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Введение
Пищевые добавки (англ. food additives) - природные или искусственные (синтезированные) вещества, преднамеренно вводимые в пищевые продукты с целью их сохранения и (или) придания им заданных свойств. 
Современное производство продуктов питания не обходится без пищевых добавок.  Пищевые добавки должны быть биологически инертными для организма, поэтому их применение находится под постоянным контролем национальных и международных организаций, обеспечивающих надёжность пищевых продуктов в отношении их безопасности. 

Однако, непрерывное усовершенствование аналитических методов выявления опасных химических веществ в пищевых продуктах и накапливание статистических материалов по использованию пищевых добавок, показывает, что ряд из них признаются не безопасными и запрещаются к введению в пищевые продукты. Поэтому оценка рисков использования различных пищевых добавок остается актуальной проблемой.

 В этой связи поиск доступных, недорогих методов исследования для оценки рисков воздействия химических веществ на живые организмы представляется перспективным направлением.

Многочисленными исследованиями выявлено значительное сходство между обменными процессами в растительных, животных и дрожжевых клетках. 

1. Актуальность исследования

Пищевые добавки (англ. food additives) - природные или искусственные (синтезированные) вещества, преднамеренно вводимые в пищевые продукты с целью их сохранения и (или) придания им заданных свойств. 
Мы решили исследовать влияние некоторых пищевых добавок на живые организмы. Многочисленными исследованиями выявлено значительное сходство между обменными процессами в растительных, животных и дрожжевых клетках. В этой связи нами высказано предположение о возможности использования дрожжевых препаратов как модельных систем для исследования антропогенных нагрузок, токсичности и других факторов.

Существующие промышленные препараты дрожжей представлены двумя формами: быстродействующие (инстантные) дрожжи и прессованные, свежие. В высокой степени вероятности обе разновидности промышленных дрожжей можно использовать для эксперимента

2. Цели и задачи исследования

2.1. Цель исследования

- выяснить возможность использования дрожжевых препаратов, как модельных систем для исследования различных внешних факторов.

- исследовать влияние пищевых добавок на развитие пекарских дрожжей.

2.2. Задачи исследования: 

•
выявить наиболее удобные для исследования виды промышленных дрожжей;

•
определить параметры оценки влияния пищевых добавок на жизнедеятельности дрожжевых клеток;

•
исследовать влияние различных концентраций нескольких пищевых добавок на жизнедеятельность дрожжевых клеток.

Гипотеза: Некоторые пищевые добавки могут негативно влиять на процессы развития (почкование, скорость размножения, запас питательных веществ, образование продуктов метаболизма) дрожжевых клеток.

3. Объекты и методы исследований

3. 1. Объекты исследований

   
Дрожжи Saccharomyces cerevisiae, коммерческий продукт - дрожжи хлебопекарные  сухие быстродействующие торговой марки «Саф-момент» и дрожжи свежие прессованные ОАО «Комбинат пищевых продуктов», Санкт-Петербург. Предметом исследования стало влияние пищевых добавок в составе фруктово-ягодных наполнителей.

3. 2. Методы исследования

Методы световой микроскопии и  микробиологического контроля  

При проведении микроскопического анализа популяции дрожжей световым микроскопом с сухим объективом рассматривают внешний вид клеток методом раздавленной капли в неокрашенном или окрашенном видах (прижизненные препараты). 

Метод раздавленной капли без использования красителей позволяет различать дрожжевые клетки по толщине клеточных стенки и мембраны, состоянию цитоплазмы, наличию или отсутствию вакуолей, процентному количеству почкующихся и мертвых клеток, определение количества гликогена. Кроме морфологии клеток мы исследовали продукты метаболизма.

