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Введение
Актуальность

Витамин B12, кобаламин, является важнейшим компонентом, участвующим в кроветворении, регулирующим жировой и углеводный баланс организма и оказывающим огромное влияние на функционирование нервной системы. Одним из важнейших свойств В12 является его способность стабилизировать цианиды.

Человек часто сталкивается с цианидами, сам этого не замечая. Многие любят раскалывать косточки абрикосов, и есть приятные на вкус ядра. Однако не все знают, какая опасность кроется в них, ведь там содержится синильная кислота. И все же, так ли опасны косточковые для человека?
Цель исследования: 
Изучить витамин B12, его стабилизирующие свойства, а так же содержание синильной кислоты в косточковых и миндале.
Задачи: 
Для достижения поставленной цели необходимо было решить ряд задач:
· Собрать, проанализировать и изучить материалы по данной проблеме.

· Выяснить, насколько опасен цианогенный гликозид, содержащийся в продуктах питания для человека.

· Провести эксперимент.

· Сделать выводы по данной проблеме.
Методы исследования:

1. Теоретические: 

a. анализ источников информации по проблеме; 

b. обобщение результатов исследования. 
2. Эмпирические: 

a. Эксперимент;
b. Инструментальный метод исследования (центифугирование, спектрофотомерия);
c. анализ полученных результатов.
Гипотеза:

Витамин B12 имеет ряд полезных свойств, в том числе способность стабилизировать цианиды. Влияние цианидов на человека имеет резко негативный характерОднако опасность цианида, содержащегося в косточках яблок и сладком миндале преувеличена, ведь в данных продуктах питания его концентрация невелика и он находится в связанном виде.
Объекты исследования:

Циано- и аквакобаламин, синильная кислота в косточках яблони и миндале. 
Предмет исследования:

Свойства витамина B12 и содержание цианидов в косточковых.
Изучение проблемы (теоретическая часть).

2.1.
Классификация витаминов

Витамины делят на 2 группы: водорастворимые и жирорастворимые (приложение 1)
Так как водорастворимые витамины растворимы в воде, при их избыточном поступлении в организм, они быстро выводятся из организма.

Жирорастворимые витамины хорошо растворимы в жирах и при их избыточном поступлении с пищей легко накапливаются в организме, что может вызвать расстройство обмена веществ, называемое гипервитаминозом, и даже гибель организма.

2.2.
Витамин B12
2.2.1. Что такое кобаламин?
Кобаламинами называют витамины B12,то есть группу кобальтсодержащих биологически активных веществ. К ним относят собственно цианокобаламин, гидроксикобаламин и две коферментные формы витамина B12: 5-дезоксиаденозилкобаламиниметилкобаламин.

Витамин B12 также называется внешним фактором Касла.
2.2.2. Историческая справка

В начале 20 века исследователь-физиолог В.Мерфи проводил опыты над искусственно анимизироваными собаками. Те животные, которым ученый давал печень, излечивались от недуга. Дж.Уилл и Дж.Майнот после своих исследований пришли к заключению, что фактором, излечивающим от анемии собак, является вещество витаминной природы. За эти исследования в 1934 ученые были награждены Нобелевской премией.

Витамин В12 был впервые выделен из печени в кристаллическом виде в 1948 г.

В 1955 г. Дороти Ходжкен с помощью решено-структурного анализа расшифровала структуру этого витамина. За эту работу в 1964 г. ей была присуждена Нобелевская премия.

В 1973 году химик Роберт Бёрнс Вудворд разработал схему полного химического синтеза витамина B12, ставшую классикой для химиков-синтетиков.

