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Углеводы – обширный класс органических ве-
ществ, в молекулах которых содержатся гидрок-
сильные и карбонильные группы. Название этого
класса соединений происходит от слов “гидраты
углерода” (К. Шмидт, 1844 г.): первые из извест-
ных науке углеводов описывались брутто-форму-
лой Cn(H2O)m. Углеводы подразделяют на свобод-
ные и связанные, т.е. коньюгаты, соединенные с
молекулами других классов соединений. Свобод-
ные углеводы, в свою очередь, включают моноса-
хариды (альдозы и кетозы), дисахариды, олигоса-
хариды (восстанавливающие и невосстанавлива-
ющие) и полисахариды (гомо- и гетеро-) (рис. 1).

Выделяют и функциональные производные
углеводов, выполняющие различные функции в
живом организме: дезокси-, амино- и сульфоса-
хара, фосфорные эфиры моносахаридов, глюко-
новые кислоты, полиолы и иминосахара и т.д.,
основой которых служат нейтральные природные
моносахариды. Из моносахаридов наиболее рас-
пространены пентозы и гексозы. В метаболизме
живых существ важнейшую роль в развитии, ро-
ста, функционирования или выживания организ-
ма играют олигосахариды. Они могут быть мише-

нями для распознавания патогенными токсина-
ми и микроорганизмами, подвержены большей
внутри- и межвидовой изменчивости из-за взаи-
модействий хозяина и патогена в ходе эволюции
[2, 3]. Неотъемлемыми компонентами многих
биологических объектов являются и полисахари-
ды (крахмал, целлюлоза, хитин, инулин и др.).

К связанным углеводам традиционно относят
гликопротеины и гликолипиды [2]. Гликопротеи-
ны – углеводы, ковалентно связанные с белком в
результате реакции гликозилирования, одной из
наиболее частых посттрансляционных модифи-
каций в эукариотических клетках [4]. Отдельную
группу гликопротеинов представляют протеогли-
каны. Белковая часть этих молекул гликозилиро-
вана. Помимо протеогликанов также выделяют
гликозаминогликаны, состоящие из неразветв-
ленной гетерополисахаридной основы, O-глико-
зилированной серином или триптофаном [5]. К
этому классу углеводов относят, например, хон-
дроитин, гепарин и дерматан.

Гликолипиды имеют в структуре как гидро-
фильные, так и гидрофобные группы, составляют
основу клеточных мембран, проявляя поверх-
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ностную активность на границах раздела, облада-
ют такими уникальными свойствами, как низкая
токсичность, высокая способность к биологиче-
скому разложению, пенообразующая способ-
ность и т.д. Выявлен их большой потенциал в ме-
дико-биологической области [6].

Особенности структур углеводов приходится
учитывать при выборе аналитического метода их
определения. Они могут существовать в раство-
рах в виде нескольких равновесных изомерных
структур, имеют хиральные центры; в составе их
молекул отсутствуют хромофорные группы. Вви-
ду разнообразия углеводов в живых организмах
используют различные методы их определения:
химические (титриметрия, гравиметрия, коло-

метрия), физические (поляриметрия, рефракто-
метрия, денситометрия, ЯМР- и масс-спектро-
метрия), энзиматические, методы иммуноанали-
за [7–10]. Несмотря на множество подходов,
предложенных для определения сахаров, наибо-
лее востребованы хроматографические и элек-
трофоретические методы, позволяющие разде-
лять сложную многокомпонентную смесь на от-
дельные аналиты.

Данный обзор посвящен обсуждению возмож-
ностей и ограничений различных вариантов жид-
костной и газовой хроматографии, а также режи-
мов капиллярного электрофореза при определе-
нии нейтральных углеводов.

