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ВВЕДЕНИЕ
 
В последние годы соки и нектары занимают все большее место в повседневном рационе россиян. Осветленный яблочный сок находится на четвёртом месте среди различных вкусов соков по потреблению в России. Его опережают лишь апельсиновый, мультифруктовый и персиковый соки. Яблочный сок – первый из соков для детского питания, потому что он является осветленным и не содержит сахара и потому что яблоко – это «родной» продукт, то есть продукт, произрастающий в нашем регионе. Такие продукты как манго, ананас, апельсин банан не подходят для соков, предназначенных для совсем маленьких детей.   
Добавление генномодифицированных продуктов, искусственных красителей, ароматизаторов, консервантов и сахара в детский сок не допускаются. 


Польза яблочного сока напрямую связана с самими яблоками. Яблоко исключительно богато такими витаминами, как A, B1, B2, B3, B6, B9, C, E, H, PP. В нем много железа. Кроме железа в нем есть калий, кальций, натрий, фосфор, йод, молибден и другие элементы. Согласно исследованиям американских ученых употребление одного стакана  яблочного сока в день уменьшает вероятность развития старческого слабоумия и сохраняет ясность ума до глубокой старости. 

В яблочных соках содержится множество органических и неорганических ионов, в том числе и фосфат-ионы, которые могут как положительно, так и отрицательно влиять на человеческий организм. Фосфат-ионы играют важную роль для человеческого организма: участвуют в формировании костного скелета; способствуют хорошему усвоению кальция; укрепляют зубы; улучшают обмен веществ; нормализуют энергетический обмен; способствуют делению клеток; регулируют кислотно-щелочное равновесие; активизируют ферментные реакции. 


Но в то же время превышение содержания фосфат-ионов в организме человека может вызвать различные заболевания: гиперактивность у детей; аллергию; ухудшает усвоение кальция, что приводит к отложению в почках кальция и фосфора, и способствует развитию остеопороза; приближение старости; различные нарушения в работе и функционировании яичников у женщин; повышают вероятность рождения ребёнка с различными нарушениями в работе мозга и органов дыхания; развитие рака лёгких. 


Учитывая важность влияния различных составляющих, входящих в состав пищевых продуктов, на жизнедеятельность организма человека, необходимо знать, является ли их концентрация предельно допустимой.

Сегодня для анализа  продуктов питания используют различные методы, но наиболее универсальным методом является ионная хроматография. Так как ионная хроматография селективный и высокочувствительный аналитический метод, обладающий высокой разрешающей (разделительной) способностью и позволяющее проводить экспрессное определение загрязнителей [1]. 

Найти  в литературных источниках сведения об анализе яблочных соков на содержание фосфат – ионов не удалось. И поэтому целью настоящей работы являлось использование метода ионной хроматографии для качественного и количественного определения фосфат-ионов в яблочных соках некоторых российских производителей.
Задачи:
1. Изучить метод ионной хроматографии.

2. Определить наличие и концентрацию неорганических фосфат-ионов посредством метода ионной хроматографии в яблочных соках ряда российских производителей.

3. Сравнить уровень концентрации  фосфат-анионов , содержащегося в изучаемых соках, с ПДК.

Глава 1. Литературная часть.


1.1 Ионная хроматография


Широко используемым методом при анализе объектов окружающей среды является ионная хроматография [2-3]. Ионная хроматография - это высокоэффективная ионообменная хроматография, в которой применяется кондуктометрическое детектирование разделенных ионов [4, 5]. «Высокоэффективное» разделение достигается при использовании колонок сравнительно небольшого диаметра, заполненных однородными мелкими частицами сорбента, введении проб малого объёма, постоянном потоке элюента (подаваемого насосом) и автоматическом детектировании разделённых компонентов пробы [6].


Разделение компонентов смеси достигается за счет обратимого взаимодействия ионизирующихся веществ с ионными группами сорбента. Сохранение электронейтральности сорбента обеспечивается наличием способных к ионному обмену противоионов, расположенных в непосредственной близости к поверхности [7]. 


Разделение катионов происходит на катионообменниках, которые содержат фиксированные группы SO3-, PO32-, COOH- и катионы в качестве противоиона. Химические формулы катионообменников схематически можно изобразить следующим образом: RSO3H; RSO3Na или просто R-H, R-Na. В первом случае катионообменник находится в Н+-форме, во втором-в R-Na (R- полимерная матрица). Подвижной фазой при разделении катионов чаще всего являются растворы (1-5)(10-3 М соляной и азотной кислот или их солей. Разделяемые катионы элюируются с колонки в результате замещения в фазе ионообменника катионами, содержащимися в подвижной фазе. 


