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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ
Актуальность исследования. Важную роль в жизнедеятельности живых организмов играют глюкофруктаны. Они находят все более широкое применение во многих отраслях промышленности - в медицинской, фармацевтической, пищевой и микробиологической. 

В настоящее время глюкофруктаны получают синтетическим путем, используя дорогостоящие химические реактивы. К тому же конечные продукты малоустойчивы. В связи с этим, весьма актуальной является задача нахождения растительного материала легкодоступного и дешевого с большим содержанием углеводов, способного заменить используемое сырье.

Полисахаридные молекулы, построенные из остатков Д-фруктозы, входят в состав многих высших растений, в том числе и в состав сложноцветных и злаковых, где им отводится роль пищевого резерва. Физико-химические свойства глюкофруктанов, закономерность их распространения в природе и механизм действия в клеточных структурах изучены еще недостаточно.

В последние годы успешно развивается отрасль науки по получению физиологически активных соединений на основе углеводов, выделяемых из местного растительного сырья, и нахождению путей использования в жизнедеятельности человека.

Поэтому представляло интерес провести исследования углеводного состава ряда растений семейства Сложноцветных, в частности рода Cousinia. В литературе в настоящее время широкая информация о свойствах Сложноцветных отсутствует, в особенности по использованию их для получения глюкофруктанов (инулина, фруктозы и т.д.).

Растения рода Cousinia – это сорные, колючие, дву- и многолетние растения высотой 20-50 см., которые обычно образуют сплошные заросли на пустырях и пастбищах. Использование их в качестве сырья для получения глюкофруктанов, изучение содержания в них фруктозансодержащих углеводов в зависимости от условий и места произрастания, фаз развития и вида растения с целью выявления оптимального количества их содержания, разработка комплексной технологической схемы выделения из них глюкофруктанов, а также внедрение данной схемы в производство и выпуск продукции определяют актуальность данного научного поиска.

Цель исследования. Диссертационная работа посвящена поиску промышленных технических источников сырья из числа дикорастущих лекарственных растений, произрастающих на территории Кыргызстана с целью выделения из них физиологически активных веществ, а именно, глюкофруктанов (инулина), Д-фруктозы, пектина, гемицеллюлозы для медицинской и пищевой промышленности, а также изучению физико-химических характеристик глюкофруктанов и сопутствующих им соединений.
Задачи данного исследования:
· Исследование динамики накопления глюкофруктанов в дикорастущих лекарственных растениях в зависимости от вида, места произрастания, погодно-климатических условий, фаз вегетации (развития) и вида растения. 

· Разработка оптимальных методов выделения и очистка глюкофруктанов.

· Разделение глюкофруктанов на однородные фракции. 
· Определение химического состава однородных фракций и установление их структуры с использованием современных физико-химических методов.

· Разработка технических условий и составление технологических регламентов для  выпуска этих препаратов на производстве.

· Создание химической технологии получения глюкофруктанов, Д-фруктозы и внедрение в производство. 

· Дальнейшее усовершенствование методов их производства.

Научная новизна.
Путем комплексного исследования впервые установлены углеводные составы 8 родов 42 видов растений семейства Сложноцветных. Выявлены качественные и количественные изменения состава моно-, олиго- и полисахаридов в углеводном комплексе в течение года в зависимости от фенофазового состояния, места произрастания растений и почвенно-климатических условий. Установлено, что для всех изученных видов растений семейства Сложноцветных характерно наличие глюкофруктанов с преобладанием содержания их в подземных органах растений в фазе цветения-плодоношения.

Изучены глюкофруктаны 26 фракций из восьми видов растений. Впервые установлено, что глюкофруктаны из I.Grandis, C.Polycephala, С.Umbrosa, С.Severtzovii, С.Tianschanica, С.Leiocephala представляют собой полисахариды, в структуре которых присутствуют инулиновые β-(2→1) типы гликозидных связей.

В ряде растений рода Cousinia установлен смешанный тип связи, который обнаружен впервые. Так, в ряде растений рода Cousinia установлен смешанный тип связи, который обнаружен впервые. Так, в глюкофруктанах из C.Sporadocephala и C.Lappacea установлено наличие одновременно двух типов связей между фруктофуранозными остатками: типа инулина β-(2→1) и типа левана β-(2→6). 

Впервые из корней растений C.Umbrosa и I.Grandis выделены ди-, три- и тетра-сахароза, кестоза и нистоза.

Впервые из корней растений С.Severtzovii выделены пектиновые вещества, характерные для семейства Сложноцветных, состоящие из набора сахаров.
Практическая значимость диссертации. 

На основании результатов исследования углеводного комплекса ряда растений семейства Сложноцветных разработан способ получения глюкофруктанов: «Способ получения глюкофруктанов» и «Способ получения Д-фруктозы». Лабораторный регламент их получения внедрен в производство на предприятиях – п/я Р-6695, и ШЗХР (Шосткинском заводе химических реактивов) в Сумской области Украины.

Предложена химическая технология по их производству.

Составлены «Технологические условия» и «Технологический регламент» выпуска этих препаратов на продажу. 60% от производства продуктов – «Инулин» и «Д-фруктоза» отправлены на экспорт.

Разработан усовершенствованный метод получения инулина и Д-фруктозы, исключающий из условий производства применяемые ранее реактивы – уксуснокислый свинец и сернистый натрий. Определен ряд оптимальных факторов, влияющих на получение целевых продуктов – степень измельчения сырья, соотношение сырья и растворителя, температура и длительность экстракции.

В связи с затруднением транспортировки сырья на Украину было принято решение налаживать выпуск препаратов на местном Фрунзенском биофармзаводе, где, и было проведено их внедрение.

Предлагаемый способ получения глюкофруктанов позволяет использовать местное сырье и исключает из технологии дорогостоящие реактивы.

Научная новизна и практическая значимость подтверждены авторскими свидетельствами, патентами КР и актами внедрения в производство.

         Основные положения диссертации, выносимые на защиту

· Динамики накопления глюкофруктанов в дикорастущих лекарственных растениях в зависимости от вида, места произрастания, погодно-климатических условий, фаз вегетации (развития) и вида растения.

· Наиболее оптимальные методы выделения и очистки глюкофруктанов.

· Эффективные методы разделения глюкофруктанов на однородные фракции.
· Современные физико-химические методы для определения химического состава однородных фракций и установления их структуры. 

· Технические условия и технологические регламенты для выпуска реактивного инулина и Д-фруктозы на производстве.

· Эффективная новая химическая технология получения глюкофруктанов, Д-фруктозы и внедрение в производство.

· Усовершенствование экологически чистых методов производств глюкофруктанов и Д-фруктозы в дальнейшем.
Личный вклад соискателя. Теоретическое обоснование и экспериментальные исследования диссертации в основном принадлежат лично автору. Технологические разработки и внедрение в производство проведено в соавторстве со специалистами производства. Научные исследования на всех этапах проведения работы, постановка конкретных задач и экспериментальное решение, интерпретация и обсуждение полученных результатов выполнены лично автором.
Апробация результатов диссертации. Основные результаты работы доложены и обсуждены на конференции молодых ученых Киргизии «Эхотехник-82» (г. Фрунзе, 1982г.), II-III-съездах фармацевтов Киргизии (г. Фрунзе, 1983, 1989гг.), Республиканской научно-практической конференции «Проблемы фармацевтического анализа технологии лекарственных форм и фармакогнозии» (г. Чимкент, 1989г.), ХIV-Менделеевском съезде по общей и прикладной химии (г. Ташкент, 1989г.), Международной конференции молодых ученых и студентов стран Центральной Азии, Казахстана и России, 21-23 апреля 1999г.(г. Бишкек,1999г.), Международном семинаре «Проблемы использования современных химических технологий в биомедицине и здравохранении» (г. Бишкек, 2008г.) 
Опубликованность результатов. По теме диссертации опубликована 70 печатных работ, в том числе 2 монографии, получено 4 авторских свидетельств СССР, 3 Патента Кыргызской Республики, разработано 4 технических условия, 3 технологических регламента.

Структура и объем диссертации. Диссертация состоит из введения, литературного обзора, методики эксперимента, обсуждения полученных результатов, изложенных в главах 3, 4, 5, 6, выводов и списка цитируемой литературы, включающего 269 источников, и приложения. Работа изложена на 237 страницах машинописного текста, включает 28 рисунков, 53 таблицы и 7 блок-схем.
Основное содержание работы


Во введении обоснована актуальность проведенных исследований. Сформулированы цели и задачи работы, основные положения, выносимые на защиту. Определена научная новизна и практическая значимость исследований.
В первой главе приводится литературный обзор имеющихся данных по исследованию глюкофруктанов, их распространению в природе, свойствам и строению. По своим функциям они выполняют роль питательного резерва, а по химическому строению представляют собой полимерные молекулы, состоящие из остатков Д – фруктозы, находящихся в фуранозной форме.
Изучение ряда свойств глюкофруктанов позволило отнести их к биополимерам.