Рис. 1. Общая схема классификации углеводов [1].
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Жидкостная хроматография. Поскольку ней-
тральные углеводы являются гидрофильными со-
единениями, прямое разделение высокополяр-
ных моно- и олигосахаридов предпочтительнее
проводить в режиме гидрофильной хроматогра-
фии (HILIC – hydrophilic interaction chromatogra-
phy) [11–14] с применением следующих детекти-
рующих систем: рефрактометрический [15], ис-
парительный светорассеивающий [16, 17] или
масс-спектрометрический (МС) [18]. Для этой
цели используют полярные колонки c амино-,
циано- и диольными группами. Так, при опреде-
лении олигосахаридов на основе ксилозы, хито-
зана и альгиновой кислоты на различных типах
колонок (Silica, Diol, TSK Amide80, XAmide, Click
Maltose, Click β-CD и Click TE-Cys) применяли
испарительный светорассеивающий детектор
[17]. В работе [19] определяли нейтральные угле-
воды – полиолы и фосфаты сахаров − в экстракте
листьев Arabidopsis thaliana c использованием
масс-селективного детектора на основе ионной
ловушки с электроспрей-ионизацией, а методом
HILIC в сочетании с тандемной масс-спектро-
метрией проводили определение углеводов в экс-
трактах семян Moringa oleifera [18], а также в об-
разцах Streptococcus thermophiles после их фермен-
тации [20]. Авторами работы [21] предложена и
валидирована HILIC-MС/MС-методика опреде-
ления лактулозы и маннитола в моче. Соотноше-
ние концентраций этих аналитов использовано в
качестве независимого диагностического показа-
теля (двойной сахарный тест) проницаемости ки-
шечника [22].

Вариант HILIC с МС-детектированием при-
меняется и при исследовании профилирования
углеводов. Так, в работе [23] на полимерной ко-
лонке Aminex HPX-87H, модифицированной
аминогруппами, в сочетании c времяпролетной
масс-спектрометрией с электроспрей-ионизаци-
ей (ESI-TOF) проведено профилирование целлю-
лозной биомассы после предварительной термо-
химической обработки для выбора гликозилгид-
ролазы с целью превращения в биотопливо или
биохимические продукты.

Проблему размывания хроматографических
пиков сахаров на классических полярных непо-
движных фазах в условиях HILIC можно преодо-
леть применением монолитных колонок, облада-
ющих большей удельной поверхностью. Так, ав-
торам работы [24] удалось достичь высокой
эффективности при разделении моно- и дисаха-
ридов (рибозы, седогептулозы, глюкозы, сахаро-
зы, мальтозы, трегалозы и раффинозы) в экстрак-
тах растений c использованием силикагелевой мо-
нолитной колонки. Пределы обнаружения (ПО)
составили 470 аттомоль для сахарозы, трегалозы и

невосстанавливающих дисахаридов. Мальтоза не
определялась при концентрации ниже 16 нг/л.

Перспективным направлением при разделе-
нии углеводов является использование ионных
жидкостей (ИЖ), которые могут быть иммобили-
зованы на поверхности неподвижной фазы и
обеспечить определение моно- и олигосахаридов
с высокой эффективностью. Так, достигнуто раз-
деление глюкозы и ксилозы [25] с использовани-
ем различных неподвижных фаз на основе ими-
дазолиевых ИЖ и диоксида кремния. Ионные
жидкости применяются и для модификации сор-
бента при твердофазной экстракции углеводов
[26] с последующим их определением методом
HILIC с рефрактометрическим детектированием
Пределы обнаружения глюкозы, ксилозы, фрук-
тозы и рибозы лежат в диапазоне 0.45–3 мкг/мл.
В работе [27] предложена модификация поверх-
ности аминированной полимерной колонки с ис-
пользованием диглицидилового эфира 1,4- бу-
тандиола, что обеспечило селективное разделе-
ние 9 сахаров в течение 12 мин.

Другим режимом жидкостной хроматографии,
успешно зарекомендовавшим себя при разделении
заряженных аналитов, является высокоэффектив-
ная анионообменная хроматография (HPAEC –
high-performance anion-exchange chromatography),
позволяющая определять углеводы без предвари-
тельной дериватизации, например моносахариды
или N-гликаны, при высоких значениях pH (pH >
> 11) элюента [28]. Обычно HPAEC комбинируют
с амперометрическим [29, 30] или рефрактомет-
рическим детектированием [31]. Амперометриче-
ское детектирование широко применяется для
обнаружения N-гликопротеинов и реализовано,
например, при определении нейтральных углево-
дов (арабинозы, рамнозы, галактозы, глюкозы,
ксилозы и маннозы) в образцах водоросли Chlorella
sorokiniana; ПО аналитов составили 0.07–0.12 ppm
[32]. Рефрактометрическое детектирование при-
меняли при обнаружении лактулозы и маннитола
в образцах мочи [33].

Вариант HPAEC мало совместим с масс-спек-
трометрией с электроспрей ионизацией (ESI-MS).
Основной проблемой является сильнощелочная
среда элюента. Применение обессоливающих мем-
бран позволяет предварительно удалить из пробы
мешающие компоненты [32]. Определение глюко-
зы, фруктозы и сахарозы в образцах меда проводи-
ли с использованием HPAEC-МС с обессоливаю-
щей мембраной, достигнутые значения ПО соста-
вили 1.49, 1.19 и 0.46 пмоль соответственно [33].

