СНИЗУ(Измеренный и рассчитанные параметры)

1.активность мФ

2.массовая доля влаги

3.массовая доля экстрагируемых вещ-в

4.содержание основного и сопутствующего сырья

5. опрделения показателя качества продукта

6.биокатал

Математическое описание процесса направ биок – это совокупность эксперементальных данных отражающих соотношение между управляющими и управляемыми параметрами и выбранными критериями выхода и качества продукта биокатализа.

Представленная модель имеет вид:yi=fi(x1…xn),где i= 1..n
Математическая модель направленного биокатализа основана на изменение пределах х, кот устанавливают экспериментально.

Методология включает в себя подбор не только специфичности ферментов но и режимов биокатализа

Для обработки растит,жив,микробного сырьевых источников так и нетрадиционных источников включая вторичные сырьевые ресурсы, с целью получения различных продуктов и ингредиентов. Промышленный направленный биокатализ основан на совокупности данных обуславливающих совершенство традиционных и создание новых технологий в пищевой, легкой, фармацевтической  промышленности и бытовой химии. В промышленной концепции направленного биокатализа существует  понятие – ограниченного биокатализа -с целью сохранения природных качеств и свойств  и выхода продукта.(в технологии пищ белков процесс идет до состояния растворимых форм, а не конечного продукта - аминокислот; в технологиях пектина, продолжительность ферментационного процесса обусловлена максимальным выходом продукта и сохранением желирующих свойств). Использование измененных композиций включающие  ферменты непосредственно действующие на субстрат – предшественники готового продукта, то и комплекс ферментов разрушающих структуру клеточной стенки растения(целлюлаза, ксилоназа, глюканаза)(Действие беттаглюканазы приводит к увеличению выхда эфирных масел и улучшению их качества, за счет освобождения глюкозидносвязанных форм) Направленный биокатализ решает экологические проблемы. В том числе замена кислотного и щелочного гидролиза на ферментативный.

16. Кинетические показатели ферментативных реакций. Понятие «насыщение» фермента субстратом.