Определение кислотности методом титрования 

Развитие дрожжей вызывает изменение кислотности среды, которую определяли методом титрования. Титриметрический анализ (титрование) — метод количественного анализа в аналитической химии, основанный на измерении объёма раствора реактива известной концентрации, расходуемого для реакции с определяемым веществом.
 Определение массовой доли углеводов  йодометрическим методом

Интенсивность развития дрожжей косвенным образом можно контролировать по концентрации углеводов в пробе,  – Приложение 1, Приложение 4, фото 9-10
3. 3. Фруктово-ягодные наполнители:

А. брусника-клюква. Производитель: ООО «Компания Зелёный город», РФ, г. Н.Новгород 

Состав продукта: ягоды, фрукты, сахар, загуститель пектин (Е 440), регулятор кислотности – лимонная кислота (Е 330), красители натуральные, синтетические, ароматизаторы идентичные натуральным, консервант сорбат калия (Е 202). Пищевая ценность в 100г продукта: белков – 0.15 г, углеводов – 50,0 г, калорийность – 271 ккал.

Б. клубника. Топпинг. Производитель: EUROHANSA, Польша (Импортное сырьё)

Состав продукта: сахар, фруктовый концентрат, сироп глюкозовый, вода, стабилизаторы: Е 440, Е 1442, Е 401, краситель: Е 120, консервант Е 202, регулятор кислотности Е 330. Энергетическая ценность в 100 г: 250 ккал.

В. Топпинг.  Производитель: EUROHANSA, Польша (Импортное сырьё)

Состав продукта: сахар, фрукты, сироп глюкозный, вода, стабилизаторы: Е 440, Е 1442, Е 407, краситель: Е 100, консервант Е 202, регулятор кислотности Е 330. Энергетическая ценность в 100 г: 250 ккал.

4. Результаты исследований

Эксперимент проводили в три этапа (табл. 1).
Таблица 1

Схема исследований

	Этап 
	Содержание
	Методы исследования

	1. Выбор тест-объекта
	Исследование стадий развития дрожжевых клеток в быстродействующих (инстантных) и прессованных (свежих) дрожжах в различных средах: вода дистиллированная, вода водопроводная и вода с минеральными добавками
	- Методы световой микроскопии и  микробиологического контроля

	2. Влияние пищевых добавок 
	Исследование стадий развития дрожжевых клеток при соотношении – вода, сахар, дрожжи (3:1:0,1); в опытных образцах – весь сахар из пищевых добавок 
	- Методы световой микроскопии и  микробиологического контроля

	3. Влияние пищевых добавок 
	Исследование стадий развития дрожжевых клеток при внесении пищевых добавок в концентрациях, соответствующих промышленным дозам
	- Методы световой микроскопии и  микробиологического контроля;

- Определение кислотности методом титрования;

- Определение массовой доли углеводов в йодометрическим методом


4. 1. Выбор тест-объекта

Многие данные по цитологии, биохимии и генетике эукариот были впервые получены на дрожжах рода Saccaromyces. Для исследований важен короткий жизненный цикл дрожжей и возможность быстрого получения большого числа особей и поколений (одна клетка способна делиться 20-25 раз, продолжительность жизни одного поколения колеблется от 1-7 часов, образование новой почки длится 30-40 минут), довольно крупный объект для микроскопического исследования 3-7 мкм.   

В качестве модельного образца были  апробированы свежие дрожжи и быстродействующие. В ходе исследования последние показали себя гораздо лучше, так как процессы шли быстрее, морфология клеток была разнообразней, можно было одновременно наблюдать клетки на разных стадиях жизни. В случае со свежими дрожжами клетки выглядели морфологически одинаковыми. (Приложение 2, фото 1-2).

Именно поэтому, в качестве модельного объекта были выбраны дрожжи торговой марки «Саф-момент». 

4. 2. Влияние пищевых добавок. Сахар только в составе пищевых добавок.

Контрольный и опытные образцы для  исследований готовили по схеме, представленной в таблице 3,  – Приложение 5.