Несмотря на отсутствие хромофорных групп в
молекулах углеводов, их определение возможно и
с использованием спектрофотометрического де-
тектирования. В сильнощелочной среде опреде-
ляемые нейтральные сахара (глюкоза, сахароза и
фруктоза) в результате фотоокисления образуют
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производные малонового альдегида, поглощаю-
щие свет в УФ-области спектра (λmax = 266 нм),
что использовано при определении сахаров в со-
ставе фруктовых соков [34].

Наиболее распространенный обращенно-фа-
зовый режим высокоэффективной жидкостной
хроматографии (ОФ ВЭЖХ) мало приемлем для
разделения высокополярных нейтральных угле-
водов без предварительной их дериватизации с
получением более гидрофобных производных
[35–39]. Удерживание углеводов на таких колон-
ках можно увеличить за счет образования ионных
пар между молекулами сахаров и добавками ами-
нов, например диэтаноламином, введенными в
состав подвижной фазы. Показано, что при ана-
лизе смесей гликанов эффективность оказалась
сопоставимой со значениями, достигнутыми в
условиях гидрофильной хроматографии [40]. В
работе [41] сопоставлены результаты разделения
углеводов на различных колонках в режиме ОФ
ВЭЖХ с рефрактометрическим детектированием
или детектором заряженных аэрозолей, методами
HPAEC с амперометрическим детектированием и
газовой хроматографии (ГХ) с пламенно-иониза-
ционным детектированием после дериватизации
алдитолацетатом (рис. 2).

Показано, что полное разделение модельной
смеси достигается в условиях HPAEC или после
дериватизации методом ГХ, что успешно реали-
зовано при определении углеводов в экстрактах

водорослей [41]. Для совместного определения
аналитов различной природы и полярности в
биологических объектах успешно зарекомендо-
вала себя двумерная жидкостная хроматография,
основанная на последовательном разделении
сложных смесей с использованием двух хромато-
графических колонок [42]. Применение различ-
ных стационарных фаз для каждой колонки поз-
воляет разделять и идентифицировать большее
количество аналитов. Проблемой является поиск
условий кондиционирования каждой из колонок,
выбор подходящей подвижной фазы, разбавле-
ние образцов при последовательном прохожде-
нии через колонки. Так, двумерную ВЭЖХ при-
меняли при определении низкомолекулярных ге-
паринов [43, 44]. Исходный анализируемый
образец после обработки ферментом гепариназой
был разделен на отдельные фракции. Анализ про-
водили методом УВЭЖХ-МС с использованием
двух колонок: анионообменной (Ultisil XB-SAX)
и эксклюзионной (Waters SEC BEH).

Газовая хроматография. Газовая хроматогра-
фия является еще одним широко востребован-
ным методом определения углеводов в биологи-
ческих образцах в силу ее высокой эффективно-
сти, экспрессности и возможности совмещения с
различными типами детекторов. В подавляющем
большинстве случаев необходимо предваритель-
ное получение производных углеводов, что обу-
словлено их низкой летучестью и высокой поляр-

Рис. 2. Хроматограммы модельной смеси моносахаридов, полученные различными методами: A – ВЭЖХ с использо-
ванием Prevail™ Carbohydrate колонки; B – ВЭЖХ с использованием Shodex Pb2+ колонки; С – ГХ алдитолацетат-де-
риватов; D – HPAEC-PAD. Аналиты: 1 – глюкоза, 2 – ксилоза, 3 – рамноза, 4 – галактоза, 5 – фукоза, 6 – арабиноза,
7 – манноза, 8 – мио-инозитол, 9 – рибоза, 10 – глюкозамин, 11 – галастозамин, 12 – глюкуроновая кислота, 13 –
галактуроновая кислота [41].
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ностью [45]. Наиболее распространенными дери-
ватами углеводов, определяемых методом ГХ,
являются ацетаты, триметилсилиловые эфиры и
триметилсилилоксимы [46]. Так, разработан [47]
способ определения сахарозы в меде, включаю-
щий дериватизацию образца уксусным ангидри-
дом с использованием N-метилимидазола в каче-
стве катализатора, концентрирование аналита
методом твердофазной микроэкстракции с исполь-
зованием полиакрилатного волокна с последую-
щим ГХ-МС-анализом. Пределы обнаружения со-
ставили 0.3 мас. %. Силилирование позволяет уве-
личить летучесть исследуемых соединений с
использованием одностадийной процедуры дери-

ватизации и провести их определение в биологи-
ческом образце (схема 1) [48].