В обзоре представлены сведения по содержанию глюкофруктанов в ряде растений семейства Сложноцветных линейных и амарилиевых, в 
зависимости от органа растения и фенофазового развития последнего, а также по их строению и свойствам. 
Однако, их структура, химизм, закономерности распространения в природе, механизм функционирования в клеточных структурах исследованы еще недостаточно. Наиболее полная информация имеется только относительно фруктанов типа инулина. Приведены сведения по ряду физико-химических свойств глюкофруктанов и химическим методам исследования.Проведен анализ существующих методов выделения и очистки глюкофруктанов и приводятся данные по определению моносахаридного состава и измерению угла удельного вращения. 
Установлено, что для изучения последовательности моносахаридных единиц, конфигурации гликозидных связей и степени регулярности структуры полисахаридов возможно применение метода частичного кислотного гидролиза.

В обзоре приводятся литературные данные по получению фруктозы из растительного сырья, ее свойствам и значимости, а также приведен обширный материал по пектиновым веществам. 
Вторая глава диссертационной работы посвящена объектам и методам исследования растений семейства Сложноцветных.

Изучению было подвергнуто 42 вида из 8 родов растений, произрастающих на  территории Кыргызстана и собранных в различные периоды вегетации. Выделенные из изучаемых растений глюкофруктаны были идентифицированы с использованием современных физико-химических методов исследования.
С помощью хроматографических методов анализа, как бумажная, газожидкостная и высокоэффективная хроматография, был определен качественный и количественный состав глюкофруктанов, а также разработаны условия по их проведению. Определение угла удельного вращения дало возможность установить тип вращения молекул (кетонный или альдегидный). Ультрацентрифугирование позволило подтвердить результат гельхроматографии по определению молекулярной массы. С помощью ИК- и 13С-ЯМР-спектроскопии было установлено строение глюкофруктанов. В основе определения углеводного состава изучаемых растений лежит метод Бертрана, в результате чего удалось установить качественный и количественный состав выделенных сахаров, что подтверждено данными полученными при использовании химических методов анализа – метода метилирования и периодатного окисления.
В данной главе приводится также методики по определению и выделению глюкофруктанов и сопутствующих им соединений.
В третьей главе приводится общая характеристика углеводного состава растений рода Cousinia. На территории Кыргызстана произрастают 73 вида растений рода Cousinia. Это сорные, колючие двух- и многолетние растения, образующие сплошные заросли на пустырях, пастбищах и сенокосах. С давних времен они использовались в качестве целебных растений.
По своему рангу эти растения занимают высокое положение на сложноцветной лестнице растительного мира. Они способны синтезировать 
много разнообразных биологически активных соединений, принадлежащих к самым разным классам органических веществ.

В настоящее время эти растения не находят существенного применения. Поэтому задачей данного исследования была разработка методов идентификации природных соединений в сложной смеси и выделение их в индивидуальном виде.

Современный уровень развития исследований характеризуется возрождением интересов к химии высокомолекулярных природных соединений, растительным биополимерам, содержащим фруктозу.

К таким соединениям  можно отнести глюкофруктаны (инулины) и Д-фруктозу, которые относятся к средствам, поднимающим общий иммунитет, сопротивляемость организма к заболеваниям, а также к средствам, повышающим выносливость организма в экстремальных условиях.

Отсюда весьма актуальным и проблемным является вопрос расширения источников сырья для получения глюкофруктанов и фруктозы.

Наличие глюкофруктанов в растениях определяют обычно микроскопическим способом. Для выделения используют их свойство растворяться в горячей воде и осаждаться растворителями, смешивающимися с водой. Характеризуют их по углу удельного вращения, молекулярной массе, однородности состава, количеству Д - фруктозы, характеру связей. До настоящего времени детальное строение глюкофруктанов не установлено. Известно, что структура глюкофруктанов находится  в зависимости не только от источника сырья, но и места произрастания растения.

Самое большое  количество разнообразных видов Сложноцветных встречается во флоре Кыргызстана. В практическом отношении они представляют стабильную сырьевую базу для промышленности республики для получения ряда веществ, особенно углеводов.


Нами на протяжении ряда лет велись работы по изучению углеводов, выделенных из растений рода девясила и Cousinia  сем.Сложноцветных, в зависимости от органа растения, места произрастания, высоты над уровнем моря, периода вегетации, погодно-климатических  условий и.т.д.


Эти результаты позволили использовать два вида растений в качестве технического сырья (Inula Grandis и I.Helenium), разработать и внедрить в производство метод химической технологии получения инулина (глюкофруктана), Д-фруктозы, эфирного масла, сульфокатионита и других соединений для нужд медицинской, пищевой и реактивной промышленности.


Были разработаны ТУ на сырье, время и условия заготовки, сушки, измельчения и хранения. Выяснены ориентировочные  запасы этого сырья на территории Республики.


Эти данные позволили отнести культуру Inula Grandis и I. Helenium в качестве запасного варианта сырьевой базы производства инулина.
В настоящее время нами было исследовано содержание углеводов в различных частях растений 8 родов семейства Сложноцветных.


Изучение динамики углеводного комплекса проводилось с учетом общего метаболизма растений. Во всех частях растений ежемесячно и в течение всего года изучался углеводный состав в зависимости от фенофазового состояния, влияния экологических факторов, возрастных различий, места произрастания и погодных условий. Выяснена роль олигофруктозанов в исследованных растениях в качестве реагента на понижение температуры в зимний период.


С целью утилизации попутных продуктов и отходов производства для получения новых веществ, используемых в народном хозяйстве, проводилась оценка углеводсодержащих растений на содержание в них сесквитерпеновых лактонов, алкалоидов и др.


Наиболее перспективными являются лактоны, так как они обладают избирательным ингибирующим действием в отношении паразитических растений. Индивидуальные сесквитерпеновые лактоны обладают биологической активностью и используются в синтезе других биологически активных соединений. Установлено, что высоким содержанием сесквитерненовых лактонов обладают те растения, которые наиболее богаты углеводами.

Замечено, что периоды наибольшего содержания углеводов, сесквитерпеновых лактонов и алкалоидов совпадают. Это позволяет, в свою очередь, рационально использовать растения и дополнительно получать из них ряд ценных продуктов. Установлено, что наиболее богатыми по содержанию углеводов являются корни растений.


В четвертой главе приводится физико – химическая характеристика олиго- и полисахаридов, выделенных из растений семейства Сложноцветных рода Cousinia.

С целью создания безотходных экологически  чистых технологий на основе комплексной утилизации корневой части 8 видов растений сем. Сложноцветных и с учетом специфики объектов был применен принципиально новый подход, позволивший установить, что базисными элементами этих растений являются углеводы и сопутствующие им сесквитерпеновые лактоны. Выделение их в нативном виде из растительного сырья является сложнейшей задачей и требует от экспериментатора осторожного подхода к подбору метода. В связи, с чем нами была разработана методика (блок-схема 1) по разделению и выделению углеводов и сесквитерпеновых лактонов, независимо друг от друга. Для исследования нами была использована подземная часть растений, заготовленная в фазе цветения и в фазе плодоношения. 
Нами проведено исследование отдельных фракций глюкофруктанов, выделенных из 8 видов растении рода Cоusinia и Inula семейства Сложноцветных.
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Блок-схема 1. Разделение углеводов и сесквитерпеновых лактонов.
В таблице 1 показано содержание глюкофруктанов в различных органах растений.
                                                    Таблица 1
Содержание глюкофруктанов в различных органах растений рода Cousinia
	Наименование растений
	Исследуемый орган растения
	Выход глюко-фруктанов,%

	C.Leiocephаla
Кузиния

Гладкоголовая
	Стебли: нижняя часть

               верхняя часть

               листья

               плоды

               корни
	6,2

4,5

2,2

4,8

26,0

	C.Severtzovii
К.Северцова
	Стебли: нижняя часть

               верхняя часть

               листья

               плоды

               корни
	7,0

4,4

2,2

3,7

26,2

	C.Tianschanica
К.Тяньшанский
	Стебли: нижняя часть

               верхняя часть

               листья

               плоды

               корни
	6,7

4,0

1,7

4,4

30,0

	C.Polycephala
К.Многоглавая
	Стебли: нижняя часть

               верхняя часть

               листья

               плоды

               корни
	5,6

3,4

1,3

3,2

18,0

	C.Umbrosa
К.Теневая
	Стебли: нижняя часть

               верхняя часть

               листья

               плоды

               корни
	8,0

5,2

2,0

3,8

25,3

	C.Sporadocephala
К.Рассеяного-ловая
	Стебли: нижняя часть

               верхняя часть

               листья

               плоды

               корни
	5,7

3,8

1,9

3,3

19,7

	C.Lappacea
Кузиния

Репейнико-видный
	Стебли: нижняя часть

               верхняя часть

               листья

               плоды

               корни
	7,2

3,3

2,9

4,0

24,2

	I.Grandis
Девясил большой
	Стебли: нижняя часть

               верхняя часть

               листья

               плоды

               корни
	7,9

6,2

1,3

4,9

24,0


Из полученных результатов видно, что глюкофруктаны преимущественно содержатся в корнях растений.

