                                              ПОЛИСАХАРИДЫ.

     Полисахаридами называются высокомолекулярные продукты поликонденсации моносахаридов, связанных друг с другом гликозидными связями и образующих линейные или разветвленные цепи.

     Полисахариды могут состоять из одного или нескольких типов моносахаридов, и в зависимости от этого различают гомо- и гетерополисахариды. 
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По-видимому, даже самые сложные полисахариды редко содержат больше пяти-шести различных моносахаридов. К самым распространенным из них относятся гексозы – глюкоза, галактоза, манноза, пентозы – ксилоза, арабиноза. Широко распространены также 6-дезоксигексозы – рамноза, фукоза, 2-аминосахара – глюкозамин, галактозамин, а также уроновые кислоты.

  Сложность строения полисахаридов и многообразие известных структур не позволяют создать для них систематическую химическую номенклатуру. Первые названия полисахаридов были произведены от источника выделения или в связи с каким-нибудь характерным свойством полученного соединения. Таковы прочно укоренившиеся названия наиболее широко распространенных полисахаридов: целлюлоза, крахмал, амилоза, пектин, инулин и т.д. Впоследствии было предложено обозначать полисахариды, заменяя суффикс «оза» в названии соответствующих моносахаридов на «ан». Таким образом, термины «полисахарид» и «гликан» являются синонимами. В основу номенклатуры был положен моносахаридный состав полисахаридов. Так, различают гомо- и гетерогликаны, причем D-глюкан – это полимер, построенный только из остатков D-глюкозы, D-галакто-D-маннан полисахарид, содержащий остатки D-глюкозы и D-маннозы. Дальнейшая детализация номенклатуры возможна, если более подробно исследовано строение полисахаридов, например, различают разветвленные и линейные гликаны, α- и β-глюканы и т.д.

      Полисахариды очень широко распространены в растительном мире, выполняя в основном 2 важнейшие функции – скелетную – из целлюлозы, гемицеллюлоз и пектиновых веществ построены клеточные стенки растений и энергетическую в качестве запасных питательных веществ растения откладывают крахмал и инулин. Полисахариды могут выполнять в растениях и другие важные функции, не всегда до конца выясненные, как, например, для камедей и слизей. 

Физико-химические свойства.

     Молекулярные веса природных полисахаридов находятся в интервале от нескольких тысяч до нескольких миллионов. Макромолекулярный характер этих соединений накладывает весьма существенный отпечаток на их  физические и химические свойства. Благодаря большой величине молекул и гибкости молекулярных цепей полисахариды образуют коллоидные растворы, резко отличающиеся от растворов низкомолекулярных соединений. Растворимость полисахаридов определяется химической природой их молекул, высокополярных от большого количества гидроксильных групп. Этим объясняется, тот факт, что полисахариды, как правило, растворимы в воде, значительно хуже растворяются в диметиформамиде, диметилсульфоксиде и практически нерастворимы даже в метаноле и этаноле, не говоря о менее полярных органических растворителях.

     Для полисахаридов самым распространенным типом межмолекулярного взаимодействия является образование межмолекулярных водородных связей, и в этом случае огромное влияние на свойства полисахаридов оказывает степень упорядоченности их строения. Так, целлюлоза, обладающая стереорегулярной структурой и линейной конформацией молекул, нерастворима в воде и лишь слабо набухает в ней, так как энергия межмолекулярного взаимодействия для нее, значительно сильнее энергии гидратации. Амилопектин же, обладающий молекулярной массой в несколько миллионов, но имеющий разветвленное строение, растворим в горячей воде. На растворимость полисахаридов сильное влияние оказывают неорганические соли, рН среды и т.д. Соли, присутствующие в растворе, часто вызывают разрушение водородных связей и повышение растворимости полисахаридов; высокие концентрации солей, напротив, уменьшают гидратацию полисахаридных молекул и приводят к выпадению полисахаридов из растворов. Для полисахаридов, являющихся полиэлектролитами (полиуроновые кислоты), имеются дополнительные возможности межмолекулярного взаимодействия за счет электростатических сил; этим объясняется, по-видимому, нерастворимость в воде их солей с многовалентными катионами. В кислой среде такие соли разрушаются и полисахариды переходят в раствор. В общем случае, однако, полисахариды лучше растворяются в щелочной, чем в нейтральной или кислой среде, поскольку действие щелочи сводится к частичной ионизации и, как следствие, к лучшей гидратации молекул полисахаридов.

