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А ННОТА Ц И Я
К функциональным олигосахаридам относятся различные группы углеводов, обладающих биологической 
активностью — способностью модулировать кишечную микробиоту за счет пребиотического, антиадге-
зивного и  противовоспалительного действий. Уникальными свойствами олигосахаридов объясняется 
широкий спектр их применения в молочной промышленности: от пищевых ингредиентов для имитации 
пребиотической активности олигосахаридов грудного молока в детских сухих молочных смесях до струк-
турирующих добавок, заменителей сахара и жира. При выборе олигосахаридов для включения в молоч-
ные продукты оценивают их биологическую активность и технологические свойства, которые зависят от 
источника и способа выделения этих соединений. Наибольшее распространение получили фруктоолиго-
сахариды, галактоолигосахариды, ксилоолигосахариды и олигосахариды пектинового ряда. Разрабатывая 
рецептуры продуктов с  заявленной биологической эффективностью, нельзя забывать, что потребление 
больших количеств веществ, обладающих пребиотическими свойствами, может привести к нарушениям 
работы желудочно-кишечного тракта, что требует внедрения в практику контроля количественного содер-
жания олигосахаридов в составе продуктов. Целью данного обзора является анализ возможностей при-
менения олигосахаридов в  производстве специализированных продуктов питания на молочной основе 
и методов контроля качества, безопасности, эффективности включения в рацион питания такой продук-
ции. В обзоре рассматриваются существующие методы количественной идентификации олигосахаридов, 
включаемых в состав молочных продуктов в качестве функциональных ингредиентов. Внимание акцен-
тируется на ограничениях внедрения разработанных аналитических методов анализа в  повседневную 
практику контроля олигосахаридов, что связано со сложностью и  многокомпонентностью исследуемых 
пищевых матриц. Показана необходимость дальнейшего совершенствования методов количественной 
идентификации функциональных олигосахаридов в пищевых продуктах.
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A BST R ACT
Functional oligosaccharides include various groups of carbohydrates with the biological activity — an ability to 
modulate gut microbiota due to the prebiotic, anti-adhesive and anti-inflammatory activities. The unique proper-
ties of oligosaccharides explain a wide spectrum of their use in the dairy industry: from food ingredients for imita-
tion of the prebiotic activity of human milk oligosaccharides in infant dry milk mixtures to structuring additives, 
replacers of sugar and fat. When choosing oligosaccharides for inclusion into dairy products, their biological activity 
and technological properties that depend on a source and method for extraction of these compounds are assessed. 
Fructooligosaccharides, galactooligosaccharides, xylooligosaccharides and pectic oligosaccharides have been most 
widely used. When developing recipes of products with stated biological effectiveness, it is necessary to remember 
that consumption of large amounts of substances with prebiotic properties can lead to the gastrointestinal disor-
der, which requires introducing into practice the control of the oligosaccharide quantitative content in the product 
composition. The aim of this review is analysis of possibilities of using oligosaccharides in production of special-
ized milk-based food products and methods for controlling quality, safety and effectiveness of inclusion of such 
products into a diet. The review considers the existing methods for quantitative identification of oligosaccharides 
included in the composition of dairy products as functional ingredients. The emphasis is made on the limitations of 
the introduction of the developed analytical methods into routine practice of the oligosaccharide control, which is 
linked with the complexity and multicomponent nature of the food matrix under study. The necessity of the further 
improvement of methods for quantitative identification of functional oligosaccharides in foods is shown. 
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1.	 Введение
Олигосахариды (ОС) представляют собой гетероген-

ную группу веществ, отличающихся сложной структурой 
и  вариабельностью строения. Разнообразие объясняется 
положением связывания ОН‑группы, придающей α- или 
β-конфигурацию молекулам сахаров, а  также количеством 
и  положением моносахаридов, которые образуют линей-
ные или разветвленные структуры. В состав олигосахаридов 
входит от 3 до 10 моносахаридных остатков, отличающихся 
стереохимически и  соединенных гликозидными связями. 
В  качестве моносахаридных единиц олигосахаридов рас-
сматриваются фруктоза, галактоза, глюкоза, ксилоза. Мно-
жественные асимметричные центры в молекулах углеводов 
позволяют образовывать различные изоформы, включая 
энантиомеры, диастереоизомеры [1].