Стоит отметить, что витамин B12 – это одно из немногих веществ, за которые было присуждено сразу три Нобелевские премии.
2.2.3. Химическая структура
B12 имеет самое сложное строение по сравнению с другими витаминами. Основой структуры витамина является корриновое кольцо. Коррин во многом похож на порфирин (сложная химическая структура, входящая в состав гема, хлорофилла и цитохромов).Основным его отличием от порфирина является то, что два пиррольных цикла в составе коррина соединены между собой непосредственно, а не метиленовым мостиком. В центре корриновой структуры располагается ион кобальта. Четыре координационных связи кобальт образует с атомами азота. Ещё одна координационная связь соединяет кобальт с диметилбензимидазольным нуклеотидом. Последняя, шестая координационная связь кобальта остаётся свободной: именно по этой связи и присоединяется цианогруппа, гидроксильная группа, метильный или 5'-дезоксиаденозильный остаток с образованием четырёх вариантов витамина B12, соответственно. Ковалентная связь углерод-кобальт в структуре цианокобаламина — единственный известный в живой природе пример ковалентной связи переходный металл-углерод.
2.2.4. Применение и фармакологическое свойства
Цианокобаламин обладает гемопоэтическим и метаболическим эффектами. После попадания в организм он преобразуется в кобамамид, который необходим для восстановления фолиевой и тетрагидрофолиевой кислоты. Кобамамид является важнейшим компонентом, необходимым для образования креатина, ДНК, и многих других веществ и ферментов.

В результате применения витамина B12 активируется свертывающая система крови и повышается способность тканей организма к регенерации. Помимо этого, данный лекарственный препарат оказывает благотворное воздействие на функцию нервной системы и печени, а также понижает концентрацию холестерина в крови. 

Витамин B12 так же применяется в лечении анемии, ведь именно его недостаток является одной из причин возникновения этого заболевания. 
2.2.4.1. Показания к применению разных форм витамина
Показания к применению цианокобаламина и кобамамида следующие:

· Травмы и воспалительные процессы в периферических; 

· Энцефаломиелит; 

· Рассеянный склероз;

· Медленное срастание костей; 

· Для ускорения восстановления организма после хирургических вмешательств на опорно-двигательном аппарате; 

· Заболевания пищеварительного тракта, при которых нарушено усвоение витамина В12;

· Профилактика дефицита витамина В12 при приеме бигуанидов, парааминосалициловой кислоты, больших количеств витамина С; 

· Злокачественные опухоли поджелудочной железы и кишечника; 

· Длительный стресс; 

· Длительно протекающие инфекционные заболевания; Заболевания почек; 

· Строгая диета или вегетарианство.

Показания к применению гидроксокобаламина следующие:
· Отравление цианидами (умышленное или случайное); 
· Дистрофия или недостаток массы тела у новорожденных детей; 
· Выздоровление после перенесенных инфекционных заболеваний; 
· Спру; 
· Невралгия тройничного нерва; Болезнь Лебера; 
· Мигрень; 
· Алкогольный психоз(«белая горячка»).

Для многих показаний употребление витамина носит скорее рекомендательный характер, ведь биологически активное вещество B12 не является лекарством.
2.2.5. Нахождение в природе

Это единственный витамин, синтезируемый почти исключительно микроорганизмами: бактериями, актиномицетами и сине-зелёными водорослями. Как продукт деятельности микрофлоры, в пищеварительном тракте любого животного, этот витамин вырабатывается микроорганизмами, однако он не может усваиваться, так как образуется в толстой кишке и не может попасть в тонкую кишку для усвоения организмом.
2.2.6. Аквакобаламин – стабилизатор цианидов

Как известно, аквакобаламин является противоядием при отравлении цианидами. Его детоксикационное действие сводится к замещению гидроксила на CN-группу. Образующийся в результате данной реакции комплекс есть не что иное, как упомянутый витамин В12.Широко распространены отравления цианидом в золотодобывающей промышленности, поэтому работники предприятий употребляют B12 для профилактики.
2.3.
Гликозиды

2.3.1. Что такое гликозиды?
Гликозиды - это природные углеводосодержащие вещества органического характера, преимущественно растительного происхождения. Гликозидная часть их молекулы — гликон, углеводный компонент являющийся формой сахаров, связана через атом кислорода, серы или азота или непосредственно с радикалом органического соединения, не являющегося сахаром — агликоном или генином — не содержащей углеводов части молекулы гликопротеидов, гликолипидов, гликозидов и других углеводсодержащих высокомолекулярных соединений.
2.3.2. Химический состав и структура

Агликоны гликозидов по химическому строению бывают алифатическими, ароматическими и гетероциклическими соединениями и зачастую определяют характер биологической активности всего вещества, например, в сердечных гликозидах.

