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Nowadays, finding biopolymers with desirable properties for wide industrial 

applications is one of the important issues to research around the world. 

Polysaccharides are the biopolymers which have a variety of applications in different 

industries and in the field of medicine. Abundance, biodegradability, renewability and being 

natural make them appropriate materials to replace some of petroleum-based products and 

to be used for the applications requiring biocompatibility. Due to their structural variations 

in nature, polysaccharides' properties are immense. In order to explain and improve the 

properties, structural characterization of polysaccharides is necessary and is of interest 

for the researchers nowadays. Because of structural varieties of non-cellulosic water-

soluble polysaccharides, identification of the polysaccharides' structure for finding their 

medical properties is also of importance in the research studies. The first step in structural 

characterization of water-soluble polysaccharide is to isolate and purify the polysaccharide, 

as various sources of polysaccharides made by plants, animals and bacteria have different 

impurities. Every non-polysaccharide material in the samples requires specific method to 

be isolated. Different method and tools exist to characterize the chemical structure of these 

biopolymers. This review introduces the common methods and tests used for isolation, 

purification and structural characterization of the water-soluble polysaccharides.
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مهم  محورهای  از  صنعت  در  استفاده  برای  مطلوب  خواص  با  طبیعی  پلیمرهای  یافتن  امروزه 
پژوهش ها در دنیاست. پلی ساکاریدها یکی از انواع پلیمرهای طبیعی هستند که کاربردهای گوناگونی 
زیست تخریب پذیری،  فراوانی،  علت  به  دارند.  دارویی  زمینه  در  همچنین  و  مختلف  صنایع  در 
کاربردهای  و  پایه نفتی  مواد  از  برخی  جایگزینی  برای  مناسبی  گزینه  تجدیدپذیری،  و  طبیعی بودن 
نیازمند زیست سازگاری مطلوب هستند. تنوع ساختاری بسیار زیاد پلی ساکاریدها در طبیعت سبب 
پلی ساکاریدها  ساختار  شناسایی  دلیل،  بدین  است.  شده  گوناگون  خواص  از  وسیعی  طیف  ایجاد 
در عصر  پژوهشگران  توجه  مورد  علوم  از  یکی  و  است  لازم  آن ها  بهبود خواص  و  توجیه  برای 
حاضر قلمداد می شود. شناسایی ساختار پلی ساکاریدهای غیرسلولوزی محلول در آب، به دلیل تنوع 
 ساختاری بسیار زیاد و نیز برای تعیین خواص و آثار دارویی آن ها به طور گسترده در پژوهش ها و 
مقالات سراسر دنیا انجام می شود. قدم اول برای شناسایی ساختار پلی ساکاریدها خالص سازي و 
جداسازی آن ها از هر گونه ناخالصی دیگر درون بافت طبیعی است. زیرا، پلی ساکاریدها در طبیعت 
توسط گیاهان، جانوران و باکتری ها تولید می شوند و در کنار سایر ناخالصی ها قرار دارند که هر 
کدام نیازمند روش خاصی برای جداسازی هستند. در این مقاله، انواع روش ها و آزمون های متداول 
استفاده شده برای جداسازی و خالص سازی پلی ساکاریدهای محلول در آب و شناسایی ساختار 

آن ها مرور شده اند. 
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مقدمه
با جایگزینی یافتن زیستمحیطی ملاحظات به توجه با امروزه،
منشأطبیعیبرایپلیمرهاینفتیاهمیتپیداکردهاست.پلیمرهای
پلیمرهای با رقابت توان خواص و قیمت نظر از باید جایگزین
طبیعی، پلیمرهای انواع میان در .]1[ باشند داشته را نفتی پایه
پلیساکاریدهاتوجهزیادیرابهخودجلبکردهاند،زیراموادی
غیرسمی،زیستتخریبپذیروزیستسازگارهستندوبهوفوراز
منابعتجدیدپذیردرطبیعتتهیهمیشوند.ایندستهازپلیمرهای
و دارویی غذایی، صنایع جمله از مختلف صنایع در زیستی،
از پلیساکاریدها از برخی .]2[ دارند کاربرد سوختهایزیستی
خاصیت دارای و بوده ضدمیکروب و ضدسرطان دارویی نظر
پاداکسندگیهستند.هرنوعِخاصیازپلیساکاریدمیتواندنوعی
نظیر پلیساکاریدهایی .]3[ بازدارد رشد از را سرطانی سلول
گلوکومانان،بهدلیلداشتنقابلیتژلشدنوزیستتخریبپذیري
استفاده کپسولها ساخت برای دارورسانی در گسترده بهطور
دارند. فیلم تشکیل قابلیت نیز پلیساکاریدها از بعضی میشوند.
از آمیزهای بهصورت ترانما فیلمهای کنون تا مثال، بهعنوان
غیره و پلیآکریلآمید ژلاتین، سلولوز، کیتوسان، با گلوکومانان
نشاسته نظیر پلیساکاریدهایی نیز ]4[.درصنعت ساختهشدهاند
چسب بهعنوان یا ]5[ پلاستیک و لاستیک در پرکننده بهعنوان
فراوري بستهبندی و مقوا و کاغذ در استفاده بهمنظور طبیعی