С помощью гель – хроматографии было установлено, что выделенные глюкофруктаны полидисперсные и их молекулярная масса колеблется в широких пределах. В табл.2 приведены характеристики глюкофруктанов.
                Таблица 2

Характеристика глюкофруктанов
	Вид растения


	Фаза растения


	Исследо-ванный орган
	Выход ГФ,%
	Фрук-тоза,%
	[α]22Д  град.
	ММ

	C.Leiocephаla
К.Гладкоголовая
	Конец цветения
	Корни
	25,0
	98,0
	39,0-40,0
	11400-35200

	C.Severtzovii 

К.Северцова
	Конец цветения
	Корни
	26,2
	99,0
	38,1-39,2
	14800-17000

	C.Tianschanica
К.Тяньшанский
C.Tianschanica
К.Тяньшанский
	Цветение
Цветение
	Корни

Надземная часть
	30,0

5,1
	98,9

97,6
	38,1-41,0

40,1
	12500-20000

10000

	C.Polycephala
К.Многоглавая
C.Polycephala
К.Многоглавая
	Плодоно
шение
Плодоно
шение
	Корни

Надземная часть
	18,0

4,0
	98,0

97,2
	38,0-39,3

39,2
	11800-21800

10100

	C.Umbrosa
К.Теневая
	Плодоно
шение
	Корни
	25,3
	98,0
	38,1-39,2
	11500-35000

	C.Sporadocephala
К.Рассеяноголовая

	Плодоно
шение
	Корни
	19,7
	97,4
	38,0-40,1
	11200-30300

	C.Lappacea
К.Репейнико-видный
	Плодоно
шение
	Корни
	24,2
	95,0
	38,5-40,1
	10000-15750

	I.Grandis
Девясил 
большой
I.Grandis
Девясил 
большой

	Плодоно
Шение
Плодоно
шение
	Корни

Надземная часть
	25,0

5,3
	95,0

94,3
	39,0-40,0

39,0
	10000-22000

7000


На рис.1. приведены данные, полученные для глюкофруктанов, выделенные из растения С. Leiocephala. 
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Рис.1. Гель-хроматография исходного глюкофруктана из растения С.Leiocephala.

Для получения наиболее однородной фракции глюкофруктанов было проведено дробное осаждение этиловым спиртом.

Для дальнейшего изучения были взяты те фракции, которые содержали основную часть глюкофруктанов (26 отдельных фракций).

В ИК-спектрах этих фракций имеются полосы поглощения при 820, 860 и 940 см-1, характерные для глюкофруктанов типа инулина. Полосы поглощения в области 820 и 940 см-1 относятся к колебаниям пиранозного и фруктозного колец, соответственно, а полосы при 860 см-1 – фуранозного кольца типа инулина и левана. Результаты исследования приведены на рис. 2.
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Рис.2. ИК-спектры глюкофруктанов, выделенных  из С.Leiоcephalа (фракция 3).
В продуктах кислотного гидролиза во всех фракциях методом бумажной хроматографии были идентифицированы фруктоза и глюкоза, количество их зависит от источника получения глюкофруктана. Содержание глюкозы колеблется в пределах 0,5-3,2%. Чем меньше молекулярный вес глюкофруктана (короче длина цепочки), тем больше количество глюкозы образуется при его гидролизе. Значения угла оптического вращения-отрицательные, что указывает на Д-конфигурацию остатков фруктозы и β-конфигурацию гликозидных центров в глюкофруктанах.

Таким образом, по отнесению полос поглощения ИК-спектров эти фракции глюкофруктанов можно отнести к глюкофруктанам типа инулина. Это предположение подтверждается данными периодатного окисления и кислотного гидролиза, а также отрицательным значением угла удельного вращения глюкофруктанов, что позволяет сделать вывод о преобладании β-глюкозидной связи между фруктофуранозными  остатками.

Метод периодатного окисления применяют практически во всех случаях при установлении строения полисахаридов. При периодатном окислении глюкофруктана происходит расщепление α-гликольных группировок, причем расходуется эквимолекулярное количество окислителя, выделяется смола и небольшое количество муравьиной кислоты в зависимости от строения глюкофруктана.

Нами было установлено, что при периодатном окислении однородных фракций глюкофруктанов расход окислителя остается постоянным после 120 часов от начала реакции и составляет 0,81-0,99 моля на один гексозный остаток, а это указывает на наличие связи типа инулина и левана.

Одним из вариантов периодатного окисления глюкофруктанов является расщепление по Смиту, заключающееся в полном окислении глюкофруктана с последующим восстановлением, что позволяет судить о размерах циклов моносахаридов, положении заместителей, природе и количестве неокисленных моносахаридов. 

Главным достоинством расщепления по Смиту является возможность частичного гидролиза полигидроксильных производных, получаемых из полисахаридов. Установление образующихся фрагментов дает обширную информацию о строении углеводной цепи, последовательности моносахаридных связей в исходном полисахариде.
В продуктах расщепления по Смиту с помощью бумажной хроматографии в исследуемых растениях кроме C. Sporadoсephala и С. Lappacea обнаружен глицерин, что свидетельствует о присутствии в глюкофруктанах β-(2→1) связи (Рис.3), т.е. изучаемые глюкофруктаны относятся к глюкофруктанам типа инулина, состоящим из фруктофуранозных остатков, соединенных между собой линейно.
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Рис.3. Распад глюкофруктанов по Смиту.
Во фракциях из растений С. Sporadosephala и С. Lappacea с помощью бумажной хроматографии в продуктах распада кроме глицерина обнаружены 
еще следовые количества фруктозы. Доминантным продуктом является глицерин, во много раз превосходящий выход фруктозы.
Образование глицерина, по-видимому, происходит при деструкции как β-(2→1), так и β-(2→6) связи глюкофруктана. Присутствие следовых 
количеств фруктозы в продуктах деструкции свидетельствует о разветвлении исследуемых полисахаридов.

Для выяснения природы межгликозидных связей в молекулах исследуемых глюкофруктанов использовался метод метилирования по Хакомори. В результате было установлено, что во всех метилированных продуктах имеется 2,3,4,6,-тетра-О-Ме-Д-глюкоза, 1,3,4,6,-тетра-О-Ме-Д-фруктоза и 3,4,6,-три-О-Ме-фруктоза, а в некоторых фракциях присутствуют 1,3,4-три-О-Ме-Д-фруктоза, характеризующиеся также связями типа инулина и левана. 

Глюкофруктаны из С.Leiocephala, C.Severtzovii, C.Tianschanica, C. Polycephala, C.Umbrosa и I.Crandis относятся к типу инулина, состоящего из фруктофуранозных остатков, связанных между собой ß-(2→1) связями, так как в продуктах метилирования присутствует основной продукт 3,4,6-три-О-Ме-Д-фруктоза, а в глюкофруктанах из C.Sporadocephala и Lappacea, помимо основного продукта, относящегося к типу инулина, присутствует еще некоторое количество 1,3,4-три-О-Ме-Д-фруктозы, характеризующейся                                                    связью типа левана ß-(2→6).


Таким образом, методом метилирования по Хакомори доказано, что фракции глюкофруктанов из С.Leiocephala, C.Severtzovii, C.Tianschaniсa, C.Polycephala, C.Umbrosa u I.Grandis являются глюкофруктанами типа инулина, состоящими из фруктофуранозных остатков, связанных между собой β-(2→1) связью, а в глюкофруктанах из C.Sporadocephala и Lappacea присутствуют одновременно 2 типа связи - типа инулина и типа левана (табл.3). Эти данные подтверждены данными
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    Таблица 3

Значения спектров 13С-ЯМР глюкофруктанов

	Наименование 

Растений
	№

фрак-

ции
	Остатки

связанных

звеньев
	С1
	С2
	С3
	С4
	С5
	С6

	C.Leiocephala

C.Severtzovii

C.Tianschanica

C.Polycephala

C.Umbrosa

C.Sporadocephala

C.Lappacea

I.Grandis
	Ф-3

Ф-2

Ф-4

Ф-3

Ф-2

Ф-4

Ф-4

Ф-5

Ф-5

Ф-2
	β–(2→1)

β–(2→1)

β–(2→1)

β–(2→1)

β–(2→1)

β–(2→1) 

β–(2→6)

β–(2→1)

β–(2→6)

β–(2→1)
	62,34

62,30

62,25

62,00

62,35

62,62

62,02

62,02

62,02

62,34
	104,24
104,20

104,25

104,10

104,25

104,10

105,16

104,75

105,04

104,24
	78,5
78,4

78,4

78,3

78,5

78,68

78,68

78,53

78,63

78,60
	75,7
75,9

75,7

75,6
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82,3

82,2

82,3

82,9
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Рис.4. Спектры 13С-ЯМР глюкофруктанов из С.Leiocephala (ф-3).

На рис.5. показаны спектры 13С-ЯМР-спектроскопии глюкофруктанов 
Ф - 4 из C.Sporadocephala.

Рис.5. Спектры 13С-ЯМР-спектроскопии глюкофруктанов 
Ф - 4 из C.Sporadocephala.