Авторам работы [49] удалось успешно разде-
лить фруктозу, ксилозу, арабинозу, фукозу, ман-
нозу и галактозу, извлеченных из экстрактов
A. asphodeloides и G. ganoderma. Помимо триме-
тилсилильных производных для дериватизации
при ГХ-анализе применяют производные пента-
ацетата альдонитрила, например, при определе-
нии глюкозы и галактозы в плазме крови челове-
ка (схема 2) [50]. Микроволновая обработка на
этапе дериватизации позволила сократить ее про-
должительность с 60 до 3–5 мин.

Схема 1. Схема дериватизации углевода с использованием метоксиамина 
и N,O-бис(триметил)силилтрифторацетамида [48].

Схема 2. Схема дериватизации углевода с получением пентаацетата альдонитрила [50].
Триметилсилилирование остается наиболее

распространенным вариантом получения произ-
водных для ГХ-анализа смесей углеводов, обеспе-
чивая определение как нейтральных углеводов,
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так и других классов органических соединений.
Это, в свою очередь, позволяет в условиях газо-
хроматографического анализа осуществлять ме-
таболическое профилирование, например, при
поиске возможных маркеров рака легких у мы-
шей [51]. Выявлены [51, 52] возможности различ-
ных силилирующих агентов при определении
моно- и дисахаридов в пищевых продуктах. От-
мечено, что наиболее предпочтителен N,O-
бис(триметил)силилтрифторацетамид за счет со-
кращения времени анализа и снижения количе-
ства возможных побочных продуктов. Разработа-
ны также автоматизированные системы получе-
ния триметилсилильных производных, которые
применялись при определении нейтральных са-
харов (арабинозы и фруктозы) наряду с органиче-
скими кислотами и аминокислотами в образцах
вина [53].

Газовая хроматография, несмотря на необходи-
мость предварительного получения соответствую-
щих производных, является одним из наиболее эф-
фективных методов определения нейтральных уг-
леводов благодаря высокой чувствительности и
эффективности. Однако способы дериватизации
не являются селективными по отношению к угле-
водам, поэтому в многокомпонентной смеси
нельзя исключить наложения нескольких сигна-
лов. Применение масс-спектрометрического де-
тектирования позволяют существенно улучшить
идентификацию [54, 55].

ОПРЕДЕЛЕНИЕ УГЛЕВОДОВ МЕТОДОМ 
КАПИЛЛЯРНОГО ЭЛЕКТРОФОРЕЗА

Капиллярный электрофорез (КЭ) хорошо за-
рекомендовал себя как эффективный метод раз-
деления, в первую очередь, заряженных частиц.
Поскольку pKa нейтральных углеводов в общем
случае выше 12, их электрофоретическое разделе-
ние возможно лишь при высоких значениях рН
фонового электролита (ФЭ) для перевода данных
аналитов в анионную форму.

Так, моно- и дисахариды разделены с исполь-
зованием в качестве ФЭ раствора гидроксида на-
трия с амперометрическим [56] и кондуктометри-
ческим [57] детектированием. Сообщается [58] о се-
лективном электрофоретическом определении
углеводов в образцах красного и белого вина с масс-
спектрометрическим детектированием. Примене-
ние спектрофотометрических детекторов для пря-
мого обнаружения сахаров ограничено, поскольку в
составе молекул этих аналитов отсутствуют хро-
мофорные группы. Однако установлено, что при
высоких значениях рН в ячейке детектирования
происходит их фотоокисление с образованием
малонового альдегида и других низкомолекуляр-
ных соединений, поглощающих свет при 268 нм
[59–62], что обеспечивает возможность опреде-
ления сахаров в соках и винах с пределами

обнаружения 0.02–0.05 мМ, а также в расти-
тельных волокнах [63] и олигомерах целлодекс-
тринов [64].

Сообщается [65] о целевом электрофоретиче-
ском профилировании углеводов в водных экс-
трактах сосны и ели в зависимости от времени
экстракции с прямым УФ-детектированием. Ос-
новываясь на миграции модельных соединений
(фурфурол, инозитол, сахароза, глюкоза, полида-
тин и глюкуроновая кислота), на электрофоре-
граммах выделили три группы аналитов: производ-
ные фурана и сахароспирты, моно- и дисахариды и
уроновые кислоты. Определению сахаров в вино-
градных листьях и почках методом капиллярного
зонного электрофореза с использованием 130 мМ
раствора NaOH (pH 13.0) в качестве фонового элек-
тролита посвящена публикация [66].

