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                                               ВВЕДЕНИЕ 
АКТУАЛЬНОСТЬ ПРБЛЕМЫ
        В настоящее время есть множество способов определить заболевания на их ранней стадии развития в достаточно короткий срок. Анализ крови практически является более точным исследованием, однако анализ слюны – более быстрое исследование являющееся экспресс тестом. Слюна является наименее изученной и самой недооценѐнной из всех биологических жидкостей организма. Однако она осуществляет много функций                                     в организме.     Как вообще возможно использовать слюну для диагностики того или иного заболевания? Все очень просто: слюна содержит те же антитела, которые вырабатываются организмом человека в ответ на различные вирусы, и поэтому по их наличию в ней мы можем судить о тех или иных проблемах организма. Так биохимический анализ слюны сможет выявлять дисбактериоз полости рта, являющееся симптомом, например, стоматита, болезни желудочно-кишечного тракта, кариеса. Анализ слюны так же позволяет обнаружить гепатит, ВИЧ, или болезни легких. Более того, благодаря наличию в слюне специфических белков, лабораторное исследование слюны позволит выявить онкологические заболевания, болезнь Паркеинсона, Альцгеймера и сахарный диабет.   Мы верим, что в будущем анализ слюны станет более частным лабораторным исследованием в сравнении анализами крови, в части экспресс-тестов.                                     Цель исследования: изучение химического состава и свойств слюны человека.                                                                                                                     Задачи исследования:                                                                                                          • изучить и проанализировать информацию по теме;                                        •познакомиться с составом и биологической ролью слюны в организме человека;                                                                                                                               • исследовать экспериментально наличие отдельных компонентов в слюне;                                           • изучить   свойства слюны. 

Практическая значимость исследования: с помощью соответствующих качественных реакций можно определить химический состав слюны, исследовать некоторые еѐ свойства, определить рН слюны как показателя активности пищеварительных ферментов.

Объект исследования: слюна человека. 

Предмет исследования: состав и свойства слюны человека. 

Методы исследования: • изучение и анализ научно-популярной и научной литературы по теме; •наблюдение • эксперимент. 

Гипотеза исследования: знания о химическом составе, свойствах и роли слюны позволят более бережно относиться к своему организму каждому человеку. 