Разделение анионов производится на анионообменниках, которые содержат фиксированные группы -NR3, -NHR2, -NH2R и анионы как противоионы. Их химические формулы могут быть изображены как RNH3OH и RNH3Cl (или R - OH, R - Cl). В первом случае анионообменник находится в OH--форме, во втором - в Cl- - форме.


Известны амфотерные ионообменники, содержащие в своей структуре и кислотные и основные группы. Ионообменники, содержащие однотипные кислотные (основные) группы, называют монофункциональными; ионообменники, содержащие разнотипные группы, - полифункциональными [8].


Наиболее распространенными элюентами при определении анионов являются (1-5)(10-3 М растворы карбоната, гидрокарбоната или гидроксида натрия. Чаще всего применяются элюенты, которые представляют собой буферные растворы, приготовленные смешением карбоната и бикарбоната. Селективность такого элюента можно легко изменить, меняя соотношение компонентов, то есть, меняя значение pH элюента. Кроме того, чтобы обеспечить быстрое или медленное элюирование, не влияя на порядок выхода анализируемых ионов, можно просто изменить концентрацию элюента [9].

Время и порядок элюирования катионов и анионов определяется их зарядом и размером гидратированного иона. Ионы удерживаются тем сильнее, чем больше их заряд и размер гидратированного иона. Элюирующая способность подвижной фазы возрастает с увеличением концентрации ионов, содержащихся в ней, и их сродства к ионообменнику [10].

Существуют два основных метода ионной хроматографии с кондуктометрическим детектированием (рисунок 1). Первый из них был предложен Смоллом и сотрудниками и представляет собой двухколоночный вариант ионной хроматографии [11]. Второй, разработанный Гьеде, Фритцем и Шмуклером, является одноколоночным [12] .

В общем случае двухколоночный метод имеет более чем на порядок высокую чувствительность определения, обладая при этом рядом других недостатков (увеличением экстраколоночных эффектов, требованием дополнительного аппаратурного оформления и т.д.). 
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Рисунок 1 – Варианты ионной хроматографии

Выбор того или иного варианта осуществляется в соответствии с задачей и в первую очередь зависит от подвижности анализируемых ионов.

При одноколоночном варианте элюент с аналитической колонки поступает непосредственно в кондуктометрический детектор. При этом детектирование осуществляется на фоне относительно невысокой фоновой электропроводности элюента.

В случае использования двухколоночного варианта, фоновая электропроводность подвижной фазы подавляется пропусканием ее через специальные системы ее подавления с образованием малодиссоциирующих соединений. Разделяемые ионы при этом преобразуются в сильные электролиты [13, 14].

В самом простом варианте система подавления фоновой электропроводности элюента представляет собой подавительную колонку, заполненную ионообменником большой обменной емкости.

Элюенты, предназначенные для двухколоночной системы, должны отвечать двум основным требованиям. Во-первых, они должны вытеснять ионы из разделительной колонки. Во-вторых, они должны вступать в реакции обмена в подавительной системе с образованием слабо диссоциирующих соединений, обладающих низкой проводимостью.

В этом случае в разделяющей колонке происходит процесс обмена, например, анионами [15]:


R-HCO3- + Na+(Cl-, NO3-) = R- (Cl-, NO3-) + NaHCO3.                (3)

В подавляющей колонке элюент преобразуется в воду или другое соединение, имеющее очень низкую электропроводность, а разделяемые ионы – в сильные электролиты:

R-H + Na+ + HCO3- = R-Na + H2CO3,

(4)

R-H + Na+ + (Cl-, NO3-) = R-Na + H+ + (Cl-, NO3-),


(5)

где R- матрица ионита [16].

Определяемые анионы попадают в детектор в виде сильных кислот (HCl, HNO3), имеющих высокую электропроводность на фоне слабой угольной кислоты. Такая система детектирования обеспечивает максимальную чувствительность определения [17]. 

Одним из способов увеличения селективности определения в процессе ионнохроматографического анализа является применение послеколоночных реакций, осуществляемых в поглощающей колонке непосредственно перед детектированием [18 - 19].