Агликоны гликозидов очень разнообразны. Они принадлежат к различным классам органических соединений: спиртам, альдегидам, кислотам, фенолам, производным антрацена, циклопентанопергидрофенантрена и т. д. Терапевтическое действие гликозидов на организм обусловливается в основном их агликонами. Присутствие сахара способствует растворению, усилению и ускорению их действия.
2.3.3. Многообразие и классификация

В 1890 г. Е. И. Шацкий предложил классификацию гликозидов. В настоящее время в зависимости от химического строения агликона все гликозиды делятся на 2 группы: гомогликозиды и гетерогликозиды.

· Гомогликозиды  - сахаристая часть и агликон принадлежат к одному классу соединений, то есть полисахаридам.
· Гетерогликозиды - гликозиды, содержащие в молекуле различные агликоны.
2.3.4. Физико-химические свойства

Гликозиды - бесцветные или окрашенные кристаллические вещества, некоторые флавоноиды и антраценопроизводные гликозиды, легко растворимые в воде, труднее в спирте, почти не растворимы в эфире, некоторые из них хорошо растворимы в хлороформе и дихлорэтане. Агликоны в воде не растворяются, но растворимы в органических растворителях. Обладают горьким вкусом. С увеличением цепочки углеводных компонентов растворимость гликозидов в воде увеличивается. С увеличением молекулярной массы агликона растворимость гликозида снижается. Все природные гликозиды обладают оптической активностью, имеют определенную температуру плавления. Гликозиды обладают большой реакционной способностью: ферментативный и кислотный гидролиз. Дубильные вещества гидролизуются щелочами. В отличие от алкалоидов гликозиды не имеют общих реакций.
2.3.5. Выделение гликозидов

В виду нестойкости и трудности выделения гликозидов их редко применяют в чистом виде. Чаще выделяют гликозиды кардиотонического действия. Используют сырье для приготовления водных настоев, отваров, новогаленовых препаратов. Учитывая нестойкость гликозидов, при изготовлении лекарственных средств, содержащих гликозиды, избегают их сочетания с кислотами, щелочами, дубильными веществами и солями тяжелых металлов.
2.3.6. Количественное определение

Методы определения гликозидов различны: спектрофотомерия, фотоколориметрия и др. Гликозиды кардиотонического действия определяют методом биологической стандартизации.
2.3.7. Значение в жизни человека
1. Участвуют в окислительно-восстановительных реакциях в растительной клетке;

2. Являются переносчиками сахара;

3. Многие группы химических веществ в период интенсивного роста и развития растения находятся в виде гликозидов;

4. В большинстве случаев биологическое значение гликозидов обеспечивается структурой агликона.
2.3.8. Нахождение в природе

Гликозиды накапливаются в различных органах многих съедобных растений. В плодах и ягодах они сосредоточены преимущественно в кожице и семенах, встречаются и в мякоти, придавая ей своеобразный вкус и аромат. Типичным представителем гликозидов является соланин, который образуется при позеленении выступающей из земли части клубня картофеля или корнеплода моркови и может быть очень ядовитым, поэтому при кулинарном приготовлении позеленевшую часть нужно удалять. Особенно много соланина синтезируется в точках роста при весеннем прорастании овощей.
2.4.
Синильная кислота и её соединения (цианиды)
2.4.1. Что такое синильная кислота?