Структурные модификации молекул объясняют различия 
в проявляемых ОС свойствах, которые определяются источ-
ником и  способом выделения сахаров. В  многочисленных 
исследованиях [2,3] акцентируется внимание на биологиче-
ской функциональности ОС, полученных из грудного моло-
ка и  молока млекопитающих (коровьего, козьего, верблю-
жьего). Несмотря на то, что содержание ОС в козьем молоке 
(0,25–0,3 г/л) в 4–15 раз выше, чем в коровьем (0,03–0,06 г/л) 
или овечьем (0,02–0,04 г/л) [2], этих количеств недостаточ-
но для реализации предлагаемых технологий выделения ОС 
из молочного сырья в промышленных масштабах. Самыми 
богатыми и доступными источниками функциональных ОС 
считаются растения и водоросли [4]. Разработаны техноло-
гии получения ОС путем микробиологического и фермента-
тивного синтеза [5].

Анализ областей применения ОС показывает их растущее 
значение в медицине, фармацевтике, пищевой промышлен-
ности и сельском хозяйстве [6,7,8]. Проявляемый со стороны 
производителей пищевых продуктов интерес связан с двумя 
аспектами. Во-первых, ОС обладают функциональной актив-
ностью, в первую очередь пребиотическим действием, поэто-
му их включают в специализированные продукты, в том числе 
в сухие детские смеси, состав которых максимально прибли-
жен к составу грудного молока. Во-вторых, технологические 
свойства, такие как гелеобразующая и  влагоудерживающая 
способность, повышенная сладость и  низкая калорийность, 
позволяют использовать эти сахара для улучшения сенсор-
ных и структурных характеристик пищевых продуктов.

Из-за сложности строения, структурного разнообразия, 
наличия сосуществующих изомеров и  множества сайтов 
связности технологии идентификации ОС требуют особого 
подхода. Тем более, затруднены извлечение и количествен-
ное определение этого класса соединений из сложных пи-
щевых матриц вследствие их многокомпонентного состава 
и возможного взаимодействия ингредиентов между собой. 
В частности, показано, что ОС могут вступать в различные 
реакции с участием белков или аминокислот [9].

Возможность полноценного контроля количественного 
содержания ОС является определяющим фактором в обеспе-
чении безопасности и эффективности специализированных 
продуктов питания. Кроме того, количественная идентифи-
кация играет особую роль при определении параметров из-
влечения ОС из природного сырья, при разработке рецептур 
инновационных пищевых продуктов с функциональной ак-
тивностью, а также при установлении характера деструкции 
и модификации сахаров в ходе технологического процесса 
и в условиях длительного хранения продукта.

Целью данного обзора являются изучение способов при-
менения и анализ методов количественной идентификации 
олигосахаридов в  составе специализированных продуктов 
питания на молочной основе.

2.	 Объекты и методы
Данное исследование представляет обзор, систематизи-

рующий информацию об источниках и технологиях выде-
ления ОС с акцентом на методы их количественной иден-
тификации в составе молочных продуктов. Поиск научной 
литературы осуществлялся в  базах данных Science Direct 
и Scopus по запросам: (functional oligosaccharides AND milk 
product), (quantity analysis AND functional oligosaccharides 
AND milk product), ({quantity analysis functional oligosac-
charides}), (quantity analysis AND fructooligosaccharides AND 
milk product), (quantity analysis AND galactooligosaccharides 
AND milk product). Рассматривались публикации, находя-
щиеся в  открытом доступе и  опубликованные с  2002 по 
2022 г. Скрининг и извлечение данных осуществлялись из 
статей, соответствующих критериям включения и тематике 
исследования: разделение и очистка, синтез, анализ струк-
туры ОС; биоактивная функция ОС, в частности влияние на 
кишечную микробиоту; чувствительность и  стабильность 
ОС к технологическим параметрам производства пищевых 
продуктов; применение ОС как ингредиента для специали-
зированных пищевых продуктов; количественная иденти-
фикация ОС, в том числе в естественных источниках (мо-
локе млекопитающих и  растениях) и  в  готовых пищевых 
продуктах.

3.	 Производство и контроль качества 
специализированной продукции,  
обогащенной олигосахаридами

3.1. Олигосахариды как ингредиенты  
специализированных продуктов питания
Стабильность ОС при высоких температурах (до 100 °C) 

и  разных уровнях активной кислотности (2,5–8,0) делают 
возможным включение функциональных ОС в  состав мо-
лочных продуктов, в том числе кисломолочных [10,11]. Бла-
годаря повышенной вязкости и  высокой влагоудерживаю-
щей способности ОС выполняют технологические функции 
и  могут использоваться в  качестве желирующих агентов, 
модификаторов вязкости, стабилизаторов пены, замените-
лей жира, а также для предотвращения таяния мороженого 
и  др. [12,13]. Более того, олигосахариды можно применять 
в  качестве заменителей сахарозы, поскольку они имеют 
около 30–60% сладости сахарозы и  низкую калорийность 
(4,2–6,3 кДж/г) [14].