1.2  Фосфаты
Фосфаты — соли и эфиры фосфорных кислот.  Различают: ортофосфаты (соли и эфиры ортофосфорной кислоты Н3РО4) и полимерные фосфаты (полифосфаты, метафосфаты, ультрафосфаты). Соли входят в состав фосфорных удобрений, минеральных подкормок, моющих средств и др. Эфиры - экстрагенты, гидравлические и смазочные жидкости, пластификаторы, антипирены и другие. Фосфаты  какого- либо металла получают взаимодействием ортофосфорной кислоты с гидроксидом или карбонатом этого металла.

В данной работе фосфаты рассматриваются, как ингредиенты пищевых продуктов, а именно в яблочных соках. 
К применению в пищевой промышленности в РФ разрешены  моно-, ди-, три-, пиро- и поли- фосфаты.

Фосфаты в яблочных соках могут являться естественными составляющими яблока, появляться в результате использования фосфорных удобрений (фосфорные удобрения - минеральные и органические вещества, содержащие фосфор и используемые для улучшения фосфорного питания растений,на плодовое дерево яблони возрастом от 4 до 12 лет доза фосфора составляет 4 г/м2.) при выращивании растений, а также находиться в виде консервантов и пищевых добавок.

Консерванты – это широкая группа веществ, противодействующих жизнедеятельности бактерий. Добавление консервантов в продукты питания позволяет существенно увеличить срок годности последних.

E338 Ортофосфорная кислота

E339 Фосфаты натрия - Большое количество вызывает нарушение кальциево - фосфорного баланса в организме

E340- Фосфаты калия - См. Е339
E341 - Фосфаты кальция - Побочные эффекты неизвестны
E343 - Фосфаты магния - Минералы

При качественном и количественном анализе пищевых продуктов концентрации ионов всегда сравниваются  Предельно допустимыми  концентрациями  (ПДК).

ПДК — утверждённый в законодательном порядке санитарно-гигиенический норматив. Под ПДК понимается такая концентрация химических элементов и их соединений в окружающей среде, которая при повседневном влиянии в течение длительного времени на организм человека не вызывает патологических изменений или заболеваний, устанавливаемых современными методами исследований в любые сроки жизни настоящего и последующего поколений.

	Наименование аниона
	ПДК,
ppm (мг/л)

	фторид
	1,5

	хлорид
	350

	нитрат
	45

	нитрит
	3,0

	фосфат
	3,5

	сульфат
	500


Значения ПДК анионов в воде питьевой в соответствии с СанПин 2.1.4.1074-01

Глава 2. Экспериментальная часть.

2.1 Реактивы и пробы
В работе были использовали следующие реактивы:

-фосфат натрия, х.ч.;

-карбонат натрия, ч.д.а.;

-гидрокарбонат натрия, х.ч.;

-вода бидистиллированная;

-«Сок яблочный». Изготовитель ООО «Нидан- Гросс»;
-«Моя семья». Изготовитель  ООО "СП Нидан -Экофрукт";
-«Здрайверы». Изготовитель ОАО "ВБД напитки";
-«Фруто-Няня». Изготовитель ОАО "ПРОГРЕСС";
-«Агуша». Изготовитель ОАО «Вимм-Билль-Данн»;
-«Добрый». Изготовитель  ЗАО «Мултон»;
-«Тёма». Изготовитель ООО «Нидан- Гросс»;
-«Мой». Изготовитель  ОАО «Сады Придонья».

2.2 Используемая посуда и приборы

В работе использовали следующие приборы и посуду: колбы мерные объемом 50, 100, 250, 500, 1000 см3, ГОСТ 1770-74; пипетки объемом 0,5, 1, 2, 5, 10, 25 см3, ГОСТ 20292-74Е; воронки стеклянные ГОСТ 8613-75; мерные стаканы объемом 100, 250 см3, ГОСТ 1770-74; весы лабораторные Mettler Toledo XP603S; система очистки воды Younglin (Корея);


Ионнохроматографическое определение проводили на высокоэффективном жидкостном хроматографе Shimadzu LC-20 Prominence с кондуктометрическим детектором CCD – 10 Avp. Хроматограф снабжен предколонкой Shodex IC SI – 90G 4,6×10 мм; разделяющая колонка – 120x5 мм, заполненная сорбентом КанК-АСт (14 мкм); подавительная колонка – 200×6 мм, заполненная сорбентом СПС-SAC-(8%), 50 мкм. В качестве элюента использовали карбонатный буфер с соотношением концентраций компонентов: 1,9 мМ Na2CO3 и 2,4 мМ NaHCO3. Температура термостата колонки 33 0С. Скорость потока элюента 1,5 мл/мин. Объем вводимой пробы 20 мкл.