В глюкофруктанах из C.Polycephala и C.Umbrosa имеется β-(2→1) связь, что подтверждается данными 13С-ЯМР-спектроскопии, т.к. в спектрах этих растений наблюдаются полосы поглощения у С2, соответствующие  104,1 и 104,25, и С4 -75,6 и 75,87, характерные для спектров типа инулина. А глюкофруктаны из C.Sporadocephala и C.Lappacea имеют одновременно два 
типа связи β-(2→1) и β-(2→6), что также подтверждается результатами 13С-ЯМР-спектроскопии, а именно наличием уже по 2 полосы у С2 и С4, равные соответственно 104,1-105,16 и 104,75-105,04 - для С2 и 75,2-75,9 и 75,9-76,59 для С4, в глюкофруктанах, выделенных из этих растений. Присутствие значения у С4  75,2–76,5 Ф-4 глюкофруктанов C.Sporadocephala и С4  76,6–75,9 у Ф-5 C.Lappacea говорит о разветвлении полимерной цепи. 
Таким образом, установлено, что глюкофруктаны, выделенные из C.Leiocephala, C.Severtzovii, C.Tianschanica, C.Polycephala, C.Umbrosa и I.Grandis относятся к типу инулина и состоят из фруктофуранозных остатков, соединенных между собой β-(2→1) гликозидными связями (Рис.6). А глюкофруктаны C.Sporadocephala и C.Lappacea имеют два типа связи: типа инулина и левана и состоят они из фруктофуранозных остатков β-(2→1) и β-(2→6), связанных гликозидными связями (Рис.6,7). Глюкофруктаны отличаются между собой по содержанию фруктозы, молекулярной массе, по углу удельного вращения и по степени полимеризации.
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Рис.6. Глюкофруктаны                                 Рис.7.Глюкофруктаны типа левана.
типа инулина.
По данным 13С –ЯМР – спектроскопии нами сделано предположение, что выделенные из изучаемых нами растений глюкофруктаны будут иметь  следующие структурные формулы:

C.Leiocephala       Ф-3  Glcp1→[2Fruf1]76→2Fruf1

                              Ф-5  Glcp1→[2Fruf1]188 →2Fruf1

C.Severtzovii        Ф-2 Glcp1→[2Fruf1]83→2Fruf1

                              Ф- 3 Glcp1→[2Fruf1]94→2Fruf1       

                              Ф- 4 Glcp1→[2Fruf1]103→2Fruf1 

C.Tianschanica     Ф-2 Glcp1→[2Fruf1]111→2Fruf1 

                              Ф-4 Glcp1→[2Fruf1]62→2Fruf1 

C.Polycephala       Ф-3 Glcp1→[2Fruf1]66→2Fruf1

                              Ф-4 Glcp1→[2Fruf1]83→2Fruf1 

                              Ф-5 Glcp1→[2Fruf1]83→2Fruf1                               
                              Ф-8 Glcp1→[2Fruf1]95→2Fruf1 

    Надз.часть               Glcp1→[2Fruf1]60→2Fruf1

C.Umbrosa            Ф-2 Glcp1→[2Fruf1]68→2Fruf1 

                              Ф-3 Glcp1→[2Fruf1]65→2Fruf1 

                              Ф-4 Glcp1→[2Fruf1]194→2Fruf1 

                              Ф-7 Glcp1→[2Fruf1]178→2Fruf1 

C.Sporadocephala Ф-1 Glcp1→[2Fruf1]62→2Fruf1 

                              Ф-2 Glcp1→[2Fruf1]91→2Fruf1 

                              Ф-4 Glcp1→[2Fruf1]102→[2Fruf1]51 

                               Ф-5 Glcp1→[2Fruf1]168→2Fruf1 

C.Lappacea            Ф-2 Glcp1→[2Fruf1]60→2Fruf1 

                               Ф-3 Glcp1→[2Fruf1]65→2Fruf1 

                               Ф-5 Glcp1→[2Fruf1]58→[2Fruf1]29  

 I.Grandis               Ф-2 Glcp1→[2Fruf1]122→2Fruf1

                               Ф-3 Glcp1→[2Fruf1]64→2Fruf1                               

                               Ф-4 Glcp1→[2Fruf1]83→2Fruf1 

                               Ф-5 Glcp1→[2Fruf1]55→2Fruf1       

    Надземн. часть        Glcp1→[2Fruf1]76→2Fruf1

Как нами было установлено, наиболее богатыми по содержанию олигосахаридов являются корни растений С.Umbrosa семейства Сложноцветных.


После экстрагирования корней этанолом или метанолом и последующего упаривания растворов до сиропов, в составе сиропа были обнаружены глюкоза, фруктоза и серия Д- фруктофуранозидов, образующих гомологический ряд. Ряд начинается с сахарозы, далее следует трисахарид, тетрасахарид и.т.д. Каждый последующий член этого ряда отличается от предыдущего одним фруктозным остатком. С помощью бумажной хроматографии был изучен состав сиропа. Была получена цепочка пятен, состоящая из девяти фруктоолигосахаридов кроме глюкозы и фруктозы, которые полностью разделились на хроматограмме.


По хроматографическим данным был сделан вывод, что эти сахара обладают различной растворимостью, имеющей определенную закономерность, характерную для полимергомологических рядов. В результате были идентифицированы фруктоза, глюкоза, сахароза, трисахарид, тетрасахарид.


Было выяснено, что каждый последующий член этого ряда отличается от предыдущего одним фруктозным остатком, которые соединены между собой фруктозной связью 2→1, как это имеет место в инулине (глюкофруктане).

Таким образом, первым гомологом ряда олигосахаридов, содержащихся в корнях растения С.Umbrosa, является дисахарид, затем следует трисахарид, тетрасахарид и.т.д.

Полученные сахара были разделены на колонке с сефадексом G-25, в результате чего  было получено три фракции, каждая из которых была проанализирована отдельно. При полном кислотном гидролизе обнаружены фруктоза и глюкоза. Количественное содержание фруктозы определяли по методу Кольтгофа. Результаты исследования приведены в табл.4. 

  Таблица 4
Характеристика олигосахаридов

	Олигосахариды
	ММ
	[α]2022D град. С.1,Н2О
	Rf
	Содержание фруктозы, %
	Соотн. глюкозы и фруктозы
	Вид сахара

	ОС-1

ОС-2

ОС-3
	359

504

668
	+70

+25,6

+14,6
	1,00

0,76

0,68
	53,6

66,8

75,7
	1:1

1:2

1:3
	Сахароза

Кестоза

Нистоза



Таким образом, в результате проведенных исследований установлено, что в состав спирторастворимой части, выделенной из растений С.Umbrosa, входят фруктоза и глюкоза, а также фрукто-олигосахариды – сахароза, кестоза, нистоза и следовые количества веществ, идентифицировать которые не удалось.

При исследовании растения С. Severtzovii на содержание в нем ПВ в зависимости от периода вегетации и органа растения было установлено, что по мере роста растения в нем увеличивается содержание пектиновых веществ, достигая максимума в фазе цветения. Мономерный состав исследуемого углевода указывает  на преобладание в нем галактуроновой кислоты (табл. 5 и 6).

  Таблица 5
Выход и мономерный состав ПВ по фазам вегетации растения C.Severtzovii
	Фаза

развития
	Исследуе-

мый орган
	ПВ,

%
	Мономерный состав ПВ

	
	
	
	Glcp
	Rham
	Arab 
	Xyl   
	Gal
	Gal.Ua

	Бутонизация
Цветение 

Плодоно-шение  
	Корни

Н/ч

Корни

Н/ч

Корни

Н/ч
	2,2

2,0

3.9

4,1

2,8

2,4
	1,0

1,0

1,0

1,0

1,0

1,0
	1,0

1,0

1,1

1,1

1,0

1,1
	1,3

1,5

1,3

1,6

1,3

1,4
	1,2

1,2

1,2

1,1

1,2

1,0
	1,5

1,2

1,4

1,2

1,3

1,0
	2,8

2,5

2,9

2,1

2,8

2.0


      Таблица 6
Мономерный состав ПВ, выделенных из разных органов растения C.Severtzovii
	Исследуемый орган
	ПВ,

%
	Мономерный состав сахаров

	
	
	Glcp
	Gal
	Ara
	Xyl
	Rham
	Gal.Ua

	Листья 

Стебли 

Цветы 

Корни 
	1,2

1,1

1,9

4,8
	1,0

1,0

1,0

1,1
	1,2

1,3

1,3

1,5
	1,1

1,1

1,2

1,3
	1,0

1,0

1,1

1,2
	1,0

1,1

1,1

1.3
	2,4

2,6

2,8

3,3


Выделенные ПВ из корней этого растения оказались полидисперсными, поэтому фракционирование проводили этанолом, в результате чего было получено две фракции. Эти фракции в дальнейшем были подвергнуты  изучению на содержание общего количества ПВ в растениях по определению мономерного состава, удельного угла вращения, молекулярной массы и сняты их ИК-спектры. 