Результат: • слюна – это биологическая жидкость, которая играет большую роль в организме человека, выполняя различные функции: пищеварительную; минерализующую; очищающую; защитную; бактерицидную; иммунную; гормональную; речевую, буферную и др.;                          • химический состав слюны сложен, т.к. это многокомпонентная биологическая жидкость, вырабатываемая специализированными железами и выделяемая в ротовую полость;                                                                                              • в результате проведённого исследования показано, что с помощью соответствующих качественных реакций можно определить химический состав слюны и некоторые еѐ свойства
ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ
         Слюна, или, правильнее, ротовая жидкость, является очень доступным объектом исследования на школьном уроке химии. Получить её, как говорится, плёвое дело. Здоровый человек без особых усилий путём многократного сплёвывания за  несколько минут наберёт до 4 - 5 мл этой биологической жидкости. Но столько ротовой жидкости нам не понадобится.      Строго говоря, слюной называют только секрет трёх пар слюнный желез (околоушных, подчелюстных, подъязычных).                                       Слюна́ (лат. saliva) — прозрачная бесцветная жидкость, отделяемая в полость рта секрет слюнных желёз. Слюна смачивает полость рта, способствуя артикуляции, обеспечивает восприятие вкусовых ощущений, смазывает пережёванную пищу. Кроме того, слюна очищает полость рта, обладает бактерицидным действием, предохраняет от повреждения зубы. Под действием ферментов слюны в ротовой полости начинается переваривание углеводов. 
Слюна обладает pH от 5,6 до 7,6.  
    В сутки у взрослого человека выделяется около 1500мл слюны. Однако скорость секреции неравномерная и зависит от ряда факторов: возраста (после 60 лет слюноотделение замедляется), нервного возбуждения, пищевого раздражителя, времени года и др. Количество секретируемой слюны определяется степенью стимуляции слюноотделения и функциональной активностью слюнных желез.
  Слюна состоит из 99,42% воды и 0,58% органических и неорганических веществ. Из неорганических компонентов в слюне присутствуют кальциевые соли, фосфаты, калиевые и натриевые соединения, хлориды, бикарбонаты, фториды, роданиды и др. Концентрация Na+ в слюне обычно намного меньше, чем в плазме в состоянии покоя железы, но она увеличивается при возрастании скорости истечения слюны.
  Ионов К+ в спокойной железе в норме намного выше, чем в плазме, однако с увеличением скорости истечения слюны концентрация падает. Соотношение ионов К+ и Na+ в количественном соотношении очень важно для оценки состояния электролитного обмена в организме.
  Кальций в слюне (1,2 ммоль/л) находится в 2х видах - 50% составляет ионизированные Са2+, 15% Са связано с белками, остальное количество связано с цитратами и фосфатами. 
Фосфаты - их содержание в слюне в 2 - 3 раза отличается от содержания в плазме. Фосфор слюны, в основном, представлен неорганическими соединениями (95%) и лишь 5% в виде органических фракций.  Основной формой неорганического фосфора в слюне является гидрофосфат - основной продукт гидролиза гидроксиапатита эмали.
  Слюна содержит многочисленные органические компоненты - протеины, углеводы, аминокислоты, ферменты, витамины и др., основным из
которых является белок. Количество общего белка в смешанной слюне составляет 0,8 — 3,0 г/л. 
  В полости рта слюна смешивается с секретом слизистой оболочки рта, слущенными клетками эпителия, а также  большим количеством бактериальных клеток, которые постоянно обитают на слизистой, дёснах, зубах. Уровень бактериальной обсеменённости полости рта значительно варьирует. Подсчитано, что в 1 мл ротовой жидкости содержится от 40  млн. до 5,5 млрд. микробных тел, по насыщенности микроорганизмами полость рта уступает только толстому кишечнику. Не случайно, ведь первыми  микроорганизмами, которые наблюдал в свой микроскоп голландец Антоний Левенгук в 1683 году, были как раз микробы зубного налёта. В полости рта  выявлено свыше 300 видов микроорганизмов. В основном это анаэробы:  стрептококки и другие микрококки, фузобактерии, а также некоторые простейшие  грибы.
     В 1892 году немецкий микробиолог Миллер опубликовал монографию  микрофлоре полости рта. Всё это наводит на мысль о том, что ротовая жидкость может рассматриваться  как доступная модель микробного биоценоза. Если мы заинтересовались жизнью и  деятельностью наших друзей бактерий, нам необязательно готовить питательные среды и в стерильных условиях выращивать микроорганизмы, что конечно, малореально в школьных условиях. Достаточно наплевать в пробирку, и вот уже миллиарды микробов готовы для изучения.
    Высокая плотность микробных тел, теплая, влажная и нейтральная среда способствуют активным метаболическим реакциям в полости рта, и поэтому же химический состав ротовой жидкости существенно отличается от состава, например, плазмы крови, лимфы, тканевой жидкости.
                                       ПРАКТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ

      На базе школьной лаборатории мы провели исследования на наличие нитритов, бактериальной уреазы, органических кислот, фермента нитроредуктазы и каталазы.
  Опыт 1 Определение нитритов в ротовой жидкости. (приложение1).
Цель: обнаружить нитриты в ротовой жидкости.

Реагенты: свежесобранная слюна; вода; уксуснокислый раствор Грисса.
 К объёму свежесобранной слюны добавляем 1-2 мл. воды и 1 мл. 1%-ного раствора реактива Грисса, приготовленного на 20%-ной уксусной кислоте. Если нитритов в образце много, пурпурная окраска постепенно развивается уже при комнатной температуре, однако лучший результат получается при нагревании в горячей водяной бане 5-10 минут. Интенсивность окрашивания пробы от бледно - розового до ярко - пурпурного в зависимости от уровня нитритов в пробе.
Вывод: интенсивность окрашивания от бледно – розового до ярко – пурпурного в полученной жидкости зависит от уровня нитритов      
   Больше нитритов обнаруживается после овощных блюд (особенно петрушки, сельдерея и т. п.), овощных соков. Слюна вегетарианцев, как правило, более богата нитритами.Существует общее мнение, что овощная диета более полезна. Но оказывается, что полезные овощи вызывают повышение нитритов в слюне (и далее в желудочно-кишечном тракте). Нитриты, как известно, довольно ядовитые соединения, вполне возможно, что они являются причиной раковых заболеваний желудка. Что же получается, что овощи есть вредно?

