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Целью настоящих исследований является выделение и физико-химическая характеристика водорастворимых по-
лисахаридов семян репы Brassica rapа семейства Brassicaceae, культивируемой в Узбекистане.

Впервые из семян репы методом последовательной водной экстракции выделены водорастворимые полисаха-
риды. Для получения очищенного полисахарида были использованы анион-обменная хроматография и гель-фильтрация.
Полисахариды депротеинизированы и разделены методом ионообменной хроматографии, очищены на колонке Sephadex
G-100. Получены две полисахаридные фракции BSP-1-1 и BSP-2-1. Результаты ИК-спектроскопических исследований
показали, что выделенные полисахариды состоят в основном из α-связанных пиранозных звеньев. Анализ моносахарид-
ного состава показал, что состав нейтрального полисахарида BSP-1-1 представлен моносахаридами в следующем со-
ставе: рибоза – 5.05%, арабиноза – 56.38%, манноза – 5.87%, глюкоза – 8.63% и галактоза – 24.05%. Состав анионного
полисахарида BSP-2-1 представлен моносахаридами: рибоза – 6.35%, арабиноза – 60.15%, манноза – 7.19%, глюкоза –
4.12% и галактоза – 22.16%. Определено, что выделенные полисахариды состоят в основном из остатков арабинозы
(BSP-1-1 – 56.3%, BSP-2-1 – 60%) и галактозы (BSP-1-1 – 24%, BSP-2-1 – 22%). На основании полученных данных можно
предположить, что изучаемые полисахариды из семян репы Brassica rapа относятся к типу арабиногалактанов.
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Введение

Полисахариды играют важную роль в росте и развитии живых организмов [1], которые привлекают
большое внимание благодаря их биологическим функциям, таким как антиоксидантная [2], противоопухо-
левая [3], противомикробная [4] и иммуномодулирующая активность [5, 6]. Растительные полисахариды не
обладают токсичностью, аллергенностью и в связи с этим перспективны для их возможного использования
в практической медицине [7].

Овощи семейства Brassicaceae считаются частью рациона человека, потребляемые населением всего
мира. Многие исследования показали, что существует обратная связь между потреблением овощей
Brassicaceae и риском хронических заболеваний, особенно таких как сердечно-сосудистые заболевания, рак,
болезнь Альцгеймера, катаракта и возрастное функциональное снижение [8, 9].

Растения Brassicaceae произрастают в Ев-
ропе, России, Средней Азии, на Ближнем Востоке
и в настоящее время широко культивируются в ка-
честве источников овощей и масел во всем мире.
Семейство Brassicaceae насчитывает около 3500
видов и включает 350 родов [10]. Brassica rapа –
репа один из обычных представителей семейства
Brassicaceae. В Узбекистане произрастает не-
сколько сортов репы, такие как Наманган, Самар-
канд, Муяссар и др.
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Brassica rapa в своем составе содержит биологически активные соединения, такие как витамины, по-
лифенолы, полисахариды, каротиноиды, алкалоиды, изотиоцианаты, индолы, терпеноиды, токоферолы и ан-
тиоксиданты, ферменты [11]. Соединения Brassica rapа проявляют широкий спектр биологической активно-
сти, включая антиоксидантную [12], противоопухолевую [13], антидиабетическую [14], противовоспали-
тельную [15], противомикробную [16], гиполипидемическую [17], гепатопротекторную [18] и нефропротек-
торную [19].

Хотя репа является важной культурой с пищевыми и лекарственными свойствами, очень немногие
исследования систематически характеризуют ее химические характеристики и биологическую активность.
Рядом ученых выделены водорастворимые полисахариды и изучены их физико-химическая характеристика,
биологическая активность в корнях репы [12, 20, 21], однако полисахаридный состав семян не изучен.

В связи с этим цель настоящего исследования – выделение и изучение физико-химических свойств
водорастворимых полисахаридов семян репы, культивируемой в Узбекистане.

Экспериментальная часть

Объект исследования. Для выделения полисахаридов использовали семена репы, собранные в июле
2020 г. на территории Республики Узбекистан (Наманганская область, Мингбулакский район). Семена пред-
варительно очищали и измельчали в лабораторном измельчителе.

Обезжиривание и удаление низкомолекулярных примесей. Для обезжиривания сырье экстрагировали
петролейным эфиром в аппарате Сокслета в течение 72 ч. Обезжиренные семена высушивали при комнатной
температуре на воздухе. Для удаления низкомолекулярных примесей и красящих веществ сырье экстраги-
ровали в аппарате Сокслета смесью хлороформ – этиловый спирт 96% (1 : 2). Сырье высушивали на воздухе
до удаления запаха растворителей.