میشوند.
نکتهمهمدررویاروییباپلیمرهایطبیعیآناستکهباتوجه
باساختارهايگوناگونودر بهمنبعاستحصال،پلیساکاریدهای
نتیجهخواصمتفاوتبهدستميآیند.برایمثال،فعالیتزیستی
پلیساکاریدهابهخواصفیزیکی-شیمیاییازجملهوزنمولکولیو
پلیساکاریدِ ساختار تشخیص دارد. بستگی تکساکاریدها نوع
بهدستآمده،قطبیت،شاخهها،طولزنجیرووزنمولکولیبرای
دستیابی برای .]6[ است اهمیت حائز بسیار صنعتی استفاده
و سازنده تکساکاریدهای نوع دانستن پلیساکارید، ساختار به
است. لازم مولکولی وزن و شاخهها محل گلیکوزیدی، اتصال
براي دقتی چنین با پلیساکارید ساختار بررسی پژوهشها، در
پلیساکاریدهاییباساختارنامعلومانجاممیشود.پلیساکاریدهای
شناختهشدهترمانندنشاستهوسلولوزبهدلیلمشخصبودنساختار
شناسایی مورد دنیا روز پژوهشهای سایر در پیشفرض، بهطور
دقیقساختارقرارنمیگیرند.نقطهتمرکزاینمقالهمروری،بررسی
روشهایاستخراجوشناساییساختارآندستهازپلیساکاریدهای
غیرسلولوزیمحلولدرآباستکهساختارپیششناختهشدهای

سعی شوند. خالصسازی شناسایی، بهمنظور بناست و ندارند
ساختار ویژگیهای درباره مختصری توضیح از پس است، شده
شناسایی و خالصسازی جداسازی، روشهای پلیساکارید،
شوند. داده شرح آب در محلول غیرسلولوزی پلیساکاریدهای
پلیساکاریدهادرطبیعت)درمنابعگیاهییاغیرآن(درکنارمواد
محسوب ناخالصی شناسایی، منظر از که گرفتهاند قرار دیگری
ابتدا پلیساکاریدها دلیل همین به شوند. جدا باید و میشوند
استخراجوسپسطیمراحلمختلفخالصمیشوندودرنهایت
باروشهایمختلفشیمیایی،سوانگاریوطیفسنجیشناسایی

ميشوند.

تعریفپلیساکاریدها
که میشوند محسوب کربوهیدراتها از دستهای پلیساکاریدها
میتوانندنقشذخیرهیاساختاریداشتهباشند.هرسالتقریبا1011ً×4
باکتریهای یا حیوانات گیاهان، طبیعت در را کربوهیدرات تن
تولید کربوهیدرات از عمدهای سهم میکنند. تولید فتوسنتزکننده
شدهبهپلیساکاریدهااختصاصدارد.دانستنویژگیهایساختاری
آنهابرایفهمودرکمراحلشناساییلازماست.پلیساکاریدها
پلیمرهاییهستندکهازواحدهایساکاریدساختهشدهاندوگاهبا
نامگلیکاننیزازآنهایادمیشود.تکساکاریدهاباساختارحلقوی
درزنجیرپلیساکاریدقرارمیگیرند]7[.همچنین،تکساکاریدها
ممکناستباالگویخطییابهشکلشاخهدارباشاخههایکوتاه
نیروهای و زنجیرها برهمکنش باشند. شده متصل هم به بلند یا
بینمولکولیدرپلیساکاریدهایخطیباعثمیشودتابهسختیدر
آبحلشوند.اماپلیساکاریدهایشاخهدارانحلالبهتریدرآب
دارندودرغلظتمناسبخمیرچسبناکيایجادميکنندکهاحتمالاً
بهدلیلنفوذوگرهخوردگيزنجیرهاست.بنابراین،پلیساکاریدهای
شاخهدارگزینهمناسبیبرایساختچسبیاپیوندههستند]8[.

مولکولی وزن دیگری پلیمر هر مانند نیز پلیساکاریدها برای
مشخصینمیتوانتعیینکردوبرایآنوزنمولکولیمیانگینتعریف
16000kDa16تاkDaمیشود.وزنمولکولیپلیساکاریدهابین

متغیراست]7[.

اتصالتکساکاریدهابهیکدیگر

تکساکاریدهادارایدوشکلخطیوحلقویهستند.درحالت
محلول،طیواکنشدرونمولکولیبینگروهآلدهیدویکگروه
هیدروکسیل،شکلحلقویبهخودمیگیرندوهمیاستالتشکیل
میدهند.شکلحلقویتکساکاریدهای6کربنيمیتوانددارای6
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یا5اتمکربندرحلقهباشدکهدراینحالتبهترتیبپیرانوزیا
فورانوزنامیدهمیشود.تنهاشکلحلقویتکساکاریدهامیتواند

درزنجیرپلیساکاریدقرارگیرد]9[.
همیاستالِ )یا تکساکارید یک هیدروکسیلِ گروه که هنگامی
گلیکوزیدی اتصال میدهد، واکنش بعدی باهمیاستالِ حلقوی(
تشکیلمیشود.ایناتصالمیتواندبینکربناول)کربنآنومر(از
یکتکساکاریدباهرکدامازکربنهایهمیاستالِمجاورتشکیل
باشد، چگونه اول کربن موقعیت در اتصال اینکه به بسته شود.
پیکربندیِآنومريازنوعαیاβبهخودمیگیردوبهواسطهیک
اتماکسیژنبهکربنیازتکساکاریدبعدیمتصلمیشود.ماهیت
پلیساکارید اثربسزاییدرساختاروخواص اتصالگلیکوزیدی

نظیرانحلال،گرانرویوخواصژلشدندارد.
که میدهد نشان را گلوکوز از متشکل پلیمر نوع 1سه شکل
باوجودداشتنتکساکاریدهاییکسانواختلافدرنوعاتصال
،β)1→4(گلیکوزیدی،خواصمتفاوتیدارند.سلولوزبااتصالهای
درآبنامحلولاستوساختاربلوریمنظمباپیوندهایهیدروژنی
قویدارد.درمقابل،آمیلوزبااتصالهای)α)1→4،بلورهایضعیفی
دارد،باگرمادرآبحلمیشودوساختارمارپیچوژلتشکیل
ژلشونده پلیساکارید ،β)1→3( اتصال با نیز کوردلان میدهد.
دیگریباساختارمارپیچاست]9[.دانستنتمامویژگیهاییادشده
برایپلیساکاریدهاازجملهنوعتکساکاریدها،الگویقرارگیری
آنهادرزنجیراصلیوشاخهها،وزنمولکولی،تعداداتمهایحلقهو
نوعاتصالگلیکوزیدیدرتعیینساختارپلیساکاریدنقشدارند.