В ИК-спектрах полученных фракций имеются полосы поглощения при 810 ,940, 1035, 1120, 1320, 1400, 1625, 2915, 3380см-1, характерные для пектиновых веществ (рис 8.). 
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Рис.8. ИК-спектры Пектиновых веществ C.Severtzovii.
Наличие полос поглощения в области 1035 и 1120см-1 подтверждает пиранозную форму галактуроновых кислот.

Таким образом, установлено, что мономерный состав ПВ, выделенных из растений C.Severtzovii, состоит из набора сахаров, типичных для растений семейтва Сложноцветных. Сахара отличаются между собой по количественному соотношению компонентов с преобладанием галактуроновой кислоты и по данным ИК-спектроскопии можно сказать, что этот полисахарид относится к ПВ. 

В пятой главе диссертационной работы представлены данные по разработке и внедрению в производство нового способа получения инулина и Д-фруктозы. 
Основным сырьем для получения инулина служат корни растения Inula Crandis, заготовленные в соответствии с техническими условиями.

     
Было установлено, что на выход инулина влияет степень измельчения корней, причем, чем мельче частицы, тем больше выход целевого продукта. 

     
Методом выделения инулина из растительного сырья является экстракция водой при температуре 85-890С в течение 40мин. 

     
С учетом всех особенностей ведения процесса были разработаны нормы технологического режима экстракции глюкофруктана (блок-схема 2) в лабораторных условиях.


Блок-схема 2. Экстракция глюкофруктана.

Удаление балластных веществ из экстрактов проводили с помощью уксуснокислого свинца при температурах 50-550С, так как при более низких температурах возможно образование коллоидных растворов инулина и свинца. 

      
При удалении балластных веществ нельзя допускать слишком большого количества уксуснокислого свинца (боле 0,45%) в экстрактах. Во избежание этого нами была разработана и изменена конструкция затворного мерника, которая позволила с большой точностью осуществлять дозировку уксуснокислого свинца с любой скоростью подачи.

Осаждение избытка уксуснокислого свинца вели 40%-ым раствором сернокислого натрия при температурах 50-550С, следя при этом за рН среды, которая изменялась бы во время процесса от 7 до 7,5.

В результате произведенных исследований были отработаны оптимальные условия режима упарки экстрактов инулина, позволившие выделить инулин из растворов в количестве 22% и улучшить его качество. 

Качественный анализ полученного глюкофруктана, проведенный с помощью бумажной хроматографии, показал его однородность, т.е. отсутствие в составе моносахаридов.

На основании проведенных работ были составлены ТУ на сырье, глюкофруктан (инулин) и технологический регламент, который впервые был применен в СНГ, в частности на заводе химических реактивов п/я Р/6695 г. Шостка Сумской области Украинской Республики. 

    
Средний выход инулина в зависимости от года промышленного выпуска 1980-1985 составил 60-82 кг. Однако, полученный инулин имел повышенную зольность  и потому требовал дополнительной очистки. Его очистку проводили методом переосаждения из водных растворов различной концентрации с двойным объемом этилового или изопропилового спирта.

 
Влияние растворителя на качество инулина представлено в табл. 7. 

    Таблица 7
Влияние растворителя на качество глюкофруктана

	Исходный глюкофруктан
	Растворитель 
	Полученный глюкофрук-тан.Зола,%
	Процент сниже-ния зольности от исходного,%

	Зола,%
	Конц.раств. %
	
	
	

	1.52

1.52

1.52

1.52

1.52

1.52

0.75

0.75

0.75

0.75

0.75

0.75
	15

15

20

20

25

25

15

15

20

20

25

25
	Этанол

Изопроп. спирт

Этанол

Изопроп.спирт

Этанол

Изопроп.спирт

Этанол

Изопроп.спирт

Этанол

Изопроп.спирт

Этанол

Изопроп.спирт
	1.22

0.97

1.08

0.69

1.28

1.05

0.33

0.30

0.30

0.23

0.35

0.29
	19.8

36.10

28.95

54.61

15.79

30.92

56.0

58.67

58.67

69.34

53.34

61.34


Качественные показатели инулина, полученного в производственных условиях, позволили экспонировать его на ВДНХ СССР в 1984году. Этот продукт имел белый или слегка сероватый цвет, был однородным по составу и удовлетворял требованиям, предъявляемым к инулину реактивной квалификации «чистый».

В виду того, что глюкофруктан относится к продуктам, используемым в медицинской и пищевой промышленности, необходимо было заменить уксуснокислый свинец, применявшийся ранее для очистки инулина, на алюмокалиевые квасцы.

Экстракция глюкофруктана при 88-890С приводит к частичной деполимеризации полисахарида, что затрудняет его фильтрацию, требует дополнительного количества спирта для промывания осадка, а при сушке к ороговению. Высокая температура отрицательно влияет на качество шрота, не позволяя его качественно утилизировать.

Поэтому перед нами была поставлена задача улучшить качество инулина, добиться высоких его выходов, сократить время выделения и использования химических реактивов.

На основании полученных данных разработаны нормы очистки, осаждения и сушки инулина (блок-схема 3).
	Количество глюкофруктана – 10 кг.

Количество воды – 30 л.

Температура воды при растворении 75-800С

Время загрузки инулина – 4-5 мин.

Количество активированного угля – 0.4-0.5 кг.

Время растворения и осветления инулина – 15 мин.


                                               ↓ 

	Фильтрация раствора инулина – 15 мин.


                                                         ↓

	Количество добавляемого спирта-80-85 л.

Осаждение  инулина – 12 ч.

Температура охлаждения – 10-150С


                                                          ↓

	Фильтрация инулина – 15 мин.


                                                          ↓

	Количество спирта на промывку – 10 л.


                                                          ↓

	Температура сушки – 25-300С

Время сушки – 10-12 ч.


Блок-схема 3. Нормы очистки,

осаждения и сушки глюкофруктана.

Учитывая большую экономическую значимость проблемы расширения источников сырья для получения глюкофруктанов и с целью практического их использования в промышленности был разработан и внедрен метод получения глюкофруктана из растений рода Cousinia. В результате была разработана блок-схема 4 выделения глюкофруктанов из этих растений.

Основным продуктом гидролиза глюкофруктана является Д-фруктоза. Тщательные исследования процесса гидролиза показали, что чистота и наибольший выход Д-фруктозы зависят от качества глюкофруктана, времени и температуры гидролиза. На основании полученных данных разработаны условия процесса гидролиза глюкофруктана. 


Щ                                                                     

                     ↓                                                                               ↓

                                                        ↓


                                                         ↓


                                                          ↓

                                                           ↓


                                                            ↓


                                                            ↓

                                                            ↓


                                                            ↓                           


                                                             ↓


                                                             ↓

                                                              ↓


                                                             ↓

                        ↓                                                                          ↓


Блок-схема 4. Блок-схема выделения глюкофруктана.
Готовый выпуск Д-фруктозы составлял 30-35 кг в год, из них 70% отправлялось на экспорт.
 В результате ряда проведенных работ по изучению свойств Д-фруктозы нами был разработан упрощенный метод ее получения. 


Сущность этого способа заключалась в том, что вместо серной кислоты использовалась соляная, исключалась стадия нейтрализации и.т.д. В общем, усовершенствованный нами способ позволил сократить время процесса в 2,3 раза, в три раза сократить количество стадий. А самое главное, использовать в качестве сырья для получения Д-фруктозы растения рода Cousinia, в частности, растения С.Lapрacea, C.Umbrosa, вместо занесенного в «Красную книгу Кыргызстана» I.Helenium.

В шестой главе приведено обсуждение полученных результатов. Объектом нашего исследования были растения родов Cousinia (С.) и Inula (I.) Grandis. В результате проведенной работы был сделан вывод, что они являются перспективным техническим сырьем для получения глюкофруктaна (инулина), фруктозных сиропов, Д-фруктозы. Это сорные растения, растут сплошными зарослями, не требуют специального ухода, размножаются семенами, относятся к легковоспроизводимым растениям и имеют довольно крупные корни.


Для получения сравнительных данных по содержанию в них углеводов в зависимости от ряда факторов производился сбор растений из разных мест произрастания.


Ввиду того, что корни растений более богаты углеводами, они и стали основным объектом нашего исследования.


Сравнивая содержание углеводов в корнях двухлетних растений С. Tianschanica, C.Severtzovii, C.Leiocephala, собранных в районе Касан-Сая и Чычкана по периодам фенофазового развития, установлено, что в период бутонизации наибольшее количество моносахаридов содержится в растениях C.Severtzovii, и C.Leiocephala (15,7-15,8%), также как и олигосахаридов (45,9-46,2%), наибольшее количество полисахаридов содержится в С.Tianschanica (39,5%). В период цветения наблюдается резкое увеличение содержания полисахаридов (от 67,7 до 71,3%), в то же время почти в 2 раза уменьшается количество моно- и олигосахаридов. 


В период отмирания надземной части происходит увеличение содержания моно- и олигосахаридов, а полисахаридов снижается. Эти изменения можно объяснить тем, что моно- и олигосахариды подвергаются частичному распаду и конденсации, создавая условия для увеличения полисахаридов, а в период бутонизации - наоборот.