Таблица 3

Приготовление дрожжевой суспензии

	Состав среды
	Контроль
	Опытные образцы:наполнитель

	
	
	1

брусника-клюква
	2

клубника
	3

топпинг

	Вода дистиллированная, мл
	100
	100
	100
	100

	Сахар, г
	25
	50
	50
	50

	Дрожжи сухие, г
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5


Наблюдения показывают, что внесенные пищевые добавки замедляют развитие дрожжевых клеток (Приложение 5). Как видно из рис.1 наибольший отрицательный эффект проявился в опытном образце 3
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Рис. 1. Число почкующихся клеток в препаратах дрожжей в стадии размножения

Выводы на данном этапе:

1. . Логарифмическая стадия (почкование) происходит в опытных образцах 1, 2 и 3 менее интенсивно, возможно это обусловлено наличием добавки Е 1442. Достаточно много почкующихся клеток в образце №2 – «Клубника». Мы объяснили это тем, что в составе наполнителя помимо сахара есть сироп глюкозный. Скорость усвоения глюкозы выше, чем скорость усвоения сахара. Но в случае с «Топпингом» - образец №3, нет такого активного почкования. Мы предположили, что здесь активное влияние оказывают частицы куркумина (Е100), которые нерастворимы и оседают на поверхности клеток, тем самым препятствуют процессам метаболизма. 

3. Необычное почкование встретилось в опытном образце 2 с наполнителем клубника, оно было зафиксировано уже на первые сутки, именно в это время клетки активно делятся и, вероятно, являются наиболее уязвимы. (Приложение 2, фото 3-4). В опытном образце 3 подобные клетки появились позже, они стали просматриваться на 14 сутки, это можно объяснить механизмом кумуляции, происходило постепенное накопление нежелательного агента.

4. Самыми неблагоприятными средами для развития дрожжевых клеток можно считать опытные образцы 2 (наполнитель «Клубника») и 3 (наполнитель «Топпинг»). Обе добавки являются импортным сырьём.

4. 3. Влияние пищевых добавок. Промышленные дозы.

Таблица 4

Приготовление дрожжевой суспензии

	Состав среды
	Контроль
	Опытные образцы:наполнитель

	
	
	1

брусника-клюква
	2

клубника
	3

топпинг

	Вода дистиллированная, мл
	100
	100
	100
	100

	Сахар, г
	25
	23
	23
	23

	Наполнитель
	0
	4
	4
	4

	Дрожжи сухие, г
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5


При данных концентрациях пищевых добавок наблюдение вести легче, нет яркого окрашивания, поэтому во всех образцах возможно определение гликогена ( Приложение 3, фото 8)и определение мёртвых клеток. В опытных образцах гликогена синтезируется меньше. Наиболее наглядно влияние пищевых добавок проявилось в стадии размножения. Как видно из рис. 2 наибольшая активность развития дрожжевых клеток была в контрольном образце. Во всех опытных образцах процент почкующихся клеток ощутимо меньше. Особенно выраженный отрицательный эффект на рост наблюдаемых дрожжевых культур проявился в опыте 3 с пищевой добавкой «Топпинг». Почкование клеток в этом случае замедлено почти втрое по сравнению с контрольным образцом. ( Приложениё 6)
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Рис. 2 Число почкующихся клеток дрожжей в стадии размножения при внесении пищевых добавок в промышленных концентрациях. %.

Исследования показали, что на развитие дрожжей оказывала большое влияние кислотность проб. В результате метаболизма наибольшая кислотность оказалась в контрольном образце. Мы попытались это объяснить следующим образом: органические кислоты образуются в среде из аминокислот в результате деятельности дрожжей. Дрожжи отнимают NH2, а углеродные остатки выделяют наружу. Значит метаболизм (поступление и выделение веществ) в контроле шёл наиболее активно, его ничто не тормозило. Аминокислоты в окружающей среде появляются из белков погибших клеток, что связано с автолизом клеток. (Приложение 3, фото 7). В опытных образцах продуктов метаболизма меньше, значит,  есть сдерживающие факторы: наличие консервантов (Е202 – сорбат калия) и загустителей (Е 1441 – модифицированный крахмал)