استخراجوخالصسازیپلیساکاریدمحلولدرآب
هستند. آبدوستي مولکولهای پلیساکاریدها کلی، بهطور
در محلول پلیساکاریدهای خالصسازی و استخراج روشهای
آبباکوچکمولکولهامتفاوتاست.باتوجهبهخواصمتفاوت
پلیساکاریدهادرمنابعمختلف،روشهایمتناسبباویژگیهای
گرفته بهکار آن خالصسازی و جداسازی برای پلیساکارید هر
و مبنا دارند. وجود منظور این برای مختلفی میشود.روشهای
برای که است نحوی به خالصسازی روشهاي انتخاب اساس
پلیساکارید ذاتی ویژگیهای باشد، مناسب ساختار شناسایی
حفظوازتغییرساختارآنحینفرایندجداسازیوخالصسازی
و پروتئین چربی، با همراه پلیساکاریدها .]10[ شود جلوگیری
پلیساکاریدی دیگر منابع یا گیاهان در کربوهیدراتی مواد سایر
وجوددارند.برایشروعمراحلجداسازیوخالصسازیبهمنظور
تماسبیشترحلال،اولینگامپیشازاستخراجپلیساکاریدمحلول
روشهای بر افزون است. آن حاوی بافت کردن خرد آب، در
فناوری از استفاده اخیر سالهای در کردن، خرد رایج و سنتی
فراصوتنیزبرایافزایشبازدهاستخراجپلیساکاریدبهکارگرفته
شدهاست]11[.درمراحلجداسازیوخالصسازیبایدچربی،
رنگدانههایقطبیوغیرقطبی،پروتئین،بافتنامحلولوهرگونه
به اینجا در شود. جدا شناسایی مورد پلیساکارید از دیگر ماده

روشهایمتداولدراینزمینهاشارهميشود.

چربیزداییورنگبری
چربیدرکنارپلیساکاریدناخالصیبهشمارمیرودوبایدجداسازی
شود.همچنین،رنگدانههایموجوددربعضیازبافتهایحاوی
پلیساکاریدنیزدرانجامبرخیازآزمونهایشناساییاختلالایجاد

میکنندکهبایدطیمراحلاستخراجوخالصسازیجداشوند.
پسازخردکردن،نمونههایحاویچربیوموادغیرقطبی)نظیر
در بازشارش باحلالهایمختلفتحت غیرقطبی( رنگدانههای
دستگاهسوکسلهقرارمیگیرند.اتانولباخلوصزیادبرایاستخراج
موادمعدنیوقندهایکوچکمولکول،رنگدانهها،اسیدهایآلی،
فایده بهکارمیرود. باوزنمولکولیکم پپتیدهای آمینواسیدهاو
دیگراستفادهازاتانول،غیرفعالسازیآنزیمهایموجوددربافت
دارایپلیساکاریداست.مخلوطکلروفرم:متانول)5:95(وهگزان
نیزازجملهحلالهایاستفادهشدهدرچربیزداییهستند.دربین

حلالهایچربیزدا،اتانولخطرآتشگیریکمتریدارد]12[.
پراکسید هیدروژن و فعال کربن با را رنگدانهها همچنین،
میتوانجداکرد.کربنفعالدرکناررنگدانه،جاذبپلیساکارید

شکل1-ساختارپلیساکاریدهایمتشکلازگلوکوز:)1(سلولوز،
)2(کوردلانو)3(آمیلوز]9[.
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استخراج بازده آن از استفاده که داشت توجه باید و هست نیز
است ممکن نیز پراکسید هیدروژن میکند. کم را پلیساکارید
برای که کند ایجاد ناقص آبکافت پلیساکارید ساختار در
نیست مطلوب ساختار شناسایی بهمنظور پلیساکارید استخراج

.]13،14[
پسازچربیزداییورنگبری،نمونهآمادهاستخراجپلیساکارید
است.درمرحلهبعد،استخراجپلیساکاریدِمحلولدرآبانجام
میگیرد.حلالهایمختلفیبرایاینمنظوراستفادهمیشوند.چند

نمونهازرایجترینروشهایاستخراجدرپیمعرفیمیشوند.

استخراجباآب

آبدردماهایمختلفاولینانتخاببرایاستخراجپلیساکاریدهای
انحلالپذیری روش، این اساس است. خنثی آب در محلول
دمای افزایش با طبیعي بهطور است. داغ آب در پلیساکاریدها
آسیب کمترین روش این با میشود. بیشتر استخراج بازده آب،
بهساختارپلیساکاریدواردمیشود.نحوهدرستاستفادهازاین
نسبت با و مرحله سه )معمولاً مرحله چند در استخراج روش،
محصولات تغلیظ و ترکیب سپس و )1:10 با برابر آب:نمونه

استخراجاست]10[.

استخراجقلیاییواسیدی

برخیازپلیساکاریدهایاسیدییاباجرممولکولیزیادبهسادگی
درآبداغحلنمیشوندوانحلالآنهادرمحلولقلیاییرقیق
بسیاربیشترازآبداغاست.بدیندلیل،محلولهایقلیاییبرای
نظر به میشوند. استفاده یاخته دیواره پلیساکاریدهای استخراج
میرسد،درشرایطقلیاییپیونداستریوسایرپیوندهایاشتراکیو
غیراشتراکیشکستهمیشوندوپلیساکاریدهایاستخراجنشدنیاز
شبکهپیچیدهدیوارهیاختهآزادمیشوند]15[.بنابراین،محلولآبی
%15-5وزنیازNaCO3یاNaOHاغلبدرمواردخاصبهجای

پلیساکاریدهای استفادهمیشود]16[.شایانذکراست، آبداغ
آزادشدهباقلیادرآبمحلولاند]15[.