Кинетика ферментативных реакций отличается от неферментных очень важной особенностью – явлением «насыщения» фермента субстратом. При низкой концентрации субстрата скорость реакции ( пропорционально концентрации субстрата, т.е. реакция I порядка, т.е. при дальнейшем ( количества субстрата скорость реакции замедляется, т.е. реакция приобретает нулевой порядок. Происходит «насыщение» фермента субстратом. Эффект «насыщения» был доказан Михаэлисом и Ментеном и является основой кинетики ферментативных реакций. Кинетика ферментативных реакций основана на том, что фермент Е реагирует с субстратом S в результате чего происходит образование комплекса ES, который затем распадается на свободный фермент и продукт ферментативной реакции.Е+S=2к1 ES; ES= Е + Р. К1 – К4 – константы скорости прямой и обратной реакции. Константа Михаэлиса – Км – основной показатель в кинетике ферментативной реакции.  Константа равна концентрации субстрата, в которой скорость реакции составляет ½ от max. Км характеризует сродство фермента к субстрату и позволяет судить о его субстратной специфичности, что очень важно в процессах энзиматической модификации пищевого сырья. Другим показателем действия фермента как в живой клетке, так и выделенного из нее, является каталитическая активность. Определение активности ферментов проводят в оптимальных условиях для действия ферментов (рН, t-ра, концентрация фермента и субстрата). Обязательным условием является фактор, учитывающий концентрацию субстрата. Она должна быть на уровне или превышать концентрацию, при которой наблюдается «насыщение» субстратом. В этом случае начальная скорость реакции имеет I порядок и зависит только от концентрации фермента, т.е. определение активности фермента – это определение скорости образования конечных продуктов реакции. Например, в процессе гидролиза крахмала / целлюлозы определяется количество глюкозы. По международному соглашению за единицу ферментативной активности принимается количество фермента, способного в стандартных условиях превратить 1 ммоль субстрата в продукт реакции за 1 мин, при температуре 25 С и оптимальных условиях рН для действия данного фермента. Удельная активность фермента – число единиц ферментной активности в расчете на 1 мг белка. Обычно уровень белка в ферментных препаратах составляет 4-40 %, в зависимости от степени очистки препарата =>величину удельной активности фермента используют также как критерий очистки препарата. Чем ( удельная активность, тем ( степень его очистки. Для ферментативной реакции зависимость скорости процесса от концентрации фермента и субстрата выражается уравнением Михаэлиса – Ментена : Vmax[S]/ Km + [S], где Vmax – максимальная скорость гидолиза; Km – const Михаэлиса; [S] – концентрация субстрата. Уравнение выражает количественное соотношение между скоростью реакции и концентрацией субстрата при условии, что Vmax и Km – известны. Согласно уравнению Михаэлиса – Ментена, при избытке субстрата скорость реакции не зависит от его концентрации, т.к. при увеличении концентрации субстрата ( концентрация ферментно – субстратного комплекса ES, до тех пор пока не свяжется весь свободный фермент.
17. Понятие «ограниченного» биокатализа в производстве пищевых продуктов. 
«Ограниченный» биокатализ. Примеры: 1) в технологии чая,  агара, витамина Р ф-тативный гидролиз ПС (пектин, целлюлоза) осущ частично – до состояния разрушенных клеток, но не до конечных продуктов – полигалактуроновой к-ы и глюкозы; 2) при получ-и Б препаратов процесс гидролиза субстратов «ограничивают» получ раствор форм, но не АК (max выход и заданные ФТС продукта;3) в технологии высокоэтер-го пектина разрушение протопектина идет до раств состояния:  при этом сохр прир желир св-ва. Для получения низкоэтер-ой формы пектина процесс деэтерификации «ограничивают» достижением заданной ст этериф; 4) для получения пищ волокон действие амилазы «ограничивают» до получения раствор декстринов, а протеазы – до раствор пептидов.
18. синергизм действия ферментов (на примере системы целлюлазы).

Важный аспект модификации пищевого сырья это синергизм действия ферментов. Синергизм выражает не суммарное действие, а сверх эффект полученный в результате действия нескольких ферментов по - сравнению с индивидуальными. Например, действие β-глюкозидазы + целлюлолитическими ферментами (эндо- и экзодействия) приводит к разрушению одновременно гликозидно связанных форм эфирных масел и клетчатки и => к сверх увеличению целевого продукта и эффекту улучшения его качества. Природа синергизма выражается во взаимном увеличении скорости и глубины гидролиза, например, действие целлюлазы до глюкозы при совместном действии целлюлазного комплекса : эндоглюканазы, экзоглюканазы и β-глюканазы, по – сравнению с индивидуальным действием этих препаратов. Синергизм действия может наблюдаться в различных комбинациях эндо- и экзо-ферментов (эндо-эндо, эндо-экзо, экзо-экзо), но в любом случае одна из целлюлаз значительно отличается от другой по способности адсорбироваться на субстрате. Ферменты, близкие по сорбционной способности, при соединении не проявляют синергизма. Синергический эффект целлюлаз значителен: степень расщепления субстрата увеличивается в 2,5-2,8 раза.
Коэф-т синергизма – отношение скорости образ-я прод гидролиза при одноврем действии ф-тов к сумме скоростей их индивид дейст-я. Явление синергизма наблюд при опред соотнош этих ф-тов. Константа синергизма Кс  зависит от нач концентрации субстрата. При ↑ [субстрата]( ↓Кс. При Кс = 1 (синергизма нет. № причины возникновения синергизма: 1) снятие ф-том ингиб дейст-я промежут прод гидролиза, 2) прямое влияние ф-тов на специф активн друг друга , посредст образ-я ферм – субстрат комплекса. 3) когда продукт действия одного ф-та яв-ся субстратом для действия другого без допол вз-ий м/д ф-тами.