Другой подход к определению углеводов мето-
дом КЭ – косвенное детектирование [67] с введе-
нием в ФЭ поглощающих в УФ-области спектра
добавок: сорбиновой [68–70], 1-нафтилуксусной
[71, 72], бензойной [73], 3,5-динитробензойной
[74], 2,6-пиридиндикарбоновой кислот (ПДКК)
[75–77], триптофана [77, 78], глицилглицина [79].
При таком подходе возможно также детектирова-
ние неорганических анионов, карбоновых и ами-
нокислот, что может оказаться как достоинством
предлагаемого варианта анализа, так и ограниче-
нием, затрудняя определение минорных концен-
траций углеводов [76] (рис. 3). Для сахаров преде-
лы определения составили десятки мкг/мл.

Предложен [77] экспрессный электрофорети-
ческий вариант анализа смеси сахаров, содержа-
щей девять моно- и олигосахаридов, в сильноще-
лочном (pH > 12) растворе с косвенным УФ-де-
тектированием (280 нм). Пределы обнаружения
составили несколько фемтомолей. Для сокраще-
ния времени анализа и увеличения селективно-
сти разделения нейтральных углеводов применя-
ют различные катионные детергенты: цетилтри-
метиламмония бромид [75] или гидроксид [76,
77], миристилтриметиламмония бромид [72], гек-
садиметрина бромид [69, 70]. Модифицируя
стенки капилляра, они ослабляют и обращают
электроосмотический поток (ЭОП). Интересный
вариант с использованием имидазолиевых ион-
ных жидкостей предложен для определения мо-
но- и дисахаридов (глюкозы, фруктозы и сахаро-
зы) в овощных соках [81]. Так, 1-додецил-3-эти-
лимидазолия хлорид использовали не только для
обращения ЭОПа, но и в качестве поглощающей
добавки (λdet = 207 нм) для обеспечения режима
косвенного детектирования.

Поиск новых хромофорных добавок в фоно-
вый электролит весьма актуален при решении задач
обнаружения и определения нейтральных углево-
дов косвенным детектированием. Идеальный хро-
мофорный агент должен характеризоваться высо-
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ким коэффициентом поглощения и обладать элек-
трофоретической подвижностью, близкой к
подвижности определяемых аналитов.

Весьма успешными при определении сахаров в
различных объектах являются подходы, основан-
ные на процессах комплексообразования с ком-
понентами фонового электролита, например бо-
ратами, что обеспечивает перевод углеводов в
анионную форму и расширяет аналитические
возможности метода КЭ. При использовании та-
ких фоновых электролитов сахара могут быть
превращены in situ в анионные боратные ком-
плексы. Их стабильность обусловлена положени-
ем гидроксильных групп, участвующих в ком-
плексообразовании: для циклических аналитов
только вицинальные группы с цис-конфигураци-
ей могут формировать стабильные комплексы;
для полиолов предпочтительнее цис-1,2-диолы
[82, 83]. Устойчивость подобных комплексов воз-
растает при увеличении числа гидроксильных
групп и зависит от рН ФЭ. Существенно, что УФ-
поглощение таких комплексов заметно увеличи-
вается при 195 нм, что обеспечивает их обнаруже-
ние [74].

Хорошо известно, что полиолы образуют хе-
латные комплексы и с ионами металлов [84]. Ли-
гандообменный КЭ с участием ионов меди(II) ре-
ализован при анализе красного вина, цветочного
меда и грейпфрутового сока [79, 85]. Предложены
варианты разделения и обнаружения нейтраль-
ных углеводов за счет комплексообразования с
солями меди(II) в режиме лигандообменного ка-
пиллярного электрофореза (ЛОКЭ) [72, 86]. В ам-
миачных растворах ион Cu2+ координирует четы-
ре молекулы аммиака и две молекулы воды

([Cu(NH3)4(H2O)2]2+). Хелатирование с углевода-
ми возможно только при высоких значениях рН
фонового электролита. Формирующиеся связи
металл–лиганд обладают повышенным поглоще-
нием в УФ-диапазоне, которое батохромно сме-
щено по сравнению с первоначальным комплек-
сом. Таким образом достигнуто разделение трех
сахаров (сахарозы, рибозы и глюкозы) с высокой
эффективностью (200 тыс. т.т. /м) при прямом де-
тектировании при длине волны 245 нм [86, 87].
Установлено, что чувствительность в режиме
ЛОКЭ ограничена разницей в поглощении между
хелатным комплексом углевод–Cu(II) и
[Cu(NH3)4(OH2)2]2+, а пределы обнаружения ока-
зались в три раза выше по сравнению с косвен-
ным детектированием [72].