دراستخراجقلیاییدمایمحلولبایدکمترازC°10نگهداشتهشود.
درغیراینصورت،ساختارپلیساکاریدتخریبمیشود.درعمل،
استخراجباآبداغاولینگزینهبرایاستخراجپلیساکاریدهاستو
پسازآناستخراجقلیاییبرایباقیماندهپلیساکاریدهادرنمونه

استفادهمیشود.
استخراجاسیدینیزبرایبعضیازپلیساکاریدهاکاربرددارد.
برایمثال،پلیساکاریداسیدیپکتینبهطورمتداولبامحلولآبی

از معمولاً ساختار، شناسایی برای البته میشود. استخراج اسیدی
اتصالهای آبکافت امکانِ بهدلیل اسیدی محلولهای با استخراج

گلیکوزیدی،اجتنابمیشود]15[.

پروتئینزداییازپلیساکاریدمحلولدرآب
محصولمراحلقبلیِاستخراج،ترکیبیشاملپلیساکاریدمحلول
درآبوسایرموادمانندپروتئیناست.برایجداسازیپروتئین
نیزروشهایمختلفمانندروشسواگ،استفادهازآنزیمهاواسید

وجوددارند.

پروتئینزداییباروشسواگ

ازمتداولترینروشهایپروتئینزداییِپلیساکاریدمحلولدرآب
کهاثرتخریبیبراتصالگلیکوزیدیندارد،روشسواگاست.در
بانسبت4به1به ازکلروفرمو1-بوتانول اینروشمخلوطی
نمونهاضافهشده،سببواسرشتگيشدنپروتئینورسوبکردن
بهراحتیجدا ازآن را پلیساکارید آنمیشودومیتوانمحلول
استخراج بهطورکامل را نمونه پروتئینِ کرد.تکرارروشسواگ

میکند]17[.

پروتئینزداییباروشآنزیمی

آنزیمهاموادیهستندکهبهصورتانتخابیعملمیکنند.آنزیمهای
گوارشکنندهپروتئینمانندپروتئازنیزبدونآسیبرساندنبهساختار
پلیساکاریدمیتوانندباگوارشپروتئینآنراازپلیساکاریدجدا
کنند.معمولاًدرشرایطیکهعملآوریهایشیمیاییسببتخریب
ساختاریاگروههایعاملیمیشود،استفادهازآنزیمهاموردتوجه
قرارمیگیرند]18[.اما،هزینهزیادپروتئینزداییباآنزیمهاسبب

میشودتاسایرروشهاترجیحدادهشوند.

سایرروشهایپروتئینزدایی

پروتئینرامیتوانباتریکلرواستیکاسید)TCA(رسوبداد.اما
TCAممکناستسببرسوبدهیپلیساکاریدهاییمانندآلژینات

نیز پلیساکارید تغییرساختار و آبکافت احتمال درضمن، شود.
وجوددارد.عبورمحلولازروینوعیرزینتبادلگریونکاتیونی
نیزمیتواندپروتئینراازنمونهجداکند.ازآنجاکهپروتئیندارای
بارمثبتاستباستونپیوندبرقرارمیکندوپلیساکاریدهاهمراه
باسیالخروجیازدرونستونعبورمیکنند.جذبپروتئینبر
نیزازروشهایدیگر انواعرس سِلیت)celit(،خاکدیاتومهو

برایجدایشپروتئینهستند]15[.
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رسوبدهیپلیساکاریدمحلولدرآب
محلولبهدستآمدهپسازمرحلهپروتئینزدایی،حاویپلیساکارید
محلولدرآباست.بارسوبدهیمیتوانبهپلیساکاریدموجود
درآندستیافت.پلیساکاریدهادراسَتونیااتانولنامحلولاندو
معمولاًپسازپروتئینزداییباافزودناتانولبانسبتحجمی3یا4

برابربهمحلولآبیپلیساکارید،رسوبمیکنند]15[.

خالصسازینهاییپلیساکاریدمحلولدرآب
پلیساکاریدرسوبکردهبایدازراهستونهایسوانگاریخالص
سفاروز ستونهای از استفاده با صافشی ژل سوانگاری شود.
)sephacryl( سفاکریل و )sephadec( سفادکس ،)sepharose(
مولکولی وزن اساس بر را مختلف پلیساکاریدهای میتوانند
بهخوبیازهمجداکنند]15[.شرکتهاییمانندسیگماوفارماسیا
چنینموادیراباهمیننامتجاریعرضهمیکنند.برایمثال،ماده
سفادکسژلیاستکهازشبکهایکردنِدکسترانِمحلولدرآب
بااپیکلروهیدرینبهدستمیآید.پلیمرنامحلولدرآبِبهدست
ژل این که آنجا از دارد. گلیسیرین-اتری اتصالاتعرضی آمده،
بهشدتآبدوستاست،درمجاورتآبمتورممیشود.دانههای
درجه کنند. جدا هم از اندازه اساس بر را مواد میتوانند متورم
تورمبرخواصجداسازیاینژلاثرمیگذارد.هرچهژلچگالتر
باشد،محدودهاجزاتنگترمیشود.درمجموعهGازسفادکس،
،G-15مقدارآبجذبیرانشانمیدهد،برایمثالGعددمقابل
،G-100 و خشک( دانههای وزن اساس )بر 1/5 mL/g 

ازG-100استو  10mL/gآبجذبمیکنند.G-15چگالتر

سفادکس میشود. استفاده کوچکتر ترکیبات جداسازی برای
G-100وزنمولکولیبین1000تا100000راجدامیکند]19[.