19.   Понятие «эффективности» действия ФП в процессе модификации растительного и животного сырья.  
Оценка эффектив-ти действия ФП на сырье выражает интенсивность и глубину фермент-го разрушения биологического материала. Оценка эффективности действия ф-та выражается в ↑выхода продукции или улучш показат кач-ва: 1) пектиназы позвол получить ↑выход сока или виноматериалов за счет разрушения кл стенки; 2) амилазы и глюкоамилазы позвол получ сахарист продукты – глюкозн и мальтоз сиропы с различн задан соотношением сахаров; 3) глюкоизомеразы обуславл переход одного сахара в др.; 4) β- глюкозидазы ( получ ароматич ПД при отщепл глюкозы от молекулы предшественника (эф.масло); 4) для улучш кач-ва мяса исп трипсин, пепсин, папаин, бромелин.   

20. Цель и задачи биокаталитической модификации сырья

Методология направленного биокатализа для интенсификации биохимических превращений в процессах переработки растительного сырья предусматривает следующие цели: 1. Наиболее полное использование сырьевых ресурсов, в том числе вторичных : солодовой дробины, яблочных выжимок, свекловичного жома, пшеничных отрубей, соевой окары и т.д.; 2.  Увеличение выхода продукции и/или улучшение ее качества: например, получение эфирных масел, агара, различных видов чая, биологически-активных экстрактов, пищевых добавок в виде препаратов белка, пектина, пищевых волокон; 3. Получение готовых продуктов с заданными функциональными характеристиками – белковых препаратов с улучшенной растворимостью, пектинов в высоко- и низкоэтерифицированной форме, в том числе радиопротекторного действия и т.д.; 4. решение экологических проблем, в том числе замена кислотного и щелочного гидролиза на ферментативный (пектины, белки).
21. Суть ферментативных реакций (катализируемая и не катализируемая). Энергетическая схема. В настоящее время идентифицировано примерно 1000 ферментов микробного происхождения, многие из которых выделены в чистом виде и установлен механизм их действия на субстраты. Любая ферментативная реакция имеет переходное состояние, которое характеризуется высокой свободной энергией.
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Фермент ускоряет химические реакции, ( свободную энергию активации. Связывание субстрата с ферментом приводит к переходному состоянию, которое характеризуется меньшей энергией активации по сравнению с переходным состоянием некатализируемой реакции.

22. Протеолиз как способ модификации белоксодержащего пищевого сырья

Протеолиз – процесс гидролиза пептидных связей, катализируемый протеолитическими ферментами. Для осуществления протеолиза необходимо использовать такие ФП и сформировать такие мультиэнзимные композиции, использование которых позволяет проводить расщепление белковой молекулы, с образованием свободных аминокислот и пептидов различной молекулярной массы. В результате ферментативной реакции можно получить продукт с большей / меньшей степенью растворимости белка.

В зав-ти от строения актив центра: амино и карбоксипептидазы, катализир соотв отщепление N и С – концевых АК, а также дипептидазы и катализ их отщепл соотв с отщепл N и С – концев АК; 2) экзопептидазы – отщепл АК с конца полипептид цепи. По хим строению: 1) Сериновые протеиназы – живот происх трипсин химотрипсин тромбин эластаза и др. 2) Тиоловые – растит происх папаин химопапаин фицин и бромелаин. 3) кислые (карбоксил) – пепсин и родств ему протеиназы жив происх. 4) Ме- протеиназы – микроб и нейтр протеиназы и некот протеиназы животн происх. На скорость ферм р-ций, катализир протеолит ф-тами влияет прост структура белка: чем ↓ст упорядоченности ( ↑ скорость р-ции. На нач стадии гидролиза натив Б часть пептид связей ост недоступной для действия ф-тов из-за наличия упорядоченности структур: 2,3,4. Процесс получ прод модиф с учетом дальнейш исп их либо в виде гидролизата, либо в виде гидролизн муки позволяет ориентир дан прод в различ пищ отраслях. Произв-во пищконцентратов мясн и мол прод, мучн кондитер изделий, напитков и т.д.  При применении белк прод необх учитывать влияние белк компонентов на технологию процесса. Для этого подбир ФП, кот позвол получ прод модиф с опред задан св-вами. 