Изучение содержания углеводов в надземной части этих растений, собранных в разные периоды развития показало, что для них характерным является увеличенное содержание моно - и олигосахаридов, в корнях же наблюдается обратная картина. Это связано, на наш взгляд, с тем, что сумма углеводов, в частности олиго– и полисахаридов, содержится в подземной части растений (корнях), создавая условия для жизни и роста растений. 
Многолетним растениям (С.Polycephala, C.Sporadocephala, C.Lappacea, I.Grandis ) присущи те же закономерности, что и для двухлетних. Для нахождения путей использования этих растений с целью получения из них ряда ценных сахаров были проведены работы по изучению углеводного состава воздушно-сухих корней в течение года. В качестве объекта исследования было использовано двухлетнее растение C.Leiocephala, взятое с одного и того же места произрастания.

Количественное определение суммы углеводов, содержащихся в корнях этого растения проводилось ежемесячно в течение года. Установлено, что количество моносахаридов в течение всего года, независимо от фазы развития, практически не меняется и составляет 1,1-1,4 %. В период с января по март количество олигосахаридов и общего сахара также практически не меняется, а вот содержание полисахаридов в марте увеличивается в среднем в 2,5 раза. С апреля по июнь, т.е. в период, когда появляются розетки, бутоны и затем растение цветет, происходит постепенное увеличение количества полисахаридов, общего сахара и олигосахаридов, за исключением периода бутонизации, когда наблюдается резкое уменьшение количества олигосахаридов. Дальнейший рост растения (с июля по сентябрь) показал, что в корнях наблюдается  уменьшение содержания олигосахаридов и замечено увеличение полисахаридов. Количество общего сахара несколько снижается. В период покоя (октябрь-декабрь) в корнях данного растения количество олигосахаридов остается практически постоянным, а вот содержание полисахаридов к декабрю резко снижается. Количество общего сахара снижается в 2 раза по сравнению с периодом бутонизации, цветения. Эти изменения содержания сахаров в корнях растения в течение года можно объяснить тем, что по мере роста растения в корнях происходит накопление углеводов, тем самым растение запасает силы на следующий год.

Изучение изменения углеводного состава растений в зависимости от погодно-климатических условий показало, что в растениях, собранных с одного и того же места произрастания, но в засушливый год наблюдается заметное увеличение суммы углеводов. Это явление, по видимому, можно объяснить тем, что в засушливое время происходит  фотосинтез, т.е. растение проявляет способность сохранять содержание углеводов в засушливые годы по сравнению с влажными и дождливыми годами. Также установлено, что на углеводный состав растения оказывает влияние и место произрастания, что и было подтверждено результатами изучения углеводного состава одного и того же растения, но растущего в различных регионах Кыргызстана. Например, в растении С.Tianschanica, произрастающего в Курп-Сае, наблюдается более повышенное содержание сахаров по сравнению с этим же растением, но растущим в Касан-Сае.

Проведенные работы по изучению влияния массы и длины корня растения на выход углеводов и в частности глюкофруктана показали следующее. При исследовании растения I.Grandis было установлено, что количество моносахаридов не зависит ни от массы, ни от длины корня и не 
превышает 2%. В это же время замечено, что наибольшее количество олигосахаридов содержится в корнях массой 3 кг, в то время как глюкофруктаны в больших количествах определены в корнях массой до 1 кг, то же можно сказать и о содержании общего сахара. В зависимости от длины корня наибольшее количество глюкофруктанов замечено в корнях длиной от 10 до 38 см от начала подземных органов. Проведенными исследованиями также было доказано, что в подземных органах растений количество глюкофруктанов во внутренних древесных тканях больше, чем в наружных. 

В результате исследований по изучению состава растений семейства Сложноцветных было установлено, что основными элементами этих растений являются углеводы и сопутствующие им сесквитерпеновые лактоны, которые были разделены с помощью разработанной нами блок-схемы 1. Объектом исследования служила подземная часть растений, заготовленная в фазе цветения и плодоношения. Переработка растительного сырья производилась по разработанной нами схеме. С целью изучения физико-химических свойств глюкофруктан был сначала перекристаллизован и была определена его однородность с помощью гель-хроматографии. По данным гель-хроматографии все исходные глюкофруктаны оказались полидисперсными. Для установления структуры исходных глюкофруктанов, выделенных из 8 видов растений, последние фракционировали этиловым спиртом и получили однородные фракции. В результате был получен ряд фракций. Для дальнейшего изучения были отобраны те фракции, которые составляли основную часть глюкофруктанов. Однородность их определялась по молекулярной массе, для которой характерно было наличие одного пика. Для определения мономерного состава однородных фракций был определен кислотный гидролиз. В результате, по данным бумажной хроматографии, было установлено, что состав состоит исключительно из фруктозы и глюкозы, причем количество фруктозы соответствует 94-99%.

Отрицательные значения изучаемых однородных фракций при измерении угла оптического вращения на сахариметре, указывают на Д-конфигурацию остатков фруктозы и β-конфигурацию глюкозидных центров в глюкофруктанах, соответствующих данным 38,0 – 41,1, характерных для соединений типа инулина и левана.

В ИК-спектрах этих фракций имеются полосы поглощения при 820, 860 и 940 см-1, характерные для глюкофруктанов типа инулина. Полосы поглощения в области 820 и 940 см-1 относятся к колебаниям пиранозного и фруктозного колец, соответственно, а полосы при 860 см-1 – к β-гликозидным связям, а также типа левана. Таким образом, по отнесению полос поглощения ИК-спектров этих фракций глюкофруктаны можно отнести к глюкофруктанам типа инулина. Это предположение подтверждается также данными периодатного окисления. Мягкость кислотного гидролиза и отрицательные значения угла оптического вращения глюкофруктанов позволяют сделать вывод о преобладании β-гликозидной связи между фруктофуранозными остатками.
Для определения типа связи в 26 отдельных фракциях использован метод периодатного окисления, метод распада по Смиту и метилирования по Хакомори.

Исследованиями периодатного окисления однородных фракций глюкофруктанов установлено, что расход периодата натрия остается постоянным уже после 120 ч от начала реакции. Расход периодата натрия составлял 0.81-0,99 моля, а количество выделившейся муравьиной кислоты равнялось 0,030 до 0,047 моль на 1 моль гексозного остатка, что характерно для типа инулина. В реакционной смеси после восстановления боргидридом натрием и кислотного гидролиза с помощью бумажной и тонкослойной хроматографии глюкофруктанов из растений C.Leiocephala, C.Severtzovii, С.Tianschanica,  С. Polycephala, C.Umbrosa и  I.Grandis был обнаружен только глицерин. Это указывает на то, что изучаемые глюкофруктаны являются глюкофруктанами типа инулина, состоящими из фруктофуранозных остатков, соединенных между собой линейно. А в продуктах распада глюкофруктанов из C.Sporadocephala и C.Lappacea кроме глицерина обнаружена еще фруктоза, что подтверждено данными ГЖХ. Доминантным продуктом является глицерин, по данным высокоэффективной жидкостной хроматографии выход его превосходит в 15 раз выход фруктозы.

Образование глицерина происходит, возможно, при деструкции как β-(2→1), так и β-(2→6) связи, а присутствие фруктозы свидетельствует о разветвлении в молекулярной структуре исследуемых полисахаридов.

Для выяснения природы межгликозидных связей в молекулах изучаемых 26-фракциях глюкофруктанов был применен метод метилирования по Хакомори. В реакционной смеси после формолиза и кислотного гидролиза с помощью метода тонкослойной хроматографии глюкофруктанов при сравнении со стандартными свидетелями обнаружено по четыре перметилата: 2,3,4,6-тетра-О-Метил-Д-глюкоза, 1,3,4,6-тетра-О-Метил-Д-фруктоза, 3,4,6-три-О-Метил-Д-фруктоза и 1,3,4-три-О-Метил-Д-фруктоза. По данным ГЖХ во всех глюкофруктанах содержание основного продукта – 3,4,6-три-О-Метил-Д-фруктозы, относящейся к типу инулина в 13 до 17 раз превосходило остальные и состоящей из фруктофуранозных остатков, связанных между собой β-(2→1) связью. А в растениях: C.Sporadocephala и C.Lappacea кроме основного продукта – 3,4,6-три-О-Метил-Д-фруктозы, присутствует еще по 5 частей 1,3,4-три-О-Метил-Д-фруктозы характеризующейся связью типа левана тоже состоящих из фруктофуранозных остатков связанных β-(2→6) связью.

Эти результаты подтверждаются данными ЯМР-13С-спектроскопии. Результаты исследования подтверждаются также данными изучения периодатного окисления и метилирования, так как во всех изученных глюкофруктанах имеются полосы поглощения у С2 104,1-104,7 и С4 75,2-75,9, характерных для типа инулина и соединенных между собой β-(2→1) гликозидными связями. А в глюкофруктанах из C.Sporadocephala и C.Lappacea, кроме вышеуказанных типов связей, еще присутствует полосы 
поглощения у С2 105,16-105,2, характерные для типа левана, связанных β-(2→6) гликозидной связью.