В  специализированных продуктах питания ОС нашли 
применение благодаря их биологической активности. ОС 
с  пребиотическими свойствами в  неизменном виде про-
ходят через верхние отделы желудочно-кишечного тракта 
и  избирательно метаболизируются кишечной микрофло-
рой человека, поэтому обеспечивают ряд положительных 
воздействий на организм. Происходит направленное изме-
нение микробиоценоза кишечника: стимулирование роста 
и  метаболизма полезной микрофлоры, включая бифидо- 
и лактобактерии, при одновременном подавлении развития 
и  прикрепления к  слизистой патогенных микроорганиз-
мов [15]. Также активизируется работа иммунной системы, 
улучшается всасывание витаминов (D, E)  и минеральных 
веществ (кальция, магния, железа), снижается уровень ли-
попротеидов в крови. Все эти процессы способствуют про-
явлению противодиабетических, противовоспалительных, 
противоаллергических [16], антиоксидантных свойств [17].

Особое значение ОС имеют в производстве детских про-
дуктов. Так, для корректировки состава сухих молочных сме-
сей применяют галактоолигосахариды, фруктоолигосахари-
ды, полифруктозу, полидекстрозу и инулин [18]. Кроме того, 
в коммерческих формулах для новорожденных используют 
синтезированные аналоги ОС грудного молока.
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В зависимости от структурной конформации, ОС по-раз-
ному усваиваются в толстой кишке. Например, высокомоле-
кулярные ОС всасываются в верхних отделах, низкомолеку-
лярные — в нижних. Совместное использование различных 
видов ОС в составе пищевых продуктов позволяет достичь 
максимального пребиотического эффекта на всей протя-
женности толстой кишки. Так, галакто- и фруктоолигосаха-
риды включают в состав сухих смесей для детского питания 
в  соотношении 9:1, что соответствует естественному соот-
ношению ОС в  грудном молоке. Клинически доказанной 
эффективностью обладает комплекс коротко- и длинноце-
почечных ОС в соотношении 1:1 [19]. Повышение функци-
ональной эффективности пищевых продуктов за счет сов-
местного применения различных видов ОС оборачивается 
усложнением их контроля, так как требует разработки диф-
ференцированных подходов к  количественной идентифи-
кации конкретных видов ОС.

3.2. Виды олигосахаридов
Наиболее часто в  молочной промышленности исполь-

зуют фруктоолигосахариды и  галактоолигосахариды. В  ка-
честве перспективных также рассматриваются ксилооли-
госахариды и  пектиновые ОС [20,21,22]. ОС различаются 
по сахаридным остаткам (глюкоза, фруктоза, галактоза 
и ксилоза), гликозидным связям (β(1 → 2), β(1 → 3), β(1 → 4), 
β(1 → 6)) и степени гетерогенности.

Фруктоолигосахариды (ФОС) состоят из остатка сахаро-
зы и  остатков d-фруктозы, соединенных β(1 → 2) связями. 
Высокое содержание ФОС отмечается в  растениях (топи-
намбуре, бананах, чесноке, спарже, ячмене, корне цикория, 
артишоках, пшенице, луке, бобовых), а также меде. ФОС со 
степенью полимеризации от 3 до 5 получают из свеклович-
ного сахара с использованием фруктозилтрансфераз и дру-
гих ферментов, синтезируемых плесневыми грибами, дрож-
жами и  бактериями. Применяется технология получения 
ФОС в  комбинации с  олигофруктозой в  результате гидро-
лиза инулина, содержащегося в клубнях растений. Один из 
альтернативных способов получения ФОС — ферментатив-
ное трансфруктозилирование сахарозы в качестве субстрата 
с использованием бактериальной β-фруктозидазы [23].

ФОС нашли широкое применение благодаря пребио-
тическому действию, низкой калорийности, высокой рас-
творимости, термической и  кислотной стабильности, ге-
леобразующей способности. В  пищевой промышленности 
используются ФОС инулинового типа, такие как 1-кесто-
за, нистоза и  фруктофуранозилнистоза, сладость которых 
в 0,4–0,6 раза выше, чем у сахарозы [24].