23. Принципиальная технологическая схема получения белковых изолятов на основе биокатализа
В качестве ФП для обработки белоксодержащего сырья исп-ют Ф протеолитического действия микробиологического проих-я, в частности нейтразу. Действие данного ФП обуславливает переход белковой части сырья в экстракт. Кроме протеолитич Ф исп-ся микробная амилаза (Промальт) и целлюлаза (Целлюкласт). Такой подход обеспечивает гидролиз крахмала и структурных полисахаридов сырья (max выход Б в экстракт. Ферментативный процесс проводят при оптимальных режимах действия препаратов: Нейтраза – t=40-50С, рН=7,для комплексного препарата Промальт, включающего амилазу, глюканазу, протеазу t=65-70С, рН – естественный для сырья (5-6). Учитывая, что оптимум действия целлюлазы не совпадает с естественным рН сырья, требуется подкисление до рН оптимального. Продолжительност ферментативного процесса на 1 этапе 1,5-2 часа, на втором 2-4 часа, затем инактивация, затем гидрализат (экстракт) отделяется от твердой фазы и подается в спец емкость, где проих осаждение Б из экстракта и изоточке (4-4,7) для этого р-р подкисляют одной из пищ кислот (лимонная, аскорбиновая и др.).  Процесс длится 1-1,5 часа при комнатной температуре(осадок отстаивается в холодильнике (8 С) в течение нескольких часов для его формирования. Осаждение Б также может происходить из концентрата Б, полученного методом ультрафильтрации (мембран технология). Отделение осадка от Б проводят центрифугированием(4000 об/мин). Полученный сырой остаток Б промывают водой и в случае необходимости нейтрализуют NaOH. Высушивание проводят методом распыления. Режим сушки распылением t на входе 132 С, на выходе 60-65 С. Р-р распыляют форсункой и капли, падая с высоты 5 м превращаются в порошок. «-« - высокая t в начале процесса, что приводит к потере ФТС Б. Готовая форма Б в виде изолята – белый порошок.
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24. Мясопродукты: получение с использованием ферментных препаратов протеазы и липазы животного, растительного происхождения.

С целью ускорения процессов автолиза в технологии мяса в последние десятилетия применяют промышленные ФП, обладающие протеолитической, в т.ч коллагеназной активностью. Получение высокого эффекта от применения ФП с целью улучшения качества мяса эти препараты должны иметь следующие свойства:1. вызывать изменения в соединительной ткани, расщепляя не только коллаген, но и мукополисахаридный комплекс; 2. способствовать повышению устойчивости соединительной ткани к нагреву; 3. действовать в слабокислой или нейтральной среде с max активностью; 4. быть безвредными для человека. Несмотря на сравнительную новизну ферментного способа обработки мяса, он нашел широкое применение в мясоперерабатывающей промышленности ряда стран — США, Канаде, Англии, Франции, Германии и др. Внесение ФП, обладающие протеолитической активностью в мясное сырье позволяет достичь: 1.ускорение послеубойного созревания мяса; 2. улучшение консистенции и сочности мяса; 3. ( объема выработки высококачественных натуральных мясных изделий, мясных паст, эмульсий, гидролизатов, применяемых в качестве белковых обогатителей различных пищевых продуктов в т.ч лечебного питания; 4. рационального использования мясных ресурсов. Целесообразно подвергать ферментативному гидролизу грубое жесткое мясо плохо поддающееся ферментной обработке в основном полученное от убоя старовозрастных животных или выращенных с нарушением технологии откорма. В обычных условиях говядина считается созревшей через 10-14 дней выдержки при 2-4*С. При обработке протеолитическими ферментами срок созревания говядины сокращается до 1-2 суток. При этом происходит частичная деградация белков, мясо становится более мягким, улучшается его вкус, аромат и другие органолептические показатели. Для улучшения качества мяса используют протеолитические ферменты животного происхождения, такие как трипсин и пепсин (ферменты ЖКТ), а также растительные ферменты — папаин из сока дынного дерева, бромиллин из плодов ананаса, фицин из инжира, можно также использовать микробные ферменты, полученные из активных продуцентов — микроскопических грибов, а также бактерий и актиномицетов. За рубежом в США и Японии ФП вводят еще при жизни скота за 10-30 мин до убоя, а также применяют шприцевание растворами ферментов мяса после убоя. На практике используют также погружение кусков мяса в раствор ферментов. Нередко ферменты наносят на полиэтиленовую пленку, в которую упаковывают продукт. В США и Европе выпускают порошкообразные и жидкие размягчители мяса. Жидкий препарат выпускают в виде растворов готовых к употреблению или концентратов, подлежащих разбавлению. В связи с ограниченностью животного сырья, а также возможно его зараженностью и высокой обсемененностью большой интерес для обработки мяса представляют растительные или микробные ферменты.