2.3 Ионный хроматограф «LC-20 Prominence» Shimadzu (Япония).

В основу действия прибора положен метод ионной хроматографии, представляющий собой сочетание ионообменной хроматографии с компенсацией электропроводящего фона рабочего раствора. Компенсация фона осуществлялась с помощью подавительной колонки, последовательно подсоединенной после разделяющей колонки. Внешний вид хроматографа LC-20 Prominence изображен на рисунке 2.

Блок подачи жидкости создает поток растворителя, который проходит через автодозатор 7, колонки и кондуктометрическую ячейку. Разделенные компоненты пробы вызывают изменение электропроводности ячейки. Напряжение, пропорциональное электропроводности, через аналого-цифровой преобразователь поступает в персональный компьютер, где выдается в виде хроматограммы на монитор.
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1 – поточный дегазатор с контролером; 2 – емкость с элюентом; 3 – кондуктометрический детектор; 4 – матричный фотодиодный детектор УФ и видимого спектров; 5 – колоночный термостат; 6 – слив элюента; 7 – автодозатор; 8 – модуль подачи растворителя

Рисунок 2 – Вид высокоэффективного жидкостного хроматографа LC-20 Prominence
2.4 Проведение анализа
В ходе работы использовали восемь проб яблочного сока различных производителей. Для анализа все образцы соков разбавляли в 10 раз бидистиллированной водой (пробоподготовка).
Далее для проведения анализа готовили подвижную фазу, включали ионный хроматограф в сеть и прогревали в течение 15 мин, в то же время через колонку пропускали подвижную фазу для кондиционирования колонки. 


Хроматографировали раствор сравнения смеси анионов. Определяли время удерживания и площадь пика фосфат - ионов.

После этого в хроматограф вводили анализируемый образец и регистрировали хроматограмму. Затем проводили идентификацию состава образца по временам удерживания и определяли концентрации анионов по формуле.

Сx = SxCст/Sст,
Где Сx – концентрация определяемого компонента в образце;

Sx – площадь определяемого компонента в образце;

Cст – концентрация определяемого компонента в стандартном растворе сравнения;

Sст. – площадь определяемого компонента в стандартном растворе сравнения.

ВЫВОДЫ
1. Метод  ионной хроматографии, изученный в ходе выполнения работы, позволил определить  наличие и концентрацию фосфат- ионов в ряде проб яблочных соков различных производителей.

2. При анализе результатов определения был установлено, что  самая большая концентрация фосфат-ионов наблюдается в соке «Фруто-няня» и «Агуша», предназначенных для детского питания.

3. При сравнении уровня концентрации аниона PO4 3 - , содержащегося в изучаемых яблочных соках, с ПДК (3,5 мг/л) выявлено превышение концентрации исследуемого иона во всех соках. В соке «Фруто-няня» предельно допустимая концентрация фосфат-иона превышена в 91 раз.  Наиболее близкий к ПДК сок «Мой», в нем содержание фосфат-ионов не обнаружено.
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ПРИЛОЖЕНИЯ
Результаты анализа яблочных соков на содержание фосфатов (время удерживания -7,2 мин)

	№
	Название сока
	Площадь пика
	Концентрация, мг/л

	1
	Стандартный раствор фосфата
	99631
	50,0

	2
	Сок яблочный
	29889
	15,0±0,06

	3
	Моя семья
	83690
	42,0±0,04

	4
	Здрайверы
	25904
	13,0±0,05

	5
	Фруто-Няня
	56048
	318,0±0,06

	6
	Агуша
	18764
	106,0±0,2

	7
	Добрый
	1773
	10,0±0,07

	8
	Тема
	3188
	18,0±0,08

	9
	Мой
	-
	-
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Хроматограмма стандартного раствора фосфата
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Хроматограмма сока № 1 («Сок яблочный»)
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Хроматограмма сока № 2 («Моя семья»)
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Хроматограмма сока №3 («Здрайверы»)
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Хроматограмма сока №4 («Фруто-Няня»)
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Хроматограмма сока № 5 («Агуша»)
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Хроматограмма сока 6 («Добрый»)
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Хроматограмма сока № 7 («Тёма» )
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Хроматограмма сока № 8 («Мой»)
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Сравнение роматограмм сока «Фруто-Няня» (синего цвета) и 
стандартного раствора фосфата
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Хроматограмма соков № 8 «Мой» (черная) и  № 7 «Тёма»(синяя)
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