Дело в том, что в овощах содержится довольно много солей азотной кислоты, нитратов. Сами по себе нитраты не столь токсичны, как нитриты. 
И человек с пищей и питьём ежедневно получает до 200 - 300 мг. нитратов

В таблице 2 представлены цифры, содержания солей азотной кислоты (нитратов) в некоторых общеупотребительных овощах, а также в речной воде. Кстати, принятая в Российской Федерации предельно допустимая концентрация (ПДК) нитратов в питьевой воде соответствует 50 мг. на 1 л.
Содержание нитратов в овощах

	Овощи


	Мг. на 1 кг. сырой массы



	Капуста


	500 - 900



	Огурцы


	100-300



	Томаты


	50-100



	Лук ранний


	1200



	Лук поздний


	100-120



	Кукуруза


	100-1700



	Речная вода


	11-15



	Картофель


	250



	Свекла


	1400



	Перец сладкий
	200

	Листовая зелень
	2000

	Яблоки 
	60

	Дыни
	90


    Содержание нитратов в растительной продукции, как видно из таблицы, подвержено существенным колебаниям. Это связано с неумеренным внесением нитратных удобрений. Как правило, высокое содержание нитратов отмечено в ранних парниковых овощах (сравните в таблице лук ранний и поздний). Однако вопросы сельскохозяйственной химии - это предмет отдельного разговора.

Интереснее выяснить, чем опасно употребление повышенных количеств нитратов. Очевидно, что их опасность во многом связана с тем, что в желудочно-кишечном тракте под действием микроорганизмов происходит восстановление нитратов до нитритов (и далее до аммиака). Биологическая подоплека этого процесса состоит в использовании кишечными бактериями нитратной формы азота для биосинтеза собственных белков, нуклеиновых кислот и других важных азотсодержащих оснований. Определённая часть образующихся нитритов не успевает восстанавливаться дальше до аминного азота, и поэтому,  мы можем их обнаружить в ротовой полости (в слюне), где также происходит бактериальное восстановление нитратов.
Опыт 2 Определение бактериальной уреазы (приложение 2)
Цель: определить бактериальную флору в ротовой жидкости.

Реагенты: ротовая жидкость; универсальный индикатор                                         

Ротовая жидкость инкубируется с 1-3%-ным раствором мочевины. В пробу добавлено несколько капель универсального индикатора . За счёт образования аммиака проба подщелачивается и цвет индикатора изменяется от жёлто - зелёного до синего. Образующийся аммиак (щелочной продукт) участвует в нейтрализации органических кислот ротовой жидкости. Последние накапливаются в ротовой полости в результате действия бактериальных ферментов брожения углеводов.

Вывод:  цвет индикатора изменяется от жёлто - зелёного до синего. 

Опыт 3 Определение гликолитической активности слюны (приложение 3)
Цель: обнаружить органические кислоты в ротовой жидкости.
Реагенты: ротовая жидкость, глюкоза, универсальный индикатор.
 К ротовой жидкости добавляем раствор  сахарозы и несколько капель универсального индикатора. После часовой инкубации (а возможно, и раньше) наблюдается постепенное изменение окраски индикатора до желтого и далее до жёлто - оранжевого. Можно использовать и другие индикаторы, у которых зона перехода в слабокислой среде. По-видимому, основой органической кислотой, образующейся из углеводов в ротовой жидкости, является молочная кислота. Можно попробовать её обнаружить после инкубации слюны с углеводами реакцией с хлоридом железа. Инкубируя ротовую жидкость с различными углеводами, можно установить, что они расщепляются с разной скоростью. Наиболее быстро расщепляются глюкоза и, таким образом, закисляет ротовую полость. А похожая на глюкозу пентоза под названием ксилоза практически не метаболизируется бактериями. В связи с этим нетрудно догадаться, почему в «Орбит» добавляют ксилозу или ксилит, но не глюкозу или сахарозу.