25. Суть модификации пищевого сырья полисахаридной природы

Из крахмала путем его переработки могут быть получены многие пищевые продукты. Различают 3типа крахмалопродуктов: 1. При сохранении свойств крахмала в клейстерной оболочке (искусственное саго); 2. Продукты, содержащие малоизмененный крахмал, например, полученный при клейстеризации; 3. Продукты, получаемые путем кислотного, ферментативного гидролиза крахмала. при неполном кислотном гидролизе получают декстрины или патоку; при юолее глубоком и полном гидролизе – глюкозу. Модифицированные крахмалы разрешены в РФ для применеия в производстве пищевых продуктов. Согласно СанПиН насчитывается более 20 видов модифицированных крахмалов. Модификация позволяет получать жидкокипящие, растворимые, экструзионные.  Набухающие крахмалы применяют для производства пудингов, сухих смесей для кексов, взбивных кондитерских изделий, в мясных полуфабрикатах, как связующие вещества и стабилизаторы влажности. Некоторые модифицированные крахмалы почти не отличаются по своим свойствам от природных. Крахмалы, получаемые путем сильного изменения их природных свойств относятся к набухающим, Термически – расщепленным, ферментативно – гидролизованным. Фосфотированние крахмала позволяет получить клейстеры с повышенной устойчивостью к перемешиванию, низким  рН, способностью храниться в замороженном виде и затем оттаивать. Ацетилированные крахмалы - ( вязкость их клейстеров, но ( стабильность и пленкообразующую способность. Такие крахмалы применяются как структурообразователи и загустители. Стабилизированные крахмалы – продукты, химической модификации функциональнми реагентами, с образованием простой или сложной эфирной связи по гидроксильным группам глюкозных остатков. Эти крахмалы имеют пониженную температуру клейстеризации, высокую растворимость, повышенную прозрачность, стабильность геля. «Сшитые» крахмалы – получают при смешивании поперечных молекул крахмала между собой в результате взаимодействия их гидроксильных групп с помощью различных органических реагентов. При этом упрочняется трехмерная сетка геля, но ( растворимость такого крахмала. Крахмалы, модифицированные кислотами (жидкокипящие) получают при нагревании водных растворов  крахмала с HCl, H3PO4,H2SO4… при t-ре не превышающей точку клейстеризации. Отличительной особенностью таких крахмалов является то, что их клейстеризованные растворы в нагретом состоянии имеют значительно меньшую вязкость, чем у обычных крахмалов. После охлаждения их растворы образуют прочные студни. Ферментативные крахмалы получают за счет действия амилолитических ферментов (амилазы микробного происхождения). Амилаза микроорганизмов занимают одно из ведущих мест среди других ФП по объему производства и сфере их применения. 3 основные группы ферментов амилолитического действия: 1) эндоамилаза (α-амилаза); 2) экзоамилаза (β – амилаза, глюкоамилаза); 3) ферменты, действующие на разветвленные цепи в структуре крахмала, расщепляя β – 1,6 гликозидные связи. Такая реакция приводит к получению линейных цепочек крахмала различной длины. α-амилаза беспорядочно гидролизует α – 1,4 гликозидные связи в молекуле крахмала с получением олигосахаридов различной длины цепи. β – амилаза осуществляет гидролиз β – 1,4 гликозидных связей в молекуле крахмала, декстринов с нередуцирующего конца линейной цепи с получением в качестве конечного продукта – дисахарида – мальтозы. Глюкоамилаза, как экзофермент ответственна за отщепление глюкозы с нередуцирующего конца цепи. Различие α и β амилаз определяет область и применения в процессе модификации крахмала в производстве сахаров. 
26. Ферментные препараты, используемые для модификации растительного сырья (целлюлазы, гемицеллюлазы).