Экстракция водорастворимых полисахаридов. Для выделения водорастворимых полисахаридов обез-
жиренные семена экстрагировали трижды водой на водяной бане при 95 °С с обратным холодильником (со-
отношение сырья и экстрагента 1 : 20, 1 : 15, 1 : 15). Продолжительность каждой экстракции – 2 ч. Получен-
ные водные экстракты объединяли и упаривали на роторном испарителе при температуре 50 °С до 1/5 объ-
ема. Из полученного концентрата водорастворимые полисахариды осаждали добавлением четырехкратного
объема 96% этилового спирта и оставляли при 4 °С на ночь. Осадок отделяли с помощью центрифугирова-
ния, промывали этиловым спиртом и лиофильно высушили.

Депротеинизация полисахаридов. Депротеинизацию суммы полисахаридов проводили по методу
Savage [22]. К водному раствору суммы полисахаридов добавляли 3-кратный объем CHCl3–n-BuOH (соот-
ношение 4 : 1) и переносили в делительную воронку. Воронку энергично встряхивали в течение 5 мин и
смесь выдерживали 3 часа для достижения равновесия двух фаз. Органическую фазу с остаточными белками
(нижний слой) удаляли. Эту процедуру повторяли 6 раза. Полисахариды семян репы осаждали тремя объе-
мами этилового спирта из водной фазы. После фильтрации осадок промывали абсолютным этанолом и вы-
сушивали на воздухе.

Определение содержания полисахаридов. Количественное содержание полисахаридов определяли фе-
нол-сернокислотным методом [23] по калибровочному графику для глюкозы. Оптическую плотность изме-
ряли на спектрофотометре METASH UV-5100 (Шанхай, Китай).

Ионообменная хроматография. Для выделения полисахарида использовали анионообменную хрома-
тографию. 100 мг образца полисахарида растворяли в 5 мл дистиллированной воды и наносили на колонку
(16×3.5 см) с DEAE-650С TOYOPEARL (TOSOH, Япония), уравновешенную дистиллированной водой. По-
сле загрузки образца колонку элюировали дистиллированной водой, а затем последовательно 0–1.0 М гра-
диентным раствором NaCl со скоростью 1.0 мл/мин. Фракции объемом по 10.0 мл собирали коллектором
фракций. Содержание углеводов во фракциях определяли фенол-сернокислотным методом, используя глю-
козу в качестве стандарта. Фракцию, соответствующую отдельным пикам, объединяли, концентрировали,
диализовали и лиофильно высушивали.

Гель-фильтрация полисахаридов. Нейтральные и элюированные при 0.1 М NaCl полисахариды (по 20
мг) растворяли в 2 мл воды и наносили на колонку (70×1.8 см) с Sephadex G-100. Колонку элюировали ди-
стиллированной водой со скоростью потока 40 мл/ч. Содержание углеводов в образцах определяли фенол-
сернокислотным методом,  используя глюкозу в качестве стандарта.  Отбирали фракции объемом 13  мл.
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Фракции, соответствующие отдельным пикам, объединяли, концентрировали до минимального объема, диа-
лизовали и лиофильно высушивали.

Моносахаридный состав полисахаридов. Полисахарид после гель-фильтрации (3 мг) растворяли в 2.5
мл 2  М трифторуксусной кислоты в 5  мл ампуле,  гидролизовали при 110 °С в течение 6  ч,  охлажденную
реакционную смесь центрифугировали при 3000 об/мин в течение 5 мин. Для удаления трифторуксусной
кислоты из гидролизата добавляли трижды по 5 мл раствора сухого метанола и метанол упаривали на ротор-
ном испарителе. В сухой гидролизат добавляли 5 мг гидроксиламин гидрохлорид, 1 мг изонитола и раство-
ряли в 0.5 мл пиридине. Раствор нагревали при 90 °C в течение 30 мин, охлаждали до комнатной темпера-
туры, добавляли 0.5 мл уксусный ангидрид и ацетилировали в течение 30 мин при 90 °C. Реакционную смесь
сушили в потоке азота. Альдитолацетатные производные моносахаридных стандартов (L-Fruc, L-Rib, L-Rha,
L-Ara, L-Xyl, D-Man, D-Glc и D-Gal) были получены, как описано выше. Синтезированные альдитолацетат-
ные производные проанализированы методом газ-хроматография/масс-спектрометрия ГХ/МС (колонка
Thermo Finnigan TRACE 2000/MS, DB-5MS (30 м × 0.25 мм × 0.25 мм), температурная программа – от 180
до 270 °C при 20 °C/мин, с удержанием 270 °С в течение 25 мин). Пики, соответствующие альдитол ацетатам
и их фрагментам, определялись их масс-спектрами и временем разделения ГХ. Отношение моносахаридов в
полисахаридах определяли путем сравнения площадей пика.