نوعدیگرسوانگاریکهدرخالصسازیپلیساکاریدهاکاربرد
از جداسازی، برای آن در که است یونی تبادل سوانگاری دارد،
نظر مد مولکولهای و میشود استفاده یونی یا باردار ترکیبات
تبادل سوانگاری کار اساس میشوند. استخراج گزینشی بهطور
یونیبرقراریپیوندبرگشتپذیربینمولکولهایباردارباماتریس
نامحلولدارایبارمخالفاست.موادماتریسنامحلولبهصورت
این منفیعاملدارمیشوند. مثبتو باردار باگروههای شیمیایی
موادمیتوانندپلیمرهایسنتزی،سیلیکایاانواعپلیساکاریدباشند
کهگروههایعاملیمختلفازجملهآمونیومچهارتایی،تریمتیل
بنزیلآمونیوم،دیاتیلآمینواتیل،دیمتیلآمینواتیلوسایرترکیبات

بهآنهاافزودهمیشود]19[.
پلیساکاریدهای برایجداسازی دیاتیلآمینواتیلسلولوز ستون

محلولدرآبخنثیازاسیدیمناسباست]15[.

شناسایی
برایمطالعهساختارپلیساکاریدبایدویژگیهایساختاریآنبا
اولین شود. مشخص دستگاهی و شیمیایی روشهای از استفاده
نوع پلیساکارید،مشخصکردن پارامترمهمدرتشخیصساختار
تکساکاریدهایاقندهایسازندهزنجیراست.انواعمختلفقندها
میتواننددرزنجیرپلیساکاریدبانسبتهایمولیمتفاوتبههم
ایناطلاعاترامیتوانازروشهایسوانگاریو متصلشوند.

آبکافتاسیدیناقصبهدستآورد.
اینکهاتماتصالدرتکساکاریدهایمجاور،کداماتمحلقهباشدو
اثر باشند، پیرانوزی یا فورانوزی نوع از پلیساکارید حلقههای
نیز اینموارد زیادیبرخواصپلیساکاریددارد.برایشناسایی
ازروشهاییازجملهسوانگاری،طیفسنجیزیرقرمزواکسایش
باپریداتاستفادهمیشود.گروههایعاملیونوعاتصالاتآلفاو
بتانیزپارامترهایبسیارمهمیدرتشخیصساختارپلیساکاریدند
کهبااستفادهازدرجهچرخشنوری،طیفزیرقرمزورزونانس

مغناطیسيهسته)NMR(سنجیدهمیشوند.
نکتهمهمایناستکهنتایجحاصلازتماماینآزمونهادرکنار
همبهپیشبینیساختاراحتمالیپلیساکاریدمنجرمیشوندویک

آزمونبهتنهایینمیتواندساختارپلیساکاریدرامعینکند.

اطمینانازخلوصپلیساکاریدموردشناسایی

برای شد، گفته پیشتر که خالصسازی و جداسازی روشهای
برای ادامه در دارند. کاربرد آب در محلول پلیساکاریدهای
ازآزمونهایشناساییشیمیاییو بهجوابهایدقیق دستیابی
حاصل اطمینان آمده بهدست پلیساکارید خلوص از دستگاهی
میشود.وجودهرگونهناخالصیاعمازپروتئینیارنگدانههادر
دقتآزمونوتحلیلِدرستِجوابهااختلالایجادمیکنند.بررسی
خلوصپلیساکاریدازاینجهتاهمیتداردکهدرصورتدقیقو
آزمونهای بیدلیل انجام از خالصسازی مراحل درستنبودن
شناساییوصرفوقتوهزینهنابجاجلوگیریمیشود.خلوص
با خالصسازی مراحل انتهای در را آب در محلول پلیساکارید

روشهایزیرمیتوانتأییدکرد.
اسید فنول-سولفوریک معرف مجاورت در پلیساکاریدها
اسید فنول-سولفوریک روش درمیآیند. تیره آجری رنگ به
با و روش این با کل قند میشود. استفاده کل قند تعیین برای
میشود. اندازهگیری استاندارد بهعنوان D-گلوکوز از استفاده
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بدینترتیبکهبرایاندازهگیریآنبااستفادهازمنحنیواسنجی
قندی،شدت استاندارد نمونههای از آمده بهدست )calibration(
جذبآندرطولموج490)برایهگزوزها(و480nm)برای
کل قند مقدار و شده اندازهگیری اسیدها( اورونیک و پنتوزها
بیشتر آمده بهدست کل قند درصد هرچه .]20[ میآید بهدست

باشد،بهمعنیزیادبودنخلوصپلیساکاریداست.
روشدیگریکهباآننبودناخالصیپروتئینمشخصمیشود،
سنجشمقدارپروتئینباروشUV-Bradfordاست.دراینروش،
با ازنمونهساختهشدهوسپس باغلظتمشخص ابتدامحلولی
استفادهازمنحنیواسنجی)رسمشدهازرویمحلولهایاستاندارد
ساختهشدهازآلبومینگاوی(،مقداردقیقپروتئینموجوددرنمونه
)coomassie blue(مشخصمیشود.دراینروشازکوماسیبلو
کهمعرفپروتئیناست،استفادهشدهودستگاهUVدرواقعجذب
نورآبیدر280nmرامیسنجد.درصورتعدمجذبدراین

طولموج،نبودناخالصیپروتئیندرنمونهتأییدمیشود]21[.
خلوص از اطمینان راههای از یکی نیز زیرقرمز طیف بررسی
پلیساکاریدبهدستآمدهاست.درطیفزیرقرمزبایدتنهاقلههای
مربوطبهپیوندهاوگروههایعاملیمربوطبهپلیساکاریدوجود

داشتهباشند.