В условиях ЛОКЭ возможно совместное с уг-
леводами обнаружение и определение неоргани-
ческих катионов и аминокислот (рис. 4) [86]. Бо-
лее подробно особенности метода ЛОКЭ и его
аналитические возможности обсуждаются в обзо-
ре [87]

Перспективными способами электрофорети-
ческого определения углеводов являются вари-
анты с применением внутрикапиллярной дери-
ватизации [88–93]. Так, предложен [88] подоб-
ный подход, основанный на взаимодействии
аналитов с флуоресцентным агентом 7-амино-
1,3-нафталиндисульфоновой кислотой. В каче-
стве модельных аналитов выбраны ксилоза, фу-
коза, глюкоза, N-ацетилглюкозамин и лактоза.
В качестве внутрикапиллярного дериватизиру-
ющего реагента для определения глюкозы в
плазме крови применяли п-гидразинбен-
золсульфоновую кислоту [89]. Предел обнару-

Рис. 3. Разделение неорганических и органических анионов, аминокислот и углеводов. Условия: кварцевый капилляр
Ltot = 112.5 см (Leff = 104 см), внутренний диаметр 50 мкм; фоновый электролит: 20 мМ 2,6-пиридинкарбоновая кис-
лота, 0.5 мМ ЦТАБ (цетилтриметиламмоний бромид), pH 12.1; 15°С; напряжение −30 кВ; гидродинамический ввод
пробы в течение 6 с, давление – 50 мбар; детектирование: 350 нм; 230 нм. Концентрации: Cl– – 110 мг/л, углеводы –
200 мг/л, остальные – 50 мг/л [75].
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жения составил 31.2 мкМ. В работе [90] внутри-
капиллярная дериватизация олигосахаридов

проведена с использованием 1-фенил-3-метил-
пиразолона (схема 3).

Схема 3. Схема дериватизации углеводов с использованием 1-фенил-3-метил-5-пиразолона [90].

Предложена система мониторинга уровня
глюкозы в крови человека с использованием мик-
рочипового электрофореза. Сочетание восстанови-
тельного аминирования глюкозы флуоресцентным
2-аминоакридоном и образования комплекса глю-
коза–борат обеспечило высокоселективное обна-
ружение глюкозы в такой сложной матрице, как об-
разцы крови [92]. Обсуждаются [93] условия внут-
рикапиллярной дериватизации и последующего
прямого УФ-детектировании (270 нм) в соках ли-
мона, ананаса, апельсина и пробе коньяка ней-
тральных углеводов: ксилита, D-(−)-маннита, са-

харозы, D-(+)-фукозы, D-(+)-целлобиозы,
D-(+)-галактозы, D-(+)-глюкозы, L-рамнозы,
D-(+)-маннозы, D-(−)-арабинозы, D-(+)-ксило-
зы и D-(−)-рибозы. Воспроизводимость времен
миграции составила от 0.3 до 1.1%. При этом не
требовалось другой пробоподготовки, кроме раз-
бавления анализируемой пробы.

Метод капиллярного электрофореза применя-
ется и при разделении производных углеводов
после дериватизации на стадии пробоподготовки.
В качестве фонового электролита преимуще-
ственно применяют боратные буферные раство-
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ры, обеспечивая дополнительное комплексооб-
разование с аналитами, что, в свою очередь, при-
водит к увеличению селективности разделения
[94]. В ряде исследований разделение дериватов
проводили в режиме мицеллярной электрокине-
тической хроматографии (МЭКХ) с использова-
нием в качестве псевдостационарной фазы доде-
цилсульфата натрия [94], холевой кислоты [95],
цетилтриметиламмония бромида при определе-
нии фруктозы, глюкозы, мальтозы, мальтотри-
озы, лактозы и сахарозы в злаках и молочных
продуктах [96]. В работе [94] удалось достичь раз-
деления глюкозы и фруктозы в форме 4-амино-
бензонитрильных производных методом МЭКХ,
что в условиях зонного варианта КЭ оказалось
невозможным.

Основные реагенты дериватизации и условия
разделения производных рассмотрены в следую-
щем разделе.