ИК-спектроскопия. ИК-спектры образцов снимали на ИК-Фурье спектрометре IRTracer-100
SHIMADZU (Япония), системы 2000 в диапазоне частот 400–4000 см-1. Для съемки спектров изучаемых об-
разцов снимали методом спектроскопии нарушенного полного внутреннего отражения (ATR) в инфракрас-
ной области с преобразованием Фурье-спектроскопии.

Обсуждение результатов

Для выделения полисахаридов использовали экстракцию водой. Полисахариды осаждали из водных
растворов с добавлением этанола в соотношении 1 : 4 (по объему). Выход полисахаридов составил 1.6%.
Общее количество углеводов составило 30.3%, что свидетельствует о наличии примесей в составе выделен-
ного полисахарида. Далее выделенные полисахариды депротеинизировали методом Savage. После депроте-
инизации количество белка в образцах определяли по методу Лоури. Результаты показали, что выделенный
полисахарид содержит в следовых количествах белки и пептиды.

Образец полисахарида пропускали через DEAE-650С. Сначала промывали водой и последующим гра-
диентным раствором NaCl (0–1 М). Как показано на рисунке 1, нейтральные полисахариды были получены
при промывке дистиллированной водой с получением одной полисахаридной фракции (BSP-1), анионные
полисахариды элюированы 0.1 (BSP-2), 0.3, 0.5, 0.8 М растворами NaCl. Это указывает на то, что данный
образец состоит из нейтрального и анионного полисахарида.

Мажорные полисахаридные фракции BSP-1 и BSP-2 дополнительно были разделены и последова-
тельно очищены на колонке Sephadex G-100 (рис. 2). В результате разделения было определено, что образцы
полисахаридов состоят из однородных полисахаридов. Два основных пика полисахаридов, BSP-1-1 и BSP-
2-1, были собраны и лиофильно высушены.

Затем были проведены исследования по определению моносахаридного состава выделенных полиса-
харидов. Моносахаридный состав BSP-1-1 и BSP-2-1 определяли гидролизом трифторуксусной кислоты
и ГХ/МС методом (рис. 3). Полученные результаты представлены в таблице 1. Из полученных результатов
видно, что полисахариды состоят в основном из остатков арабинозы и галактозы. Другие моносахариды
присутствуют в их составе в следовых количествах. Сравнение с моносахаридным составом ранее выделен-
ных полисахаридов из корней репы показало, что в корнях присутствуют полисахариды другого состава,
содержащего в BRP-1-1 арабинозу и глюкозу в молярном соотношении 1.66 : 98.34; в BRP-2-1 – арабинозу,
галактозу и глюкозу в молярном соотношении 9.3 : 14.63 : 76.07 и в BRP-3-1 – арабинозу, рамнозу, галактозу
и глюкозу в молярном соотношении 24.98 : 24.10 : 44.09 : 6.83 [19].

Для выделенных полисахаридов были проведены ИК-спектроскопические исследования (рис. 4).
В ИК-спектре наблюдались полосы поглощения, соответствующие полисахаридам. Полоса между 3200–
3400 см-1 представляет валентные колебания О-Н. Характерные сигналы для симметричных растяжений H-
C-H связей наблюдались при 2935 см-1 [24]. В области 2360 см-1 наблюдались характерные сигналы, соответ-
ствующие С=О связи адсорбированного СО2. В области 1637 см-1 наблюдались полосы поглощения, харак-
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терные для О-Н связанной молекулы воды в образцах и белковые С=О связи [25]. Асимметрические валент-
ные колебания при 1521 см-1, соответствующие С=О (специфичные для белков и пептидов), наблюдались
только у неочищенного и депротеинизированного экстракта. У депротеинизированного экстракта интенсив-
ность пиков намного уменьшилось. Это показывает, что после депротеинизации количество белков и пепти-
дов значительно уменьшилось. В этом участке у BSP-1-1 и BSP-2-1 пики не наблюдались, это свидетель-
ствует о том, что образцы после разделения полностью очищены от белков и пептидов.

Поглощение при 1418 см-1 представляет собой асимметрические валентные колебания С-Н связи (СН2

групп), соответствующие полисахаридам. Характерные пики для С-О-С связи в пиранозном кольце моноса-
харидной единицы полисахаридов наблюдались при 1140 см-1. Полосы поглощения валентных колебаний,
соответствующие гликозидным связям С-О-С между моносахаридными остатками, наблюдались в области
1072 см-1 [26, 27]. Поглощение при 1039 см-1 представляет собой валентные колебания С-О от боковых кар-
бинольных групп (С-ОН). Характерные сигналы деформационных колебаний α-гликозидных связей между
пиранозными формами полисахаридов обнаружены при 862 см-1. ИК-спектроскопические исследования
показали, что выделенные полисахариды из семян репы Brassica rapа состоят в основном из α-связанных
остатков пиранозы.