سوانگاری

انواعسوانگاریمایعوگازیبهتنهاییبرایتعیینوزنمولکولی،
شناساییواحدهایتکساکاریدیونسبتمولیآنهاکاربرددارند.
همچنین،درترکیبباطیفسنججرمیبرایشناساییویژگیهای
داده شرح ادامه در که میشوند استفاده پلیساکارید از بیشتری

میشوند.
مولکولها اندازه براساس جداسازی ژلتراوایی سوانگاری در
انجاممیشود.باواسنجیستونبااستانداردهایباوزنمولکولی
مشخصنظیرپولولانودکسترانمیتوانوزنمولکولیپلیساکارید

موردآزمونرابهدستآورد]22[.
سوانگاریگازیبرایشناساییموادتبخیرشدنیکاربرددارد.از
آنجاکهپلیساکاریدهابهگازتبدیلنمیشوند،ابتدابهواحدهای
تکساکاریدیآبکافتشده،سپسباسوانگاریگازیشناسایی
آبکافت اسید از استفاده با پلیساکارید منظور، بدین میشوند.
شدهوباافزودنسدیمبوروهیدریدکاهشیافتهبهآلدیتولتبدیل
میشود.آلدیتولهایتشکیلشدهبااستفادهازمخلوطپیریدین-
استیکانیدریداستیلدارشدهوبهآلدیتولاستاتهایمتناظرتبدیل
میشوند.ازطرفی،آلدیتولاستاتتکساکاریدهایاستانداردهمراه

بدین میشوند. تزریق سوانگاری دستگاه به داخلی استاندارد با
و ازسوانگاریگازی،تکساکاریدهایسازنده استفاده با ترتیب

نسبتمولیآنهابهدستمیآید]23[.
)GC-MS( جرمی طیفسنجی با ترکیب در گازی سوانگاری
ایجاد با تجزیه روش، این در است. قدرتمندی شناسایی ابزار
مشتقاتتبخیرشدنینظیراترهایدیمتیلسیلیلانجاممیپذیرد.
تکساکاریدها حلقه ساختار نشاندادن برای حاصل، طیفهای
)پیرانوزوفورانوز(وتشخیصنوعبرخیازاتصالاتگلیکوزیدی
سودمنداست.برایاینکهبتوانازچنینروشیاستفادهکرد،نیازبه

پیشعملآوریوجوددارد:
1-پرمتیلدارکردنباسودومتیلیدید،

2-متانولکافتباهیدروکلریکاسیدومتانولو
هگزامتیل نظیر ترکیباتی از استفاده با کردن سیلیلدار -3

دیسیلازان.
پسازسیلیلدارکردن،سوانگارچندقلهازآنومرهایآلفاوبتای
مربوطبهحلقههایپیرانوزوفورانوزرانشانمیدهد.هرکداماز

قلههاپسازخروجازستونیکطیفجرمیمیدهد.
با شناسایی و مشتقسازی امکان GC-MS وحساسیت قدرت
مقادیرکمیازنمونهرافراهممیکند.مطابقشکل2بامتیلدارکردن،
گروهمتیلرویتمامهیدروکسیلهایقندمینشیند.متانولکافت
میکند آزاد هیدروکسیل گروه و شده قند زنجیر آبکافت باعث
سیلیل تریمتیل گروه موقعیت شود. سیلیلدار میتواند حالا که
دارد. اتصال آن همسایه به کجا از قند میدهد، نشان )TMSi(
ساختارقندحاویگروهمتیلوTMSiرامیتوانباGC-MSتعیین

کردوازموقعیتاتصالآگاهییافت]24،25[.
نیز یادمیشود، آن از متیلدارکردن عنوان با که روشدیگری
وجودداردکهباآناطلاعاتیدربارهموقعیتجانشینیپیوندهای
بهطور قندها ابتدا روش، این در میآید. بهدست گلیکوزیدی
و شده تبدیل آلدوز به آبکافت با میشوند.سپس متیلدار کامل
باNaBH4بهآلدیتولهایمتناظرکاهشمییابند.درنهایت،تحت
واکنشاستیلدارشدنقرارمیگیرندوبهآلدیتولهایاستاتتبدیل
GC-MSمیشوند.دراینمرحله،محصولاترابهخوبیمیتوانبا

شناساییکرد]26[.

آبکافتاسیدیناقص

داده توضیح ادامه در که روشی طبق ناقص اسیدی آبکافت در
میشود،4جزءازپلیساکاریدخالصشدهبهدستمیآید.تجزیه
و اصلی زنجیر سازنده واحدهای نوع میتواند اجزا از یک هر
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است آن اسیدی آبکافت روش اساس کند. مشخص را شاخهها
کهابتداشاخههاوپیوندهایضعیفتردرمجاورتاسیدشکسته
تحت کمتر پلیساکارید اصلی زنجیر قوی پیوندهای و میشوند
تأثیرآبکافتقرارمیگیرند.80mgپلیساکاریدبا3mLازمحلول
16h80بهمدت°C0/05تریفلوئورواستیکاسیددردمایM 
رسوبات برایحذف شده آبکافت پلیساکارید میشود. آبکافت
مرکزگریزیمیشودورسوباتجداشدهباعنوانپلیساکارید1
هستند.سپسسیالروییبهمدت24hدیالیزمیشودودرانتهاجزء
جداشدهجمعآوریوپلیساکارید4نامیدهمیشود.سیالباقیمانده
درکیسهدیالیزبااتانولرسوبدهیشدهورسوبوسیالرویآن
بهترتیبپلیساکاریدهای2و3نامیدهمیشوند.تماماجزاپساز
خشکشدنباسوانگاریگازی)طبقروندمخصوصبهسوانگاری،
مشتقسازی و اسید فلوئورواستیک تری با کامل آبکافت از پس
،2 و 1 پلیساکاریدهای میشوند. تجزیه  استات( آلدیتول به
نیز 4 و 3 پلیساکاریدهای و هستند اصلی زنجیر تشکیلدهنده
پلیساکارید جانبی شاخههای مونومری اجزای تشکیلدهنده
خالصهستند]27[.نتایجتجزیهمحصولاتآبکافتاسیدینسبت
مولیتکساکاریدهایموجوددرهربخشپلیساکارید)شاخهو

زنجیراصلی(رانیزمشخصمیکند.