ПРОБОПОДГОТОВКА

При выполнении пробоподготовки природно-
го объекта к хроматографическому или электро-
форетическому определению углеводов требуется
учитывать природу и концентрацию соответству-
ющих моносахаридов, наличие различных изо-
мерных структурных форм и коньюгатов и др.
[97–99]. Основные этапы включают извлечение
из матрицы растворимых полисахаридов, их гид-
ролиз, дериватизацию с последующим хромато-
графическим или электрофоретическим анали-
зом. Гидролиз полисахаридов проводят обычно с
использованием серной или трифторуксусной

кислот. Ускорению гидролиза способствует мик-
роволновая обработка.

Наиболее распространенными приемами про-
боподготовки для очистки образца со сложной
матрицей являются фильтрация, экстракция,
хроматографическое разделение и химическая
либо биологическая обработка пробы. В подавля-
ющем большинстве случаев для извлечения и
очистки нейтральных углеводов применяют раз-
личные варианты экстракции: жидкостная, твер-
дофазная, сверхкритическая флюидная или жид-
костная экстракция под давлением. В случае жид-
костной экстракции наиболее часто в качестве
экстрагентов используют воду и низкомолеку-
лярные спирты [100] либо такие органические
растворители, как диметилсульфоксид [101].
Имеются публикации, где роль экстрагента вы-
полняют ионные жидкости [102]. Эффективность
экстракции возрастает с применением микровол-
нового излучения [103]. Применение сверхкрити-
ческой жидкостной экстракции для выделения
углеводов пока остается ограниченным, посколь-
ку их растворимость в наиболее распространен-
ном в этом методе пробоподготовки сверхкрити-
ческом CO2 оказывается достаточно низкой.
Предприняты попытки увеличить их раствори-
мость добавлением смеси этанол–вода для выде-
ления из образца углеводов, синтезированных
бактериями-пребиотиками [104, 105]. Для жид-
костной экстракции под давлением чаще всего в
качестве экстрагента используют воду, обеспечи-
вая разделение углеводов на фракции в зависимо-
сти от их молекулярной массы [106–109]. Так, с
помощью жидкостной экстракции под давлением
получены фракции образцов меда, содержащих
ди- и трисахариды [108]. Твердофазная экстрак-
ция по-прежнему остается наиболее востребо-
ванным вариантом пробоподготовки. Для этой
цели используют обращенно-фазовые (C8 и C18)
картриджи, ионообменные сорбенты либо гра-
фитированный углерод [110–112].

В работе [113] предложено частично заполнять
кварцевый капилляр карбоксилированными од-
ностенными углеродными нанотрубками при
электрофоретическом определении глюкозы,
мальтозы и фруктозы. Наночастицы удерживают
примесные компоненты матрицы. Электрофоре-
тическое разделение углеводов осуществляли с
использованием 200 мМ боратного буферного
раствора (рН 9.5; 15 кВ). Перед вводом анализи-
руемого образца в капилляр в течение 60 с вводи-
ли суспензию углеродных нанотрубок (50 мг/л в
300 мМ боратном буферном растворе).

Среди хроматографических методов для про-
боподготовки образцов, содержащих углеводы,
наибольшее распространение получила эксклю-
зионная хроматография. Время элюирования
различных компонентов зависит от соотношения

Рис. 4. Совместное определение сахаров, неорганиче-
ских катионов и аминокислот в условиях ЛОКЭ.
Условия: кварцевый капилляр Ltot = 73 см
(Leff = 50 см), внутренний диаметр 50 мкм; фоновый
электролит: 7.5 мМ CuSO4, 500 мМ NH3, pH 11.6;
25 кВ; 245 нм. Аналиты: 1 – К+, 2 – Nа+, 3 – глута-
мин, 4 – сахароза, 5 – рибоза, 6 – глюкоза, 7 – аспар-
тат, 8 – глутамат [86].
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между размером их молекул и размером пор вы-
бранной стационарной фазы. Это может быть по-
лезно в случае необходимости выделять моно-
или олигосахариды из образца, содержащего уг-
леводы с различной степенью поликонденсации
[114]. Биологическая обработка образцов для
анализа смесей углеводов применяется реже, од-
нако описано использование дрожжей для удале-
ния моносахаридов из образцов меда, в которых
требовалось установить содержание олигосахари-
дов [115].

В качестве методов пробоподготовки с приме-
нением химических реагентов обычно рассмат-
риваются варианты разложения проб под дей-
ствием кислот и органических растворителей
(табл. 1). Кислотный гидролиз применяется для
разрушения полисахаридов и их определения в
образцах почвы [116, 117]. Для определения содер-
жания ксилозы, рамнозы, маннозы, фукозы и га-
лактозы полисахариды, присутствующие в образ-
цах почвы, гидролизовали при 100°C в течение 4 ч
до моносахаридов путем добавления трифторук-
сусной кислоты непосредственно в почву. Полу-
ченные моносахариды количественно деривати-
зировали этиловым эфиром 4-аминобензойной
кислоты с восстановительным аминированием
цианоборгидридом натрия и разделяли методом
мицеллярной электрокинетической хроматогра-
фии с УФ-детектированием при 300 нм [117].