Вывод: наблюдается  резкое изменение окраски раствора после инкубации от бесцветного до желтого и далее до желто - оранжевого.  

Опыт: 4 Определение нитратредуктазы (приложение 4)
Цель: определить активность фермента нитратредуктазы по изменению цвета ротовой жидкости.

Реагенты: слюна, раствор нитрата натрия, раствор Грисса.
     К 0,1 - 0,2 мл. ротовой жидкости добавляем несколько капель 0,01М. раствора нитрата натрия (годятся также соли калия, аммония, магния). Проба инкубируется 20 - 30 минут в водяной бане при температуре около 40° С. Для сравнения ставится ещё одна проба с тем же количествам слоны. Но без нитрата. Как показано выше, в ротовой жидкости и так присутствует немного нитрита, А ведь именно по нарастанию концентрации нитрита мы судим о наличие в слюне бактериальной нитратредуктазы. Определяем появление (или нарастание) нитрита с помощью уже  описанной цветовой диазореакции Грисса: в пробе с нитратом будет ярко -пурпурное окрашивание, а в пробе без нитрата - бледно-розовое иди вообще проба будет бесцветной. Определение фермента нитратредуктазы в ротовой жидкости по указанной прописи получается очень хорошо и надёжно. Высокая активность этого фермента говорит о том, что в ротовой полости содержится много микроорганизмов, восстанавливающих минеральные нитраты пищевых овощей. Низкая активность наблюдается после чистки зубов пастой, после полоскания рта дезинфицирующими растворами. Соли тяжелых металлов, в том числе и нитраты, а также антибиотики, как и следовало ожидать, резко тормозят активность бактериальной нитратредуктазы
Вывод: анализируя окраску двух проб с нитратом и без нитрата натрия мы увидели ярко-пурпурное окрашивание, 1) что указывает на активность фермента нитратредуктазы; 2) и доказывает, что в ротовой жидкости содержится много микроорганизмов, восстанавливающих

минеральные нитраты пищевых солей

 Опыт 5  Каталаза ротовой жидкости (приложение 5)
Цель: определить активность каталазы.

Реагенты: слюна, 3%-ный раствор перекиси водорода.
К образцу слюны добавляется 1 - 3 %-ный раствор перекиси водорода, и проба инкубируется в тёплой водяной бане. Параллельно ставится пробирка со слюной без перекиси (контрольная проба). В опытной пробирке замечается образование пузырьков кислорода согласно реакции:

2Н2О2 – 2Н2О + О2
Вывод: разложение перекиси водорода в контрольной пробе слюны

ведёт к образованию кислорода.
                    ЗАКЛЮЧЕНИЕ

• Представленные материалы доказывают, насколько разнообразен химический состав живого организма, а ведь мы проанализировали лишь только вещества, содержащиеся в ротовой жидкости.

• Поскольку ферменты являются протеинами, для них характерны типичные свойства белков (протеинов): их термолабильность, активность в разных средах.

Простой пример: для определения активности фермента желудочного сока пепсина надо кроме белкового субстрата добавить 0,1 М соляной кислоты, поскольку этот фермент работает в кислой среде.

• Количественное определение ферментов ротовой жидкости имеет важное значение в стоматологии. Ясно, что при воспалении в полости рта изменяется состав микробной флоры и соответственно активность определённых энзимов. Предположим, что в слюне увеличивается количество ныне модных геликобактерии, обладающих высокой уреазной активностью. Тогда скорость гидролиза мочевины в такой «патологической» слюне заметно возрастёт.

• Проведённые исследования показали о влиянии микроорганизмов на жизнедеятельность человека и их совместное сосуществование.
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Опыт 1 Определение нитритов в ротовой жидкости. (приложение1).
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Опыт 2 Определение бактериальной уреазы (приложение 2)
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Опыт 3 Определение гликолитической активности слюны (приложение 3)
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Опыт: 4 Определение нитратредуктазы (приложение 4)
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Опыт 5  Каталаза ротовой жидкости (приложение 5)
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