     Как правило, полисахариды могут быть получены в твердом состоянии в виде аморфных порошков. Единственная физическая константа, применяемая для характеристики полисахаридов, - это удельное вращение плоскости поляризации.

     Макромолекулярный характер полисахаридов оказывает сильное влияние и на их химические свойства. Хотя в общем случае полисахаридов содержат одну кольцевую альдегидную группу, «удельный вес» этой функции в полимерной молекуле очень мал, и восстанавливающие свойства удается обнаружить только у полисахаридов со сравнительно низким молекулярным весом. 

     Гликозидные связи, соединяющие молекулы моносахаридов друг с другом, чувствительны к действию кислот и обработка кислотами ведет к деполимеризации молекул полисахаридов.

Методы выделения полисахаридов.

     При выделении полисахаридов приходится решать три задачи различной степени сложности:

1. Наиболее простая – отделение низкомолекулярных примесей.

2. Отделение биополимеров неуглеводной природы.

3. Наиболее сложная – разделение смесей полисахаридов.

Нужно оговориться, что все эти три задачи редко являются последовательными этапами выделения. Чаще применяемый метод выделения позволяет решить сразу две, а иногда и три задачи одновременно.

1. Экстракция. Экстракция является первоначальной стадией почти каждого процесса выделения, причем в результате экстракции достигается либо растворение полисахарида и ряда сопутствующих веществ, в то время как многочисленные примеси остаются нерастворенными, либо удаление сопутствующих веществ, а извлекаемый полисахарид представляет собой остаток после экстракции. Последним способом получают целлюлозу в чистом виде из растительного материала. При выделении целлюлозы кроме нерастворимости используется ее необыкновенная химическая устойчивость, которая выдерживает условия жесткой щелочной и окислительной обработки, разрушающей сопутствующие биополимеры.

     Более обычный вариант экстракции – это растворение выделяемого полисахарида. Растворителем, применяющемся в подавляющем большинстве случаев, является вода.  В холодной воде растворимы растительные слизи. Повышение растворимости может быть достигнуто нагреванием, а также повышением рН. Так, многие полисахариды с кислотными функциональными группами, находящиеся в природных объектах в виде солей, легче растворяются в разбавленных минеральных кислотах. Пектин в растениях химически связан с целлюлозой клеточных стенок, образуя нерастворимый  в воде протопектин. Нагревание с разбавленными минеральными или органическими кислотами приводит к гидролитическому разрушению этих связей и выходу пектина в раствор. Растворимость других классов полисахаридов, напротив, повышается в щелочной среде; например, камеди, нерастворимые в воде, растворяются в 1-5% растворе щелочи; для экстракции гемицеллюлоз применяются более концентрированные щелочные растворы. 

     Гораздо реже и только в специальных случаях полисахариды извлекают другими растворителями диметилсульфоксидом, диметилформамидом, водным спиртом. С помощью этих растворителей часто удается избирательно экстрагировать полисахариды со сравнительно невысоким молекулярным весом или с большим количеством малополярных заместителей, например ацетильных групп.

      Экстракция полисахарида сопровождается растворением полярных низкомолекулярных соединений – неорганических солей, сахаров, гликозидов, а также ряда белков, нуклеиновых кислот и т.д. Поэтому дальнейшая обработка экстракта проводится так, чтобы по возможности удалить эти примеси.

2. Осаждение. Некоторые полисахариды растворимы в горячей воде значительно лучше, чем в холодной, и их отделяют после охлаждения экстрактов. Дальнейшая очистка таких полисахаридов аналогична перекристаллизации. Таким образом был очищен инулин и некоторые другие полисахариды.