Анализ концентрации углеводов в пробах показал различие в содержании глюкозы в контрольном и опытных образцах (Приложение 4).  Подтвердилось наше предположение о том, что в контрольном образце метаболизм идёт более естественным путём. В контроле процент потребления сахара был меньше и мы предположили, что здесь наиболее активно шли процессы дыхания, а так как этот процесс энергетически более выгоден, количество потребления субстрата уменьшается. В опытных образцах сахара израсходовано больше, видимо в них произошло смещение в сторону брожения. Этот процесс анаэробный, для него не нужен кислород. В целом низкая обеспеченность дрожжей кислородом приводит к тому, что размножение клеток замедляется (мы это видели в наших опытах), активность популяции снижается из-за снижения количества клеток.

Выводы на данном этапе:

1.
Консерванты и стабилизаторы в пищевых добавках являются сдерживающим фактором для естественного процесса жизнедеятельности хлебопекарных дрожжей. 

2.
Пониженная кислотность опытных образцов, может свидетельствовать о смещении метаболизма в сторону брожения, а в контроле напротив метаболизм идёт активнее. Появление плесневых грибов в опытных образцах на последних стадиях так же можно объяснить пониженной кислотностью, по сравнению с контрольным образцом. (Приложение 3, фото 5-6)
3.
Содержание углеводов в опытных образцах достоверно меньше, что вызвано либо торможением гидролиза сахарозы, либо изменением метаболизма дрожжевых клеток в сторону брожения. В контроле процент потребления сахара меньше, что предположительно связано с более активным дыханием, а так как это энергетически более выгодно, количество потребления субстрата (сахара) уменьшается.

5. Анализ работы и заключительные выводы

В ходе целого ряда экспериментов мы исследовали влияние пищевых добавок на живые организмы на примере хлебопекарных дрожжей (Saccharomyces cerevisiae). Несмотря на то, что данный объект является представителем царства Грибов, а нас, прежде всего, интересует влияние добавок на организм человека (животные клетки), всё-таки можно признать, что и в данном случае добавки оказывают влияние на процессы метаболизма. Особенно важным является наблюдение того, что происходит смещение в сторону брожения, а не дыхания, что является естественным для животных организмов.

В соответствии с поставленными целями, нами сделаны следующие выводы:

1. Дрожжевые препараты можно использовать в качестве модельных систем для исследования различных внешних факторов.

2. Пищевые добавки оказали влияние на морфологию и жизнедеятельность пекарских дрожжей.
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ПРИЛОЖЕНИЯ
Приложение1

Определение массовой доли углеводов в йодометрическим методом

В мерную колбу вместимостью 200 см3 пипеткой вносят 10 см3 исследуемого образца и из цилиндра 100 см3 дистиллированной воды. К содержимому колбы пипетками добавляют 4 см3 реактива Фелинга 1, 1,5 см3 раствора гидроксида натрия с эквивалентной концентрацией 1 моль/дм3 и 2 см3 2%-ного раствора фторида натрия. После внесения каждого реактива содержимое колбы перемешивают круговыми движениями. Объем колбы доводят до метки дистиллированной водой, закрывают колбу пробкой и несколько раз переворачивают для перемешивания раствора. Колбу оставляют в покое на10÷15 минут для осаждения белков. Затем ее содержимое фильтруют через сухой складчатый фильтр в коническую колбу вместимостью 200÷250 см3. Первую порцию фильтрата объемом 20÷30 см3 отбрасывают. Все эти операции проводят при температуре 20±2оС.

Далее берут две  конические колбы вместимостью 200÷250 см3 с притертыми пробками и маркируют (контроль и опыт). В опытную колбу пипеткой вносят 10 см3 фильтрата, в контрольную – 10 см3 дистиллированной воды. Затем в обе колбы из бюреток добавляют по 15 см3 раствора гидроксида натрия с эквивалентной концентрацией 0,1 моль/дм3 и, при непрерывном помешивании содержимого 10 см3 водного раствора йода с эквивалентной концентрацией 0,1 моль/дм3. Обе колбы закрывают пробками и помещают в темное место на 20 минут при комнатной температуре.