с момента получения 1ых ФП целлюлазы в Японии из культуры гриба Trihoderma viride, а затем в США из гриба Aspergilus niger основным направлением их использования считалось получение простых сахаров путем модификации целлюлозосодержащих отходов пищевых производств и с/х. Однако, это направление не получило должного развития, т.к. промышленные препараты целлюлазы не способны полно гидролизовать целлюлозу лигнинсодержащих отходов. В настоящее время основное направление использования целлюлазы – это модификация пищевого сырья. В Японии и Италии разработана технология с использованием целлюлозы продуктов мгновенного приготовления (instant). Овощи, обработанные целлюлозой и высушенные в потоке нагретого воздуха приобретают первоначальный вид и форму при погружении в теплую воду. Овощи размягчаются без варки и готовы к употреблению через несколько минут. Такой же эффект – обработка целлюлазой клейкого риса. Клеточные стенки разрушаются целлюлазой, легко впитывают влагу при добавлении кипящей воды и тем самым достигается однородность продукта готового к употреблению.  Другой аспект применения целлюлазы и комплексных препаратов, разрушающих клеточную стенку – модификация растительного сырья с целью выделения ценных веществ. В Японии, США, РФ используют для получения белков, в основном из соевых бобов. В Аджарии целлюлазу используют для обработки сырья в технологии чая, а также в виноделии для обработки виноградных выжимок. В технологии крахмала, разрушение паренхимной ткани картофеля позволяет ( выход продукта > чем на 20%. Гемицеллюлазные препараты. С помощью этих ферментов можно получать глюкозу и пентозы. Эффект от применения этих препаратов заключается в том, что они позволяют повысить выход ряда традиционных продуктов без дополнительных затрат на сырье за счет появления дополнительных резервов сахаров в обрабатываемом сырье в результате гидролитического расщепления гемицеллюлоз. Гемицеллюлозы являются очень широко распространенными в природе полисахаридами, состоящими из различных моносахаров. К гемицеллюлозам относятся в-глюканы, глюкоманнаны, маннаны, галактуронаты, ксиланы и др. В природе есть десятки тысяч микроорганизмов-продуцентов гемицеллюлазных ферментов, которые относятся к самым разным таксономическим группам микроорганизмов. В лабораториях и промышленных условиях получают гемицеллюлазные препараты поверхностным и глубинным способом на основе различных видов микроорганизмов.
27. Мацерация как основной способ модификации плодов и овощей в производстве соков и консервов. Биокатализ применяют при получении соков, пюреобразных продуктов и экстрактов из плодоовощного сырья, а также БАД : витаминов, пектина, пищевых волокон. Использование ферментов в этой области можно разделить на несколько направлений. Одним из них явл. Мацерация растительной ткани за счет действия пектинтрансэлиминазы и эндо-полигалактуроназы. Эти ферменты используются в производстве пюреобразных продуктов и гомогенизированных соков с мякотью. Мацерация — процесс отделения растительных клеток друг от друга за счет разрушения межклеточных пектиновых веществ. В настоящее время к мацерирующим ферментам относят: пектат- и пектинтрансэлиминазы (ПТЭ), а также эндополигалактуроназы растительного и микробного происхождения. Оптимальная концентрация для ферментативной обработки плодоовощного сырья составляет 0,5% к массе сырья. Отмечено, что даже при высоких дозировках препарата мацерация плодовой ткани не превышает 50%, поэтому предложено использование композиции ферментов, включающих препарат Мацерин Г20Х и Целловиридин Г20Х. При введении в сырье этих ФП в оптимальных дозах, выход плодоовощного пюре достигает 95-96%.