     Наиболее обычным приемом выделения полисахаридов из водных раствором является осаждение смешивающимся с водой органическим растворителем, причем в подавляющем большинстве случаев применяется этиловый спирт. Известно, что в 80% спирте хорошо растворяется большое количество низкомолекулярных веществ экстрагируемых из растительного сырья вместе с полисахаридами. Полисахариды при такой концентрации спирта выпадают в осадок. Таким простым приемом, как осаждение спиртом, часто можно избавиться от низкомолекулярных примесей. Гораздо реже в качестве осадителей применяют метанол, ацетон, уксусную кислоту и другие растворители.

     Как уже отмечалось, высокие концентрации солей способствуют уменьшению растворимости полисахаридов и выпадению их в осадок. Чаще других реагентов для этих целей используется сульфат аммония. В некоторых случаях при осаждении полисахаридов может происходить их разделение. Кислые полисахариды могут быть выделены из растворов и отделены от нейтральных в виде нерастворимых солей. Например, для осаждения альгиновой и пектовой кислот используют кальциевые или бариевые соли.

     Для осаждения и фракционирования полисахаридов можно использовать комплексообразователи. Например, для осаждения камедей и слизей используют образование малорастворимых медных комплексов с реактивом Феллинга. Образованию нерастворимых медных комплексов способствует наличие в структуре этих соединений остатков уроновых кислот и моносахаридов с соседними цис-гидроксильными группами.  

3. Диализ, ультрафильтрование, ферментативная очистка. Осаждение полисахаридов описанными выше методами не позволяет избавиться от ряда примесей, в частности от неорганических солей и белков. В этих случаях, растворы, содержащие полисахариды перед осаждением нуждаются в дополнительной обработке.

      Для отделения низкомолекулярных примесей, присутствующих в больших количествах, применяется диализ. Материалом для изготовления полупроницаемых мембран обычно служит целлофан. Низкомолекулярные примеси легко диффундируют через целлофан наружу. Для быстрого удаления электролитов может быть применен электродиализ, при котором диффузия ионов ускоряется под действием электрического поля.

     Ультрафильтрование, т.е. фильтрование через мембраны с известной величиной пор также позволяет избавиться от низкомолекулярных примесей и в некоторых случаях даже фракционировать сами полисахариды, различающиеся по молекулярному весу.

     Удаление высокомолекулярных примесей, в частности белков, можно провести разрушением их ферментами (протеазами). Кроме этого белки можно отделить, вызвав их коагуляцию одним из известных методов – нагреванием, действием щелочи, трихлоруксусной кислоты и т.д.

4. Хроматография, электрофорез, ультрацентрифугирование. Указанные методы применяются для разделения смесей полисахаридов. Из хроматографических методов нашли применение ионообменная хроматография для разделения кислых и нейтральных полисахаридов  и фракционирования кислых полисахаридов, различающихся величиной заряда и гель-фильтрация на сефадексах, позволяющая разделять полисахариды по величине их молекулярной массы. Электрофорез имеет примерно ту же область применения, что и ионообменная хроматография, а ультрацентрифугирование, так же как и гель-фильтрация основана на разделении полисахаридов, имеющих различную молекулярную массу. Два последних метода в основном применяются в аналитических, а не препаративных целях.

Качественный и количественный анализ.

     Качественные реакции на полисахариды можно разделить на:

1. реакции непосредственно на полисахариды;

2. реакции на продукты их гидролиза – восстанавливающие моносахариды и уроновые кислоты.

     Общей групповой реакцией непосредственно на полисахариды является реакция осаждения их спиртом из водных растворов. Эта реакция включена в ряд нормативных документов на ЛРС и растительные препараты.

     На отдельные группы полисахаридов применяются следующие реакции:

на крахмал с йодом – синее окрашивание, на слизь – со щелочью – желтое окрашивание, на целлюлозу – с хлор-цинк-йодом (I2 +ZnCl2 + KI) – синее окрашивание.