Синильная кислота и её соединения является природным инсектицидом, то есть веществом, защищающим растения от вредителей. Растительный мир богат цианидами. Они содержатся в плодах и даже листьях многих видов растений. Сама синильная кислота внешне представляет собой бесцветную жидкость с запахом горького миндаля, который можно почувствовать при небольшой её концентрации. Она обладает высокой летучестью и низкой плотностью, является высокотоксичным веществом.
2.4.2. Применение

1. Неорганические цианиды широко используются в химической, кожевенной, текстильной промышленности, в фотографии, сельском хозяйстве; 

2. Цианиды применяют для извлечения золота и серебра из руд методом цианирования;
3. В электрохимии — как комплексообразователь с высокой константой устойчивости для составления электролитов для гальванического покрытия благородными металлами изделий;
4. В органическом синтезе;
5. Цианиды применяют в аналитической химии для разделения;
6. Как и ферроцианиды, цианиды когда-то использовались для азотирования стали;
7. Использовались в качестве ядов, в том числе, как яд от мышей и крыс, синильная кислота и некоторые ее производные (хлорциан) также применялись в качестве боевых отравляющих веществ.

2.4.3. Влияние цианидов на организм человека

В организм цианиды проникают через органы пищеварения, органы дыхания и редко через кожу. Отравляющее действие цианидов основано на том, что они связываются с ферментами тканей, отвечающими за клеточное дыхание, подавляя их активность, и вызывают кислородное голодание тканей.

Анионы цианидов образуют комплексы с ионами двухвалентного железа, что приводит к блокаде переноса кислорода в ткани и вызывает тканевую гипоксию. В результате этого нарушаются функции головного мозга и дыхательного центра.

При вдыхании паров синильной кислоты смерть наступает в течение одной минуты. Попадание цианида натрия или калия в рот также может вызвать наступление смерти у человека в течение нескольких минут.

Действие цианидов калия и натрия на кожу может вызвать образование трещин, развитие экземы.

2.4.4. Нахождение в природе
В природе синильная кислота в свободном и связанном виде встречается в растениях.

Синильная кислота в косточках является природным соединением. Она находится в составе гликозидов. Пока сохраняется целостность и сухость семян, гликозиды малотоксичны. Но, как только эти условия нарушаются, возникают химические реакции, приводящие к высвобождению цианистоводородной кислоты, то есть синильной. Под воздействием влаги образуется синильная кислота в косточках вишни, сливы, абрикосов, персиков, рябины, черешни, яблок, чёрной бузине, ядрах горького миндаля. Все эти растения относятся к семейству розоцветных. Именно последнее характеризуется наличием гликозидов, способных высвобождать синильную кислоту.

Отдельно надо сказать о винограде. Он относится к семейству виноградовых, а им не свойственно высвобождение синильной кислоты в косточках. Поэтому виноград в виде цельных ягод используют для приготовления вина, что нельзя делать с перечисленными «опасными» плодами.
2.4.5. Выделение цианида из косточковых. Гидролиз амигдалинов.

В косточках и семенах плодов и ягод часто содержится гликозид амигдалин, присутствие которого легко определить по характерной горечи с миндальным привкусом. При гидролизе амигдалина выделяется синильная кислота, являющаяся сильным ядом. Поэтому варенья, компоты, настойки из плодов с косточками могут быть опасны. 

В ядрах горького миндаля амигдалина содержится до 2,5...3, сливы — 0,96, вишни — 0,82, семенах яблока — 0,6%.
Синильную кислоту можно получить гидролизом амигдалинов.
2.4.5.1. Что такое гидролиз?

Гидролиз — это реакция обменного разложения веществ водой.
Гидролизу подвергаются различные вещества: неорганические - соли, карбиды и гидриды металлов, галогениды неметаллов; органические — галогеналканы. сложные эфиры и жиры, углеводы, белки, полинуклеотиды.