Количественное соотношение связей (2→1) и (2→6), вычисленное из интегральной интенсивности соответствующих пиков, равно 1,5:1 (инулин-леван).
При установлении структуры глюкофруктанов, выделенных из растений C.Leiocephala, C.Severtzovii, С.Tianschanica, С.Polycephala, C.Umbrosa и I.Grandis установлено, что они относятся к типу инулина, состоящему из фруктофуранозных остатков, связанных между собой β-(2→1) связями, в то время как глюкофруктаны, выделенные из растений C.Sporadocephala и C.Lappacea имеют одновременно два типа связи – типа инулина β-(2→1) и типа левана β-(2→6).

По данным периодатного окисления, по распаду Смиту, 13С-ЯМР спектроскопии, молекулярной массе и соотношению метилированных сахаров, были составлены предполагаемые структурные формулы 26 фракций глюкофруктанов.

С помощью изучения спирто-растворимой части корней C.Umbrosa и данных бумажной хромотографии было обнаружено 12 фрукто-олигосахаридов. Из суммы олигосахаридов препаративным методом получено 3 олигосахарида. По молекулярной массе, углу удельного вращения, Rf, по содержанию фруктозы, по соотношению фруктозы и глюкозы эти олигосахариды оказались: дисахарид-сахарозой, трисахарид-кестозой и тетрасахарид-стахиозой.

Среди продуктов переработки растительного сырья, в частности C.Severtzovii, большое внимание уделяется пектиновым веществам, остающимся после выделения сесквитерпеновых лактонов, олигосахаридов и глюкофруктанов, и составляющим 5,2%. Было установлено, что по мере роста растения в нем увеличивается содержание ПВ, особенно в фазе цветения. Изучение моносахаридного состава ПВ показало, что в них преобладает галактуроновая кислота.


Основным сырьем для получения инулина служат корни Inula Grandis. В связи с этим, нами были проведены исследования по определению условий, когда наблюдается наибольший выход глюкофруктана.

В результате было установлено, что на выход глюкофруктана влияет размер измельченных корней. Причем, чем меньше размер измельченных корней, тем больше выход продукта. Используемым методом извлечения глюкофруктана является экстракция растворителями.


На основе полученных данных были разработаны оптимальные условия извлечения глюкофруктана из сырья и составлена соответствующая блок-схема 2 экстракции.


Ввиду того, что глюкофруктан имеет важное народнохозяйственное значение и используется в медицинской, пищевой и др. отраслях промышленности, остро встал вопрос нахождения новых источников сырья, пригодных для получения глюкофруктанов (инулина). 
С этой целью нами были проведены работы по использованию в качестве сырья растений рода Cousinia семейства Сложноцветных, являющихся в настоящее время дикорастущими, сорными и легковоспроизводимыми растениями. 


Используя эти растения для получения глюкофруктанов нами был разработан, а затем впервые внедрен в производство способ его получения из корней этих растений, позволяющий получать до 25% инулина.


На ПО «Фрунзебиофарм» внедрен в производство метод получения глюкофруктана (инулина) из корней растений К.Гладкоголовой и Инулы Райлона, позволяющий получать 28-30% инулина.


Глюкофруктан имеет значения не только как диагностическое средство, но и как сырье для получения фруктозных сиропов и Д-фруктозы.


В основе способа получения Д-фруктозы из глюкофруктана лежит гидролиз. Тщательные исследования данного процесса показали, что на выход и чистоту Д-фруктозы большое влияние оказывает качество глюкофруктана, время и температура гидролиза. Полученные результаты легли в основу разработки норм технологического режима процесса получения Д-фруктозы путем гидролиза глюкофруктана.


На основе полученных экспериментальных данных нами был разработан новый прямой способ получения Д-фруктозы непосредственно из растений рода Cousinia взамен ранее используемого Девясила Высокого, занесенного в Красную книгу Кыргызстана.


Этот способ значительно отличается от известного «Способа получения глюкофруктана», применяемого ранее и позволяет не только получать глюкофруктаны, но и значительно упростить процесс получения Д-фруктозы.

Из полученных данных можно сделать вывод, что проведенные исследования по изучению состава и свойств растений, произрастающих на территории Кыргызстана, дают возможность использовать дикорастущие, сорные растения рода Cousinia семейства Сложноцветных в качестве источника сырья для получения из него глюкофруктанов, фруктозных сиропов и Д-фруктозы, имеющих большое народнохозяйственное значение.

В Ы В О Д Ы
1. Впервые изучен углеводный состав 8 родов 42 видов растений семейства Сложноцветных флоры Кыргызстана. Определен качественный и количественный состав углеводов подземных и надземных частей растений.

2. Установлено, что содержание углеводов в растениях находится в зависимости от фенофазового состояния, почвенно-климатических условий, возрастных различий, места произрастания, от размера и веса корня (крупный, мелкий) и его длины, а также других изменений в течение года.
3. Найдено, что содержание моно-, олиго- и полисахаридов носит динамический, сезонный характер, который обусловлен синтезом и гидролитическим распадом глюкофруктанов. Максимальное количество 
глюкофруктанов в растениях родов Inula и Cousinia достигается в фазе цветения-плодоношения, что позволило предложить корни Inula Grandis в качестве основного сырья для промышленного получения глюкофруктана. В качестве дополнительного сырья можно использовать корни растений рода Cousinia.

4. Из спирто-растворимых фракций корней C.Umbrosa и I.Grandis выделены ди-, три- и тетрасахариды, которые идентифицированы как сахароза, кестоза и стахиоза.

5. Разработана принципиальная схема последовательного разделения углеводов и сопутствующих им соединений из 8 видов растений семейства Сложноцветных и изучены физико-химические свойства выделенных олигосохаридов и пектиновых веществ. 

6. Методами кислотного гидролиза, периодатного окисления с последующим распадом по Смиту, метилирования по Хакомори, высокоэффективной жидкостной и газожидкостной хроматографии, ИК- и 13С-ЯМР-спектроскопии, измерением удельного угла вращения, молекулярной массы, изучены отдельные фракции глюкофруктанов из C.Leiocephala, С.Severtzovii, C.Polycephala, C.Umbrosa, C.Tianschanica и I.Grandis. Показано, что выделенные глюкофруктаны представляют собой полисахариды, состоящие из фруктофуранозных остатков с β-(2→1) гликозидной связью типа инулина. Фракции отличаются по степени полимеризации, содержанию фруктозы и молекулярной массе.

7. Впервые установлено, что глюкофруктаны, выделенные из C.Sporadocephala и C.Lappacea, представляют собой новый тип соединений этого класса, содержащий одновременно два вида гликозидных связей, подобных инулину β-(2→1) и левану β-(2→6), состоящих из фруктофуранозных остатков.

8. Установлено, что основными компонентами растений родов Cousinia и Inula являются глюкофруктаны, идентичные по своим физико-химическим свойствам.  
9. Изучена кинетика экстракции инулина из растительного сырья в зависимости от степени его измельчения, длительности экстрагирования и температуры, что позволило предложить экономически выгодный режим получения целевого продукта, обеспечивающий его максимальный выход.

10. На основании проведенных исследований предложена технологическая схема и составлены промышленные технологические условия и технологический регламент производства реактивного инулина и Д-фруктозы. 

11. Разработан и усовершенствован экологически чистый способ получения инулина и Д-фруктозы, широко применяемых в медицинской и пищевой промышленности, который подтвержден актами о внедрении, Кыргызпатентами и авторскими свидетельствами СССР.
12. Создана технология получения глюкофруктозанов и Д-фруктозы из дикорастущего сырья Республики, впервые внедренная в производство на 
заводе химических реактивов в Украине, где выпущены на продажу «Инулин» и «Д-фруктоза».
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Турдумамбетов Кенешбектин
«Жаратылыштагы осумдук сырьелорунан глюкофруктандарды жана Д-фруктозаны алуунун физико-химиялык негиздери» темадагы 02.00.03 – органикалык химия адистиги боюнча химия илиминин доктору даражасын изденуу учун диссертациялык ишинин 
РЕЗЮМЕси

Негизги создор: Сousinia, глюкофруктан, олигосахариддер, полисахариддер, пектин заттары, фракциялар, молекулалык массасы, озокчосу, жердин устундогу болугу, тамыры, уруусу, устунку болугунун олушу, кагаз хроматографиясы, газсуюктук хроматографиясы.

 Изилдоонун объектиси: Изилдоонун объектиси болуп татаал гулдуулордун 8 уруусунун 42 турунун физико-химиялык муноздомосун аныктоо эсептелинет. Сousiniа уурусунун 8 турунон алынган глюкофруктандардын белгилуу фракциялары изилденген. Инулинди жана Д-фруктозаны алуунун  ыкмалары иштелип чыккан.