اکسایشباپریدات

درسازوکاراکسایشباپریدات،درحالتیکهدوکربنمجاوردر
حلقهقنددارایگروهOHباشند،1مولپریداتمصرفمیشود
)شکل3(.درحالتیکهسهکربنمجاوردارایگروهOHباشند،
فرمیک مول 1 پیوند باشکست و پریداتمصرفشده مول 2
برقراری نحوه بهعلت اگر .)4 )شکل میشود تولید نیز اسید
گروههای مجاورشدن در شاخهها وجود یا زنجیر کل در پیوند
OHتداخلایجادشود،مشخصمیشودکهحلقهقندیقابلیت

ترتیب،میتوان بدین نداشتهاست]22[. را پریدات با اکسایش
برای گرفت. نظر در اتصالات انواع وجود برای را احتمالاتی
6 باکربنشماره 1 بینکربنشماره )اتصال اتصال6→1 مثال
تکساکاریدمجاور(یااتصال→1)تکساکاریدانتهایزنجیرکه

)ت(       )پ(   
شکل2-)الف(ساختاراصلی،)ب(جانشینیگروههایهیدروکسیلبامتیلدراثرمتیلدارشدن،)پ(متانولکافتو)ت(جانشینیگروههای

هیدروکسیلجدیدباتریمتیلسیلیلدراثرسیلیلدارشدن]24[.

)ب(       )الف(   

شکل3-مصرفیکمولپریداتبهازایدوگروههیدروکسیل
مجاورهنگاماکسایشباپریدات]22[.
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OH اتصالاست(دارای3گروه فقطکربنشماره1آندرگیر
مجاورهستند.بااکسایشآن،2مولپریداتمصرفشدهویک
مولفرمیکاسیدتولیدمیشود.بدیندلیلاگرمصرفپریدات
دوبرابرفرمیکاسیدباشد،میتواناحتمالدادکهبیشتراتصالات

موجودازنوع6→1و→1هستند.
محصولاتحاصلازاکسایشباپریداتنیزکاملًاآبکافتشدهو
باسوانگاریگازیتحلیلمیشوند.واحدهاییکهقابلیتاکسایش
نداشتهاند،پسازآبکافتدرنتایجسوانگاریدیدهمیشوند.برای
مثال،اتصالاتینظیر3→1داشتهاندکهدوگروهOHمجاورنداشتهو
با اکسایش از آمده بهدست احتمالات نبودهاند. اکسایشپذیر

پریدات،نتایجحاصلازGC-MSراتأییدميکند.

طیفسنجیزیرقرمز

طیفزیرقرمزبهدستآمدهازپلیساکاریدخالص،طیفجامعی
پلیساکارید یک مشخصات سایر و عاملی گروههای انواع از
است]15[.اینطیفشاملقلهپهنمربوطبهگروههایهیدروکسیل
با تکساکاریدی حلقههای زیرقرمز طیف در است. پلیساکارید
تعداداتمحلقهمشخص،طولموجهایمتفاوتیبرایبروزقلهها
وجوددارندوحلقههایفورانوزیوپیرانوزیدرطولموجخاص
خودجذبنشانمیدهند]15[.وجوداتصالاتنوعآلفایابتانیز
دراینطیفجذبمخصوصبهخودرادارند.اطلاعاتبهدست
آمدهازطیفزیرقرمزمؤیدسایرآزمونهابرایتشخیصساختار
5 شکل در شده داده نشان طیف مثال، برای است. پلیساکارید
مربوطبهپلیساکاریدخالصشدهازریشهگیاهچوبکتماشایی
،C-H پیوند هیدروکسیل، گروههای به مربوط قلههای که است
بتابهترتیبدر2925،3416، حلقههایپیرانوز،پیکربندیآلفاو
846،1151و872cm-1درآندیدهمیشود]28[.نبودقلههای
یک ساختار در موجود پیوندهای از غیر پیوندهایی به مربوط
پلیساکاریدبیانگرخلوصنمونهحاصلاست.اطلاعاتمشخص
شدهدرطیفزیرقرمزدرسایرروشهایتجزیهوشناساییدیگر

نیزبهدستمیآید.

درجهچرخشنوری

پیشترقطبیتسنجیازضروریاتتجزیهتکساکاریدهابودهاست.
میشود، ذکر مقالات در نوری چرخش مقدار نیز اکنون اگرچه
مانند قندها است. برخوردار شناسایی در اهمیت کمترین از اما
چرخش خطی، قطبیده نور صفحه در دیگر نامتقارن ترکیب هر
با و مشاهده قطبشسنج با نمونه نوری فعالیت میدهند. نشان
درجه امروزه، میشود. اندازهگیری ،)α( چرخش، درجه عنوان
چرخشنوریدرتخمینخلوصآنومریگلیکوزیدهانقشدارد،
نشان متفاوتی بسیار βچرخش و α گلیکوزیدی پیوندهای زیرا

میدهند]7[.