После выдержки в обе колбы из бюретки вносят по 5 см3 раствора соляной кислоты с эквивалентной концентрацией 0,5 моль/дм3 и титруют выделившийся йод раствором  тиосульфата натрия с эквивалентной концентрацией 0,1 моль/дм3 в два этапа. Сначала – до желтого окрашивания, после чего добавляют 1 см3 1%-ного раствора крахмала и 2 капли метилоранжа, смесь приобретает буро-фиолетовое окрашивание. Затем титрование продолжают, добавляя тиосульфат по каплям до появления розового окрашивания, обусловленного метилоранжем. Массовую долю углеводов рассчитывают по формуле, используя весь объем тиосульфата натрия, израсходованного на титрование каждой пробы:
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ω – массовая доля углеводов в образце, %;

Vк, Vо – объем раствора тиосульфата натрия, израсходованного на титрование йода в контрольной и пробах соответственно, см3;

0,01801 – масса глюкозы, соответствующая 1 раствора тиосульфата натрия с эквивалентной концентрацией 0,1 моль/дм3, г;

0,997 – коэффициент поправки на объем осадка;

m – масса образца, соответствующая взятому фильтрату, в данном случае 0,5 г.

Кислотность проб в присутствии фенолфталеина определяли титрованием раствором гидроксида натрия с эквивалентной концентрацией 0,01 моль/дм3 до появления слабо-розового окрашивания, не исчезающего в течение 1 мин. Расчеты выполняли по формуле:

                                                           VNaOH
К = ---------- , где

                                                           Vпробы
К – титруемая кислотность проб;

VNaOH – объем раствора гидроксида натрия, израсходованного на титрование, см3;

Vпробы – объем исследуемой пробы, см3.
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Фото 1. Дрожжи прессованные под микроскопом.


Фото 2. Дрожжи прессованные под микроскопом.

                        Стационарная фаза






  
  Стадия отмирания
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Фото 3. Дрожжи быстродействующие, добавка «Клубника»

Фото 4. Дрожжи быстродействующие, добавка «Брусника»

 Приложение 3
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Фото 5. Наличие инфекции в дрожжанке 




Фото 6. Окрашивание метиленовым синим

 
Фаза ускорения







Стационарная фаза
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Фото 7. Дрожжи быстродействующие. Добавка «Топпинг». 

Фото 8. Определение гликогена на стадии голодания

Стадия автолиза

Приложение 4
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Фото 9. Определение массовой доли углеводов


Фото 10. Определение массовой доли углеводов

Приложение 5

Наблюдения в ходе эксперимента

Сахар только в составе пищевых добавок

	Опыт (стадия)
	Контроль 
	Опыты 

	
	
	1
	2
	3

	1
	Клетки хорошо видны, их много
	Клетки видны
	Клетки хорошо видны, встречаются клетки с неправильным почкованием, причудливой формы.
	Клеток очень много, но мало почкующихся, подсчет затруднен, так как много мелкодисперсных частиц добавки, которая в воде не растворяется.

	2
	Почкующиеся клетки, %

- 46
	Почкующиеся клетки, % - 21
	Почкующиеся клетки, %

- 33

Подсчёт затруднён, так как структура капли неоднородная.
	Почкующиеся клетки, %

- 20

Подсчёт затруднён, масса имеет однородный жёлтый цвет.

	3
	Клеток много, есть почкующиеся, довольно крупные, почкование правильное.


	Клеток мало, есть в стадии почкования.
	Густая масса, как сироп, клетки в несколько слоёв, есть кусочки ягод.
	Клеток много, очень мелкие, но хорошо стали видны за счёт уплотнённых оболочек, клетки не окрашены.