28. Основные режимы ферментативной обработки сырья, их пределы.

В качестве ФП для обработки белоксодержащего сырья используют ферменты протеолитического действия микробиологического происхождения, в частности нейтразу. Действие данного ФП обуславливает переход белковой части сырья в экстракт. Кроме протеолитических ферментов используется микробная амилаза (Промальт) и целлюлаза (Целлюкласт). Такой подход обеспечивает гидролиз крахмала и структурных полисахаридов сырья ( max выход белков в экстракт. Ферментативный процесс проводят при оптимальных режимах действия препаратов: Нейтраза – t=40-50С, рН=7, для комплексного препарата Промальт, включающего амилазу, глюканазу, протеазу t=65-70С, рН – естественный для сырья (5-6). Учитывая, что оптимум действия целлюлазы не совпадает с естественным рН сырья, требуется подкисление до рН оптимального. Продолжительность ферментативного процесса на 1 этапе 1,5-2 часа, на втором 2-4 часа, затем инактивация, затем гидрализат (экстракт) отделяется от твердой фазы и подается в специальную емкость, где происходит осаждение белка из экстракта и изоточке (4-4,7) для этого раствор подкисляют одной из пищевых кислот (лимонная, аскорбиновая и др.).  Процесс длится 1-1,5 часа при комнатной температуре, затем осадок отстаивается в холодильнике (8 С) в течение нескольких часов для его формирования. Осаждение белка также может происходить из концентрата белка, полученного методом ультрафильтрации (мембранная технология). Отделение осадка от белка проводят центрифугированием (4000 об/мин). Полученный сырой остаток белка промывают водой и в случае необходимости нейтрализуют NaOH. Высушивание проводят методом распыления. Режим сушки распылением: t на входе 132 С, на выходе 60-65 С. Раствор распыляют форсункой и капли, падая с высоты 5 м превращаются в порошок. «-« - высокая t в начале процесса, что приводит к потере ФТС белка. Готовая форма белка в виде изолята – белый порошок.

29. Высоко- и низко этерифицированные пектины: различия в сфере использования.

Пектины различаются степенью этерификации (СЭ) – отношения числа этерифицированных (метоксильных)  карбоксильных групп к каждым 100 свободным карбоксильным группам. СЭ влияет на свойства пектинов (растворимость, студнеобразующую и комплексообразующую способность и др.): с ↑ СЭ улучшается растворимость, что влияет на вязкость и желирующую силу пектина В зависимости от количества метоксильных групп и степени полимеризации пектины делят на: – высоко этерифицированные (Н-пектин) со СЭ > 50 %; – низко этерифицированные (L-пектин) со СЭ < 50 %. В природе больше высокоэтэрифицированных пектиновых веществ; низкоэтерифицированные препараты получают в результате деэтерификации (химической или ферментативной) высоко этерифицированных пектинов. – Высокоэтерифицированные пектины плодового сырья способны к гелеобразованию и влагосвязыванию → их исп-ют в составе мясопродуктов. Они образую стойкие  студни при рН-3.5, содержании сухих веществ свыше 55 % и применяют в кондитерской промышленности – Для получения продуктов профилактического питания требуются низко этерифицированные пектины; их использют как комплексообразователи для выведения из организма солей тяжелых Ме. Низкоэтерифицированные пектины более стабильны при хранении, т.к. их деградация в течение года при комнатной tре незначительна. Они образуют студни в присутствии ионов кальция, не зависимо от величины pH и содержания сухих веществ → исп-ся в кондитерских изделиях с фруктовым и нейтральным вкусом. 