 NMR

تعیین برای سودمند بسیار روشهای از نیز NMR طیفسنجی
ساختارپلیساکاریدهاستومیتوانداطلاعاتساختاریازجمله
ترکیبتکساکاریدها،پیکربندیآنومریاالگویپیوندهاوتوالی

واحدهایتکساکاریدیرامشخصکند.
1H-NMR13وC-NMRهرپلیساکاریدطیفمنحصربهفردیدر
دارد.ممکناست1H-NMRدرمحدوده3تا5ppmطیفشلوغی

1H-NMRنشاندهد،درنتیجهتفسیرچنینطیفیدشواراست.درطیف
دیده 1-6 ppm محدوده در جابهجاییها تمام پلیساکاریدها،
αمیشود.پروتونآنومردرهرتکساکاریدباتوجهبهپیکربندی
αسیگنالمشخصیدارد.برایمثال،بیشترپروتونهایآنومرβیا
درمحدوده 6ppm-5وپروتونهایآنومرβدر5ppm-4دیده
13C-NMR1بهدلیلفراوانیبیشتر،نسبتبهH-NMRمیشوند.طیف
1H-NMRسیگنالهایحساستریدارد،درنتیجهسیگنالهایبلند
13C-NMRگاهبرایمحاسباتکمّینیزاستفادهمیشوند.اماطیف
1H-NMRباوجودسیگنالهایضعیفمزیتمهمینسبتبهطیف

شکل5-طیفزیرقرمزپلیساکاریدمحلولدرآبخالصشدهاز
ریشهچوبکتماشایی]28[.

اسید فرمیک مول 1 تولید و پریدات مول 2 مصرف -4 شکل
بهازایسهگروههیدروکسیلمجاورحیناکسایشباپریدات]22[.
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دارد.جابهجاییشیمیاییدراینطیفدرمحدودهبزرگتریبروز
13C-NMR طیف در ندارد. را قبلی طیف همپوشانی و میکند
سیگنالکربنآنومردرمحدوده110ppm-90وسیگنالکربنهای
زیاد همپوشانی درکل، میشود. ظاهر 60-85 ppm در غیرآنومر
برای بهتنهایی یکبعدی NMR است، شده موجب سیگنالها
کافی پیچیده چندساکاریدهای و پلیساکاریدها ساختار شناسایی

نباشد]22[.

جمعبندی
تمامروشهاوآزمونهایپیشگفتهبهپیشبینیساختارپلیساکارید
منجرمیشوندکهجمعبندیکلیازآزمونهاونتایجبهدستآمده
ازآنهادرجدول1ارائهشدهاست.آزمونهایمربوطبهشناسایی
که میدهند پاسخ بهدرستی صورتی در پلیساکارید ساختار
پلیساکاریدخالصباشد.ازطرفی،تطابقنتیجهآزمونهابایکدیگر
صحتشناساییراثابتمیکند.برایمثال،نسبتمولیبهدست
آمدهازسوانگاریگازیوطیفسنجیجرمیبایدبرابرباشندیامثلًا
نوعاتصالاتآلفایابتاکهازآزمونهایIR،درجهچرخشنوریو
دانستن با باشد. داشته تطابق هم با باید میآیند، بهدست NMR

و اصلی زنجیر تکساکاریدهای سازنده، تکساکاریدهای نوع
پلیساکارید که میشود مشخص آنها مولی نسبت و شاخهها

موجودازچهنوعیاستومیتوانآنرانامگذاریکرد.بااستفاده
مولکولی وزن و سوانگاری از آمده بهدست مولکولی وزن از
واحدهایسازنده)طبقنسبتمولی(درجهپلیمرشدنپلیساکارید

نیزمحاسبهمیشودوساختارپلیساکاریدبهدستمیآید.

نتیجهگیری

در ناشناخته ساختار با بسیاری آب در محلول پلیساکاریدهای
طبیعتوجوددارندکهبهعلتتفاوتساختارآنهاممکناست،
دلیل، بدین باشند. داشته نیز بهفردی منحصر و ویژه خواص
دانستنساختاراینپلیساکاریدهاینوینبرایتعریفکاربردهای
جدیدوهمچنیندرکوبهبودخواصپلیساکاریدهاموردتوجه
مختلفی خالصسازی و جداسازی روشهای است. پژوهشگران
آب در محلول غیرسلولوزی پلیساکاریدهای استحصال برای
مصرف موقعیت و پلیساکارید منبع فراخور به که دارد وجود
پلیساکارید ساختار شناسایی امکان شوند. استفاده میتوانند
انواعآزمونهای ازخالصسازیِکاملوجوددارد. ناشناختهپس
شیمیاییودستگاهیرویپلیساکاریدخالصانجاممیشود.هر
را پلیساکارید ازویژگیهایساختاری آزمونهاقسمتی از کدام

نتایجحاصلروشیادستگاه

GCنوعتکساکاریدهاونسبتمولیآنها

HPGPCوزنمولکولی
GC-MS،نسبتمولیتکساکاریدها،شمارهاتماتصال،نوعتکساکاریدها

تعداداتمحلقه
تعیینفراوانياتصالاتنوعآلفایابتادرجهچرخشنوری

گروههایعاملی،تعداداتمحلقه،نوعاتصالات،پیوندهایاتریوطیفسنجیزیرقرمز
غیره

تعییننوعواحدهایسازندهزنجیراصلیوشاخهها،نسبتمولیآبکافتاسیدیناقص
آنهادرهربخشساختار

مشخصکردناحتمالوجودبرخیازاتصالاتاکسایشباپریدات

NMRترکیبتکساکاریدها،پیکربندیآنومر،الگویپیوندها،توالی
واحدهایتکساکاریدی

جدول1-جمعبندیکلیروشهایاستفادهشدهدرشناساییساختارپلیساکاریدونتایجحاصل
ازآنها.
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