Иштин максаты: Кыргызстандагы жапайы, озунон-озу кобойуучу осумдуктордон глюкофруктан (инулин), Д-фруктоза, пектин заттары сыяктуу медицинада жана тамак-аш онор жайларында колдонулуучу физиологиялык жактан жогору жондомдуулуктогу заттардын физико-химиялык касиеттерин изилдоо менен алуу жана аларды алуунун оптималдуу шарттарын иштеп чыгуу жана ондурушто оздоштуруу.
Изилдоонун методдору: кислоталык гидролиз, периодаттык кычкылдандыруу, Смит боюнча ажыратуу, Хакомори боюнча метилдештируу, кагаз, газ-суюктук, тонкослойдук, гель-хроматографиялар, ИК- жана 13С-ЯМР-спектроскопиялар.
Аппаратуралар: СУ-3 сахариметри, UR-20 спектрометри, Bruker WM-250 спектрометри, МОМ-3170 прибору.
Изилдоонун жыйынтыктары: Татаал гулдуулордун 8 уруусунун 42 турунун углеводдук составы биринчи жолу аныкталган. Сousinia уруусундагы 8 уруусу толук изилденген. Осумдуктордун жердин устунку болугундо гулдоп-момо байлап жаткан фазасында глюкофруктан кобуроок санда болоору аныкталган. Глюкофруктандардын 26 фракциясынын физико-химиялык касиеттерин изилдоо алардын бири-бири менен β-(2→1) инулин тибиндеги гликозиддик байланыш менен байланышкан фруктофураноздук калдыктардан тураарын корсотту. C.Sporadocephala жана C.Lappacea осумдукторунон болунуп алыган фракциялар бир эле учурда эки типтеги байланыштын – инулин тибиндеги β-(2→1) жана леван тибиндеги β-(2→6) байланыштар катышары биринчи жолу байкалган. Ошонун негизинде 
алардын структуралык формулалары тузулгон. Татаал гулдуулор уруусундагы бир осумдуктун составына кируучу олигосахариддер жана пектин заттары болунуп алынган жана физико-химиялык касиеттери аныкталган. Жургузулгон изилдоолордун негизинде эл чарбасында  керектуу инулин жана Д-фруктозаны алуунун ыкмалары иштелип чыккан жана ондурушто оздоштурулгон.
Колдонуу областы: медицина, тамак-аш жана химия ондурушу, микробиология.
Резюме 

диссертационной работы Турдумамбетова Кенешбека на тему:
«Физико-химические основы получения глюкофруктанов и Д-фруктозы из природного растительного сырья», представленной на соискание ученой степени доктора химических наук по специальности 02.00.03 – органическая химия.



Ключевые слова: Cousinia, глюкофруктаны, олигосахариды, полисахариды, пектиновые вещества, фракция, молекулярная масса, стебли, надземная часть, корни, семейство, отмирание надземной части, бумажная хроматография, тонкослойная хроматография, газожидкостная хроматография.

Объекты исследования: Объектом исследования служили растения 8 родов 42 видов семейства Сложноцветных с изучением физико-химических характеристик. Проведено изучение отдельных фракций глюкофруктанов, выделенных из 8 видов растений рода Cousinia. Разработаны  способы получения инулина и Д-фруктозы.

Цель работы: Поиск промышленных технических источников сырья из числа дикорастущих, сорных растений Кыргызстана с целью выделения из них физиологически активных веществ, а именно глюкофруктанов (инулина), Д-фруктозы, пектиновых веществ и др., используемых в медицинской и пищевой промышленности с изучением их физико-химических свойств, разработкой оптимальных условий их выделения и внедрения в производство.

Методы исследования: кислотный гидролиз, периодатное окисление, распад по Смиту, метилирование по Хакомори, бумажная, газо-жидкостная, тонкослойная хроматография, ИК- и 13С-ЯМР-спектроскопия.

Аппаратура: сахариметр СУ-3, спектрометр UR-20, спектрометр Bruker WM-250, МОМ-3170.
Результаты исследования: Впервые был исследован углеводный состав  8 родов 42 видов растений семейства Сложноцветных. Досконально изучено 8 видов растений рода Cousinia. Установлено, что на содержание углеводов  влияют многие факторы. Определено, что наибольшее количество глюкофруктанов преобладает в надземных органах растений в фазе цветения-плодоношения. Изучение физико-химических свойств 26 фракций 
глюкофруктанов показало, что они состоят из фруктофуранозных остатков, соединенных между собой β-(2→1) гликозидными связями типа инулина. Впервые было установлено, что во фракциях, выделенных из растений C.Sporadocephala и C.Lappacea, наблюдается присутствие одновременно двух типов связей – типа инулина β-(2→1) и типа левана β-(2→6), на основании чего были составлены структурные формулы. На примере одного из растений семейства Сложноцветных были выделены и изучены физико-химические свойства олигосахаридов и пектиновых веществ, входящих в состав растений.
В результате проведенных исследований были разработаны и внедрены в производство способы получения таких продуктов, как инулин и Д-фруктоза имеющих народнохозяйственное значение.

Область применения: медицинская, пищевая, химическая и микробиологическая.
Рesume 

Turdumambetov Keneshbek

  “The physical and chemical characteristic and technology of reception glucofructans and D-fructose’s from the natual vegetable rew materials”.

Key words: Cousinia, glucofructans, oligosaccharides, polysaccharides, pectinaceous substances, fraction, molecular weight, stables, an elevated part, rools, family, dying off of an elevated part, a paper chromatography, a then blanked chromatography, a gas-liquid – chromatography.

Objects of research: The plants served as objects of research 8 sorts of forty two Kinds family Compositae with study their physical and chemical characteristics. Studying separate fraction of glucofructans, the plants of a sort Cousinia allocated from eight Kinds. Ways of reception inulin and D-fructose are developed.

The purpose of work: Search of industrial technical sources of raw material from among wildgraving weed plants of Kyrgyzstan with the purpose of allocation from them physiologically active substances, namely glucofructans (inulin), D-fructose’s, pectinaceous substances and ed, and used in medical and the food processing undustru wilh studying their physical and chemical properties by development of optimum conditions of their allocation and introduction in manufacture.
Method of research: acidic hudrolysis, periodate oxidation, Smith degradation, methylation on Hakomori, paper, gas, thin-layer chromatography, infrared spectroscopy and nuclear magnetic resonance spectroscopy 

Apparatus: saccharimeter CU-3, spectrometer UR-20, Bruker WM-250, MOM-3170.
Results of research: For the first the carbohydrate structure of 8 sorts of 42 kinds of plant family Compositae has been investigated. 8 Kinds of plants of a sort Cousinia are thoroughly studies ft is established that the maintenance of carbohydrates is influence with such factors as phenophase conditions, a place of 
growth of plants, a soil climatic condition in current of year. Definitely, that the greatest quantity of glucofructans prevails in elevated bodies of plants in a phase of flowering fructification. Studying of physical and chemical properties of 26 fraction of glucofructanc has shown, that they consist from fructofuranoses the rests connected among themselves β-(2→1) glicosides communication of tyre inulin. For the first time it been established, that in fractions allocated from plant C.Sporadocephala and C.Lappacea presence simultaneously 2 types of communications of type inline β-(2→1) and type levane β-(2→6) is observed. On the basis of what structural formulas have been madly. On an example of one of plants family Compositae physics-chemical propeties of oligosaccharides and pectinaceous substances of a part plants have been allocated and studied. As a result of the lead researches ways of reception of such products as inulin and D-fructose having economic value have been developed and introduced in manufacture.
Applications: medicine, food, chemical and microbiologic industry.
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Шрот-1 (обработка этанолом 96 и 82%)





 Сесквитерпеновые лактоны лактоны





  Фильтрация 
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0,5% Н2С2О4 и (NH4)C2O4,700
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Очистка от примесей ИПС 1:0,5
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Кристаллическая сумма олигосахаров
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Разделение на колонке с сефадексом





Фильтрация 





Кристаллизация 


     ИПС 1:1,5
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Однородные фракции


глюкофруктана














Объем воды на экстракцию 5 л, температура воды перед загрузкой 700С





Вес молотых корней 500г





Температура экстракции 83-890С, время экстракции-40 мин. Вес СаСО3  12 г (рН 6,5-7,0)





Фильтрование при 600С





Промывка после первой экстракции два раза по 100 л; после второй и третьей экстракции по 100 л два раза; после четвертой  экстракции  по 80 л два раза. Всего воды на промывку необходимо 760 л.





Объем конечного экстракта 5200 л





Объем воды для экстракции 120 л,


 Т-ра 750С (перед загрузкой воды)





Сырье – 20х2 = 40 кг





 Температура экстракции 75-780С. Время – 50 мин





Центрифугирование (5000 об/мин)





Объм воды, взятой для промывки шрота, 10х20л л





 Объем конечного экстракта 100 л, сухой остаток 14%





Вакуум-упарка.  Т-ра 50-550С





Кубовый остаток 60 л,  





 Очистка.  ИПС-30 л,  





   Центрифугирование, Т-ра 45-500С





 Осаждение.  ИПС 90 л.





  Кристаллизация 40 ч. Т-ра 10-150С





Центрифугирование. Промывка ИПС 5 л





Глюкофруктан на сушку


         Выход 24-25 %





Водно-спиртовый маточник–


180л на регенерацию
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