	4
	Клетки хорошо оформлены, форма овальная, единичные в стадии почкования.
	Клеток гораздо меньше чем в образце № 1, есть фактор сдерживающий их развитие.
	Клетки расположены в несколько слоёв, что затрудняет их рассмотрение, много одиночных.
	Клетки расположены в жёлтой среде, много хорошо оформленных клеток, почти все одиночные, что говорит о завершении логарифмической стадии

	5
	При окрашивании метиленовым синим достаточно много клеток прокрашивается.

При окрашивании йодом есть значительное количество клеток, которые имеют достаточно правильную овальную форму, дают гликогеновое окрашивание. Следовательно в образце присутствуют клетки разного возраста. Самопереваривание на 14 сутки еще не наступило.
	Клетки немногочисленные, есть единичные почкующиеся экземпляры, некоторые почкуются неправильно.
	Клетки в стадии голодания. Есть много одиночных крупных экземпляров, почти все овальной формы.
	Клетки плохо просматриваются в связи с частицами красителя, но достаточно часто встречаются клетки с неправильным почкованием, напоминающие «звёздочки» с множеством лучей.


Приложение 6

Наблюдения в ходе эксперимента

Сахар в промышленных дозах

	Опыт (стадия)
	Контроль 
	Опыты 

	
	
	1
	2
	3

	1 сутки 

Фаза ускорения
	Почкуются клетки

85%
	Почкуются клетки 50%
	Почкуются клетки 80%
	Почкующихся клеток гораздо меньше, примерно 20%

	3 сутки Логарифмическая стадия (стадия размножения)
	Почкуется 90%
	Почкуется 70%
	Почкуется 60%
	Почкование 35%

	7 сутки Стационарная фаза, фаза брожения
	Почкуются 95%, большего увеличения численности не происходит, клетки начинают накопление веществ
	Почкуются 80%, есть одиночные, которые начинают рост.


	Почкуется 60 %. Появилось много одиночных клеток, оболочки утолщённые, что свидетельствует о завершении 3 стадии, клетки накапливают вещества, увеличиваются в размерах.
	Много клеток одиночных, в стадии почкования 40%. В данном образце хуже всего идут процессы метаболизма

	11 сутки

Стадия голодания, окрашивание раствором йода
	Почкуется 30% клеток. Йодом окрашиваются не все клетки, примерно 50%, содержание различное от ½ до 2/3.
	Почкуется 20%, йодом окрашиваются  половина клеток 50%, но их содержание гораздо меньше почти все на 1/3.
	Почкуется 20%, клетки в разном состоянии. Окрашивание раствором йода различное. Есть клетки полностью окрашенные, есть окрашенные на 1/3 и 2/3, что соответствует зрелым клеткам. В целом окрашено почти 60%.
	В стадии почкования 20%. Начинается угнетение. Раствором йода окрашиваются до 70% клеток. Большей частью на 1/3.

	13 сутки

Стадия отмирания, окрашивание метиленовым синим


	Клетки неправильной формы, почти все окрашиваются метиленовым синим  (80%), плазма отделяется от оболочек и собирается в центре. Автолизированных клеток нет.

Содержание углеводов – 4,49 %

Титруемая кислотность – 60 (начальная – 10, конечная – 70)
	Окрашивается 30% клеток, особенно хорошо окрашиваются плесневые грибы.  Они выглядят в виде гифов – трубка  диаметром 2-10 мкм, содержащая цитоплазму и органоиды.

Содержание углеводов – 3,59 %

Титруемая кислотность – 51 (начальная – 54, конечная – 105)
	Окрашено 50% клеток, есть заражение другими грибами, они окрашены наиболее сильно.

Содержание углеводов – 3,41 %

Титруемая кислотность – 35,5 (начальная – 74, конечная – 109,5)
	Клетки в состоянии автолиза, присутствуют капли жира.

Содержание углеводов – 3,05 %

Титруемая кислотность – 51 (начальная – 40, конечная – 91)
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