30. Пищевые продукты на основе структурообразователей полисахаридной природы.

Виды выпускаемых в промышленности сахаристых продуктов на основе крахмалсодержащего сырья:  Патока - продукт не полного кислотного или ферментативного гидролиза крахмала или их комбинации. Она является одним и основных видов сырья для кондитерского производства. Ее используют в производстве пастилы, халвы, мармелада, карамели, конфет, пряников и других видов мучных изделий. Она имеет свойства антикристаллизатора сахарозы.  Путем внесения патоки можно изменить гигроскопичность пищевых продуктов. В России производят патоку трех видов :1.карамельная низкоосахаренная – высокое содержание декстринов; 2. Карамельная; 3.глюкозная высокоосахаренная – отличается от других видов большей сладостью, гигроскопичностью, пониженной вязкостью. Ее используют для приготовления бисквитов и помадных паст. Чем больше декстринов в патоке, тем выше ее вязкость. Этот показатель имеет большое значение, т.к.( вязкость сиропов и ( скорость кристаллизации сиропов. Это важно при производстве карамели, ириса, халвы. В патоке кроме массовой доли редуцирующих веществ нормализуют влажность, кислотность, зольность, цветность и прозрачность. Мальтозный сироп – получают осахариванием зерна кукурузы или пшеницы ферментами либо растительного происхождения (ячмень, солод), либо ферментными препаратами микробного происхождения. Мальтозные сиропы состоят в основном из мальтозы с небольшим присутствием в них декстринов и глюкозы. Ее используют при производстве карамели, пряников и др.кондитерских изделий. Мальтодекстрины- получают ферментным расщеплением крахмала. Они применяются для производства детского питания, взбитых сливок, мороженного, кремов, майонеза. Их важными свойствами являются низкая калорийность, гигроскопичность, способность усиливать аромат продуктов, высокая вязкость, эмульсионная и антикристаллизационная способность. Глюкоза и глюкозные сиропы. Глюкоза – «виноградный сахар»,т.к. именно в винограде она содержится в большом количестве и свободном виде. В природе встречается в составе сложных ВМС, таких как крахмал, целлюлоза, гемицеллюлоза. Наряду с фруктозой, глюкоза является составной частью сахарозы. Глюкоза – белый порошок, сладкого вкуса, хорошо растворим в воде. Глюкозу применяют в пищевых продуктах как улучшитель вкуса и товарного вида у многих фруктовых продуктов. В кондитерке глюкозу применяют для изготовления мягких конфет, шоколада, вафель, тортов, а также диетических изделий. Т.к.глюкоза не влияет на аромат продукта она широко используется в производстве фруктовых консервов, замороженных фруктов, мороженного, алкогольных и безалкогольных продуктов. Очень важным аспектом является применение глюкозы в хлебопечении в технологическом процессе (улучшается брожение теста, в результате биохимических реакций образуются вещества, способствующие образованию красивой золотистой корочки, консистенция хлеба становится равномерной, с хорошей пористостью и соответствующим вкусом). Вырабатывают глюкозу в кристаллическом виде, а иногда в гранулированном. Саго – крупа в виде высушенных комочков оклейстеризованного крахмала. Ее получают из кукурузного и картофельного крахмала. Влажность картофельного саго не > 16%, кукурузного не > 13%. Определяют также зольность, кислотность, набухаемость, содержание примесей. Из саго готовят каши и начинки, в том числе мгновенного приготовления. 