      Из второй группы реакций на моносахариды, образующихся после кислотного гидролиза полисахаридов наибольшее применение нашли:

1. Реакция с реактивом Феллинга – образование красно-коричневого осадка закиси меди.
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2. Реакция с пикриновой кислотой. Происходит восстановление нитрогруппы пикриновой кислоты до аминогруппы с образованием пикраминовой. В щелочной среде она образуют соль хиноидной структуры и окрашенную в красный цвет
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                            пикраминовая к-та
3. Образование окрашенных комплексов с продуктами окисления моносахаридов.

а) с карбазолом на уроновые кислоты
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б) с антроном на уроновые кислоты и дезоксисахара
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 в) с α-нафтолом (на восстанавливающие сахара)
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                     α-нафтол

г) с резорцином  (на фруктозу)
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Методы количественного определения полисахаридов в растительном сырье и препаратах можно разделить на 2 группы:

1. Гравиметрические методы, основанные на осаждении полисахаридов из растворов, высушивании и взвешивания осадка. Чаще всего осаждают полисахариды спиртом из водных растворов. Этот метод включен в ФС на семена льна, листья подорожника большого, траву череды, слоевища ламинарии, траву алтея лекарственного и семена подорожника блошного Метод дает завышенные результаты, вследствие соосаждения ряда сопутствующих веществ. Более точные результаты гравиметрический метод дает при использовании избирательного осаждения. Например, пектиновые вещества определяют в сырье и препаратах, осаждая их хлоридом кальция (кальций-пектатный метод). 

 2. Спектрофотометрический или фотоколориметрический метод, основанный на измерениях оптической плотности окрашенных продуктов реакции моносахаридов, полученных в результате гидролитического разложения полисахаридов.  Наибольшее применение здесь нашла реакция с пикриновой кислотой. Методики количественного определения, основанные на этой реакции включены в ГФ XIV на цветки липы и листья мать-и-мачехи, реакция с резорцином использована в ГФ XIV в методиках количественного определения полисахаридов в корнях лопуха и корневищах и корнях девясила высокого
В Европейской фармакопее в качестве универсального метода используется метод определения коэффициента набухания сырья. Сущность его заключается в том, что в градуированный цилиндр помещают навеску сырья, заливают водой. Выдерживают несколько часов, затем воду сливают и определяют объем, занимаемый сырьем.
Стандартизация ЛРС, содержащего полисахариды Российской фармакопеей и другими нормативными документами
	ЛРС
	Качественное определение
	Количественное определение

	
	
	Показатель
	Метод определения

	Липы цветки
 ГФ ХIV

	Осадок при до-бавлении 3-х кратного объема спирта к водному извлечению
	Сумма восста-навливающих сахаров (в сос-таве полисаха-ридов)
	ФЭК при 470 нм продуктов гидро-лиза полисахари-дов с пикриновой кислотой

	Мать-и-мачехи обыкновенной листья ГФ ХIV
	Осадок при до-бавлении 3-х кратного объема спирта к водному извлечению

Карбазол+  H2SO4 (галактуроновая кислота)
	Сумма полиса-харидов и сво-бодных сахаров
	ФЭК при 470 нм продуктов гидро-лиза полисахари-дов с пикриновой кислотой

	Лопуха корни

ГФ ХIV

	ТСХ, тимол + H2SO4 (фруктоза и др. сахара)

Порошок корня тимол +  H2SO4 (инулин)
	Сумма полисахаридов
	ФЭК при 482 нм продуктов гидро-лиза полисахари-дов с резорцином

	Девясила высоко-го корневища и корни ГФ XIV
	Порошок корня тимол +  H2SO4 (инулин)
	Сумма фруктозанов и фруктозы
	ФЭК при 483 нм продуктов гидро-лиза полисахари-дов с резорцином

	Льна посевного семена ГФ ХIV
	Порошок семян + тушь (клетки со слизью)
	Сумма полисахаридов
	Гравиметрия после осаждения полиса-харидов спиртом 