2.4.5.2. Амигдалин: нахождение в природе, свойства и применение
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Молекула амигдалина содержит две гидролитически лабильных эфирных связи, и в присутствии некоторых ферментов, а также кислот может гидролизоваться с образованием более мелких фрагментов. В зависимости от химического состава среды гидролиз может происходить по одной или же по обеим эфирным связям. Направление гидролиза зависит от вида каталитического воздействия: в присутствии эмульсина  и при неферментативном кислотном гидролизе расщепление идет по обеим связям, при этом из одной молекулы амигдалина образуется две молекулы глюкозы и агликон — манделонитрил.
В присутствии бета-гликозидазы гидролиз идет только по гликозидной группе, при этом образуются дисахарид генцибиоза и манделонитрил. Во всех случаях, продуктом гидролиза является манделонитрил, который, будучи циангидрином, находится в термодинамическом равновесии с продуктами своего негидролитического расщепления — бензальдегидом и цианистым водородом. Бензальдегид и цианистый водород летучи, и в низких концентрациях, несмотря на несхожесть химического строения, обладают очень похожими запахами. Таким образом, характерный запах горького миндаля обусловлен обоими веществами одновременно.
В желудочном соке человека амигдалин. гидролизуется сначала с отщеплением глюкозы до пруназина и затем под действием пруназин-β-глюкозидазы до глюкозы и манделонитрила, дальнейший распад манделонитрила с образованием синильной кислоты и обуславливает токсичность косточек горького миндаля, персика, абрикоса, вишни, яблони и некоторых других растений. Прием внутрь 50-60 г ядрышек амигдалинсодержащих растений может привести к тяжелому и даже смертельному отравлению взрослого человека.
Амигдалин не используется в медицине, однако под торговым названием «лаэтрил» (англ. laetril) пропагандируется представителями «альтернативной медицины» как витаминоподобный препарат (т. н. витамин B17) и противораковое средство Известны случаи отравления «лаэтрилом», в том числе при приеме его в комбинации с высокими дозами витамина C, который снижает в тканях уровень цистеина, связывающего invivo цианистый водород.

3.Практическая часть

3.1.Материалы и оборудование
Оборудование:

1. Колба плоскодонная (2 шт.);

2. Воронка для переливания жидкостей;

3. Блендер (для измельчения косточек и плодов) ;

4. Лабораторный вакуумный насос; 

5. Многоцелевая лабораторная центрифуга (приложение 2);

 6. Спектрофотометр(приложение 3);

7. Кварцевая кювета (1 шт.) - для проведения анализа при помощи спектрофотометра;

8. Пипетка автоматическая "Thermo ЛЕНПИПЕТ".
Реактивы:

1. Ядра миндаля нежареные (50 г);

2. Косточки 3 кг яблок;

3. Вода дистиллированная;

4. Аква кобаламин.
3.2.
Ход эксперимента

Проводим гидролиз гликозида амигдалина, содержащегося в миндале и яблочных косточках. В присутствии естественного фермента эмульсина образоваться должны 2 молекулы глюкозы и агликон - манделонитрил (нитрил миндальной кислоты). 

Ядра миндаля измельчить при помощи блендера, поместить в колбу. Туда же долить воды до полного покрытия содержимого и закрыть сосуд. Ту же процедуру повторить с яблочными косточками. Оставить сосуды отстаиваться.

Через двое суток в колбах происходят изменения: в сосуде, где находится миндаль, можно увидеть густую субстанцию с резким запахом; а там, куда были помещены косточки, - мутную жидкость с осадком и не таким ощутимым запахом, как у первой смеси. 

При помощи воронки и ваты удалить осадок (приложение 4); для очищения от более мелких примесей использовать вакуумный лабораторный фильтр (приложение 5). В колбе создается вакуум, и за счет разницы давления начинается более быстрая фильтрация, чем при обычных условиях. Чтобы удалить мутную окраску растворов, используем метод центрифугирования (приложение 6). Частицы в растворе осаждаются (седиментация), когда их плотность выше плотности раствора, или всплывают (флотация), когда их плотность ниже плотности раствора. Чем больше разница в плотности, тем быстрее идет распределение частиц. В данном случае потребовалось около 20 минут.