Рис. 1. Ионообменная хроматография
выделенного полисахарида на DEAE-
650С (элюент-0-1 М градиент NaCl,
скорость элюция-1мл/мин)

Рис. 2. Гель-хроматография нейтральных полисахаридов (BSP-1-1) (а) и анионных полисахаридов
(BSP-2-1) (б), выделенных из семян Brassica rapa (на Sephadex G-100, элюент-дистиллированная вода,
скорость элюции – 0.65 мл/мин)

Таблица 1. Моносахаридный состав выделенных полисахаридов

№ Полисахаридные фрак-
ции Рибоза, % Арабиноза, % Манноза, % Глюкоза, % Галактоза, %

1 BSP-1-1 5.05 56.38 5.87 8.63 24.05
2 BSP-2-1 6.35 60.15 7.19 4.12 22.16
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Рис. 3. Спектры ГХ/МС производных
ацетатов альдитола стандартных
моносахаридов (1), моносахаридов в
составе выделенного полисахарида BSP-1-1
(2) и BSP-2-1 (3) семян Brassica rapa

Рис. 4. ИК-спектры неочищенного (1), депротеинизированного (2) полисахарида, BSP-1-1 (3) и BSP-2-1
(4) выделенного из Brassica rapa

Выводы

Впервые из семян репы Brassica rapa, произрастающий на территории Узбекистана, выделены водо-
растворимые полисахариды. Для получения очищенного полисахарида были использованы анион-обменная
хроматография и гель-фильтрация. В результате получены две полисахаридные фракции BSP-1-1 и BSP-2-
1. ИК-спектроскопические исследования показали, что выделенные полисахариды из семян репы Brassica
rapа состоят в основном из α-связанных остатков пиранозы. Установлен моносахаридный состав выделен-
ных полисахаридов. Полученные результаты показали, что состав нейтрального полисахарида BSP-1-1 пред-
ставлен моносахаридами в следующем составе: рибоза – 5.05%, арабиноза – 56.38%, манноза – 5.87%, глю-
коза – 8.63% и галактоза – 24.05%. Состав анионного полисахарида BSP-2-1 представлен моносахаридами:
рибоза – 6.35%, арабиноза – 60.15%, манноза – 7.19%, глюкоза – 4.12% и галактоза – 22.16%. Из полученных
результатов видно, что полисахариды состоят в основном из остатков арабинозы и галактозы. Другие моно-
сахариды в их составе обнаруживаются в следовых количествах. На основании полученных данных можно
предположить, что выделенные полисахариды из семян репы Brassica rapа относятся к типу арабиногалак-
танов.
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Oripova M.Zh., Kuzieva Z.N., Koraboeva B.B., Oshchepkova Yu.I.*, Salikhov Sh.I. ISOLATION AND PHYSICO-
CHEMICAL CHARACTERISTICS OF POLYSACCHARIDES IN THE SEEDS OF TURNIP BRASSICA RAPA

Institute of Bioorganic Chemistry acad. A.S. Sadykov Academy of Sciences of the Republic of Uzbekistan, ul. Mirzo
Ulugbeka, 83, Tashkent, 100125 (Republic of Uzbekistan), e-mail: joshepkova05@rambler.ru
The aim of this research is the isolation and physicochemical characterization of water-soluble polysaccharides in the

seeds of the turnip Brassica rapa of the family Brassicaceae cultivated in Uzbekistan.
For the first time, water-soluble polysaccharides were isolated from turnip seeds by sequential water extraction. Polysac-

charides are deproteinized and separated by ion exchange chromatography, purified on a Sephadex G-100 column. Two polysac-
charide fractions BSP-1-1 and BSP-2-1 were obtained. The results of IR spectroscopic studies showed that the isolated polysac-
charides consist mainly of α-linked pyranose units. Analysis of the monosaccharide composition showed that the composition of
the neutral polysaccharide BSP-1-1 is represented by monosaccharides in the following composition: ribose – 5.05%, arabinose
– 56.38%, mannose – 5.87%, glucose – 8.63% and galactose – 24.05%. The composition of the anionic polysaccharide BSP-2-1
is represented by monosaccharides: ribose – 6.35%, arabinose – 60.15%, mannose – 7.19%, glucose – 4.12% and galactose –
22.16%. It was determined that the isolated polysaccharides consist mainly of arabinose (BSP-1-1 – 56.3%, BSP-2-1 – 60%) and
galactose (BSP-1-1 – 24%, BSP-2-1 – 22%). Based on the data obtained, it can be assumed that the studied polysaccharides from
the seeds of the turnip Brassica rapa belong to the type of arabinogalactans.

Keywords: Brassica rapa, polysaccharides, ion-exchange chromatography, gel filtration, monosaccharide composition,
IR spectroscopy.
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