	Фиалки трава

ГФ ХIV
	Осадок при до-бавлении 3-х кратного объема спирта к водному извлечению
	Сумма полисахаридов
	Гравиметрия после осаждения полиса-харидов спиртом 

	Подорожника бо-льшого листья

ГФ ХIV
	Осадок при до-бавлении 3-х кратного объема спирта к водному извлечению

Карбазол+  H2SO4 (галактуроновая кислота)
	Сумма полисахаридов
	Гравиметрия после осаждения полиса-харидов спиртом 

	Череды трехраз-дельной трава

ГФ ХIV
	
	Сумма полисахаридов
	Гравиметрия после осаждения полиса-харидов спиртом 

	Ламинарии слое-вища ГФ ХIV
	Осадок при до-бавлении равного объема спирта к водному извлече-нию

HCl +  реактив Фелинга (восста-вливающие саха-ра)
	Сумма полисахаридов
	Гравиметрия после осаждения полиса-харидов спиртом 

	Алтея корни 

ГФ ХIV
	Порошок корня + NH4OH (или NaOH) (слизь)

Порошок корня + J2 (крахмал)
	Экстрактивных веществ, извле-каемых водой
	Гравиметрия

	Трава алтея ле-карственного

ВФС 42-1696-87
	+ Pb(CH3COO)2 (осадок – слизь)

H2SO4 +  реактив Фелинга (восста-вливающие саха-ра)
	Сумма полисахаридов
	Гравиметрия после осаждения полиса-харидов спиртом 

	Семена подорож-ника блошного

ФС 42-539-90
	
	Сумма полисахаридов
	Гравиметрия после осаждения полиса-харидов спиртом 


Стандартизация ЛРС, содержащего полисахариды, Европейской фармакопеей 
	ЛРС
	Качественное определение
	Количественное определение

	
	
	Показатель
	Метод определения

	Алтея корни
(Althaea officina-lis)
	
	Коэффициент набухания
	

	Алтея листья
(Althaea officina-lis)
	
	Коэффициент набухания
	

	Коровяка цветки
(Verbascum thap-sus,  V. densiflo-rum, V. phlomoi-des)
	
	Коэффициент набухания
	

	Льна семена
(Linum usitatissi-mum)
	
	Коэффициент набухания
	

	Мальвы лесной листья (Malva sylvestris, M. neglecta)
	
	Коэффициент набухания
	

	Мальвы лесной цветки (Malva sylvestris)
	
	Коэффициент набухания
	

	Мох исландский
(Lichen islandicus)
	
	Коэффициент набухания
	

	Подорожника блошного семена

(Plantago psylli-um, P. indica)
	
	Коэффициент набухания
	

	Подорожника овального семена

(Plantago ovata)
	ТСХ после гидро-лиза трифторук-сусной к-той + аминогиппуровая к-та (ксилоза, арабиноза, галак-тоза)
	Коэффициент набухания
	

	Подорожника овального семен-ная кожура

(Plantago ovata)
	ТСХ после гидро-лиза трифторук-сусной к-той + аминогиппуровая к-та (ксилоза, арабиноза, галак-тоза)
	Коэффициент набухания
	

	Циамопсиса (гуа-ра) семян поро-шок (Cyamopsis tetragonolobus)
	ТСХ после гидро-лиза трифторук-сусной к-той + аминогиппуровая к-та (галактоза, манноза)
	Относительная вязкость
	

	Трагакант  (смо-листый экссудат из Astragalus gummifer)
	ТСХ после гидро-лиза трифторук-сусной к-той + аминогиппуровая к-та (ксилоза, арабиноза, галак-тоза)
	Время истечения
	

	Гуммиарабик (клейкая масса из Acacia senegal и A. seyal)
	ТСХ после гидро-лиза трифторук-сусной к-той + анисовый альде-гид (ксилоза, ара-биноза, галакто-за, рамноза, глю-коза)
	Относительная вязкость
	

	Агар (сконцен-трированный и высушенный водный экстракт из водорослей сем-ва Gelidium)
	
	Коэффициент набухания
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