В очищенных растворах искусственно создается кислая среда, сходная со средой желудка. Для того, чтобы проверить безопасность жидкостей, нужно провести анализ при помощи спектрофотометра (приложение 7). Для этого при помощи пипетки наливаем поочередно растворы в кюветы и помещаем в кюветное отделение спектрофотометра (приложение 8). При помощи него можно исследовать спектральный состав по длинам волн электромагнитных излучений в оптическом диапазоне и сравнить результат исследования субстанций с результатом исследования аквакобаламина (приложение 9).
3.3. Результат эксперимента

Так как спектр не изменился и пик остался в том же месте, несмотря на искусственно созданные условия, сходные с кислотной средой желудка, можно утверждать, что миндаль и косточки яблок безопасны для организма человека.
4.Выводы

По химическому строению и физико-химическим свойствам (в частности, по растворимости) витамины делят на 2 группы: водорастворимые и жирорастворимые. Витамин В12 относят к водорастворимым.Витамин В12 - единственный витамин, содержащий в своём составе металл кобальт.

Ни животные, ни растения не способны синтезировать витамин В12.Из животных тканей наиболее богаты витамином В12 печень и почки.

Велико значение витамина B12 для человека и всей живой природы. Витамин B12 участвует в процессах трансметилирования, переноса водорода, активирует синтез метионина. Также витамин B12 играет важную роль в регуляции функции кроветворных органов. Недостаток витамина В12 так же может привести к анемии.В12 применяется как противоядие к цианидам. Эти свойства витамина позволяют применять его для обеспечения безопасности работников предприятий, на которых существует опасность отравления цианидами.

Так же нельзя недооценивать опасность пищевых отравлений цианидами, которые происходят по всему миру. Цианиды часто содержаться в растениях в составе амигдалина. 

Выделить цианиды можно путем кислотного или ферментативного гидролиза.

Миндаль (сладкий) и косточки яблок можно считать безопасными, так как спектральное излучение не изменилось и пики остались в том же месте, несмотря на искусственно созданную кислотную среду. Так как цианид в них находится в связанном виде и его концентрация крайне мала.

5.Приложения
Приложение 1

A. Водорастворимые

1. Витамин В1 (тиамин);

2. Витамин В2 (рибофлавин);

3. Витамин РР (никотиновая кислота, никотинамид, витамин В3);

4. Пантотеновая кислота (витамин В5);

5. Витамин В6 (пиридоксин);

6. Биотин (витамин Н);

7. Фолиевая кислота (витамин Вс, В9);

8. Витамин В12 (кобаламин);

9. Витамин С (аскорбиновая кислота);

10. Витамин Р (биофлавоноиды).

B. Жирорастворимые

1. Витамин А (ретинол);

2. Витамин D (холекальциферол);

3. Витамин Е (токоферол);

4. Витамин К (филлохинон).

Приложение 2 

"ЕВА 20 Hettich" - небольшая настольная центрифуга, оснащенная угловым ротором на 8 мест. Возможна работа с разными типами пробирок объёмом до 15 мл, максимальной скоростью до 6000 об/мин, максимальное ускорение: 3421 (RCF), вес 4 кг, размер 216x231x292 мм;
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Приложение 3 
"VarianCary 50 Conc UV-visible" - прибор для измерения спектральных свойств раствора с оптическим диапазоном 190-1100 нм. Сканирование всего оптического диапазона совершает менее чем за 3 секунды. Имеет классическую двулучевую схему на основе высокоотражающих оптических компонентов с диэлектрическим кварцевым покрытием. В качестве единственного источника излучения используется пульсирующая ксеноновая лампа, в конструкции прибора минимальное количество движущих частей, вся электроника прибора расположена в системном блоке управляющего компьютера. Имеет размеры 50х59х20,5 см и массу 21 кг
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Приложение 4
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Приложение 5
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Приложение 6 
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Приложение 7
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Приложение 8 
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Приложение 9
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