Метанолиз является более мягким способом
расщепления полисахаридов и предложен,
например, для определения компонентов
лигноцеллюлоз в различных растительных объек-
тах [118].

Формолиз обычно используется при определе-
нии сложных углеводов, нерастворимых в горя-
чей воде [120].

Необходимым этапом пробоподготовки явля-
ется дериватизация, позволяющая изменить
свойства углеводов и обеспечить их обнаружение
выбранным методом. Предложено немало дерива-
тизирующих агентов [121, 122] с введением в состав
молекул углеводов хромофорных или флуорофор-
ных групп. При этом желательно, чтобы реакция
протекала с участием одной функциональной груп-
пы аналита, исключая тем самым образование
нескольких продуктов. Более того, выбранный
вариант получения производных должен быть вос-
производимым и характеризоваться высокой кон-
версией. Весьма распространена дериватизация пу-
тем восстановительного аминирования. В таких ре-
акциях подходящие хромофоры или флуорофоры,
несущие первичную аминогруппу, взаимодей-
ствуют с карбонильной группой восстанавливаю-
щих сахаров в присутствии цианоборогидрида
натрия (схема 4) [123].

Схема 4. Схема восстановительного аминирования сахаров на примере глюкозы [123].
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Таблица 1. Определение нейтральных углеводов с применением различных вариантов гидролиза
Вариант гидролиза Аналиты Литература

Гидролиз трехфторуксусной кислотой Нейтральные и кислые углеводы  [116], [117]
Метанолиз Гетерополисахариды  [118]
Гидролиз неорганическими кислотами 
(H2SO4 или HCl)

Нейтральные углеводы  [119]

Формолиз Нерастворимые в воде полисахариды  [120]
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В качестве дериватизирующих реагентов,
участвующих в восстановительном аминирова-
нии, применяют аминобензойные кислоты и их
эфиры [124–128]. Для электрофоретического раз-
деления необходимо получать дериваты, имею-
щие ионогенную аналитическую форму. Так, в
работе [128] в качестве реагента для дериватиза-
ции используют сульфатированные ароматиче-
ские амины. В ряде публикаций для получения
производных используют конденсацию между
карбонильной группой восстанавливающих угле-
водов и активными атомами водорода 1-фенил-3-
метил-5-пиразолона, что успешно применяется
как в хроматографическом [129], так и в электро-
форетическом анализе [90]. Фенилгидразины
применяют в качестве агентов для дериватизации
восстанавливающих сахаров с образованием про-
изводных, обеспечивающих высокую чувстви-
тельность и при МС- и УФ-детектировании [130].

Некоторые примеры агентов дериватизации и
условия их использования представлены в табл. 2.

* * *

Рассмотрены возможности и ограничения
определения нейтральных углеводов в объектах
природного происхождения методами хромато-
графии и электрофореза. Низкие константы
ионизации, отсутствие хромофорных групп в со-
ставе молекул сахаров, наличие в водных рас-
творах нескольких равновесных изомерных
структур – главные проблемы при определении
этих аналитов. Один из важнейших этапов пробо-
подготовки углеводов к анализу различными фи-
зико-химическими методами – получение соот-
ветствующих производных. Доминирующими
тенденциями в выборе стратегии при определе-
нии сахаров в объектах со сложной матрицей яв-
ляется применение различных методов ГХ и ВЭ-
ЖХ с масс-спектрометрическим детектировани-
ем и с получением производных. Значительная
роль при решении этих задач отводится методам
анионообменной и гидрофильной хроматогра-
фии. Электрофоретические методы имеют свою
нишу за счет их высокой эффективности, воз-
можности онлайн концентрирования и внутри-
капиллярной дериватизации. При этом методы
капиллярного электрофореза (зонный и мицел-
лярный варианты) могут выступать и в качестве
референтных по отношению к хроматографиче-
ским. Поиск новейших и высокоселективных де-
риватизирующих агентов – одна из приоритет-
ных задач при разработке как электрофоретиче-
ских, так и хроматографических способов
определения нейтральных углеводов.

Работа выполнена при финансовой поддержке Рос-
сийского научного фонда (номер гранта 19-13-00370).
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