Галактоолигосахариды (ГОС) обычно состоят из остатка 
глюкозы и 2–5 звеньев галактозы, соединенных гликозидны-
ми связями β(1 → 2), β(1 → 3), β(1 → 4), β(1 → 6). ГОС содержатся 
в таких продуктах, как бананы, артишоки, лук, чеснок и мед. 
В  промышленных масштабах ГОС получают из подсырной 
сыворотки путем ферментативного трансгалактозилиро-
вания лактозы β-галактозидазой [25]. В  результате синтеза 
получают гетерогенную смесь ГОС, которые различаются по 
длине цепи и типу гликозидных связей, но всегда содержат 
лактозу на восстанавливающем конце молекулы [26]. B каче-
стве источников β-галактозидаз используют Aspergillus ory-
zae, Lactobacillus reuteri, Bacillus circulans, Kluyveromyces lactis, 
Kluyveromyces fragilis, Escherichia coli, Sporobolomyces singularis.

ГОС обладают бифидогенной активностью  — способст-
вуют увеличению выработки короткоцепочечных жирных 
кислот, благодаря чему минимизируется риск развития ко-
лоректального рака, снижается уровень холестерина в кро-
ви. С наличием в рационе питания ГОС связывают усиление 
иммунного ответа у взрослых и пожилых людей [27].

Олигосахариды этой группы имеют структурное стро-
ение, близкое к  строению ОС грудного молока, вследствие 
чего проявляют аналогичные биологические свойства и ис-
пользуются для адаптации состава детских сухих молочных 
смесей. Кроме того, ГОС не вызывают кариеса, имеют низ-
кую калорийность [10], поэтому в составе специализирован-
ных продуктов питания могут выполнять роль заменителей 
сахара и жира.

Ксилоолигосахариды (КОС) включают остатки D‑ксило-
зы, соединенные β(1 → 4) связями, со степенью полимери-
зации 2–10. КОС получают в  результате гидролиза ксила-
нов — основных компонентов растительных гемицеллюлоз. 
В качестве перспективных источников для выделения КОС 
рассматриваются кукурузные початки, сахарный тростник, 
скорлупа фундука и миндаля и др.

КОС обладают более высокой пребиотической активно-
стью по сравнению с другими пребиотиками. Помимо этого, 
они предотвращают канцерогенез толстой кишки и прояв-
ляют противовоспалительные, противоаллергические и ан-
тиоксидантные свойства [17]. В пищевой промышленности 
КОС используются в  качестве желирующих агентов, моди-
фикаторов вязкости, стабилизаторов пены.

Мальтолигосахариды (МОС) содержат остатки маннозы 
и глюкозы, соединенные α(1 → 2), α(1 → 4) связями. Присут-
ствуют в бактериях, растениях и беспозвоночных, являются 
субстратом для α-глюкозидазы слизистой оболочки кишеч-
ника [28]. В  промышленных объемах производятся путем 
мультиферментативного расщепления крахмала. Разрабо-
тан способ получения МОС в  результате гидролиза пуллу-
лана, продуцируемого некоторыми грибами. МОС нашли 
применение в пищевой (в качестве подсластителей) и фар-
мацевтической (в  качестве стабилизаторов лекарственных 
средств) промышленности [5].

Изомальтоолигосахариды (ИМO) содержат от 2 до 5 остат-
ков глюкозы, соединенных α(1 → 4) связями. В  небольших 
количествах содержатся в  меде и  ферментированных про-
дуктах. Разработана промышленная технология получения 
многокомпонентных ИМО (изомальтозы, изомальтотриозы 
и панозы) из крахмала с использованием комбинации фер-
ментов, а также изомальтулозы. ИМО обладают пребиоти-
ческой активностью, выполняют функцию подсластителя 
с низким кариесогенным действием [1].

Олигосахариды раффинозы (ОСР) могут включать в состав 
глюкозу, галактозу, фруктозу. Стахиоза и другие ОСР с высо-
кой степенью полимеризации, такие как вербаскоза и аджу-
гоза, содержатся в бобовых культурах — сое, люпине и горо-
хе [29]. Выполняют осмопротекторную функцию, отвечают 
за транспорт и хранение углерода, передачу сигналов, анти-
оксидантные свойства [30]. ОСР в  основном используются 
в  качестве криоконсервантов, для стабилизации белково-
липидного комплекса.

Олигосахариды грудного молока (ОМ) включают глюкозу, 
галактозу, N‑ацетилглюкозамин, фукозу, производную N‑аце-
тилнейраминовой кислоты; ОС коровьего молока  — глюко-
зу, галактозу, N‑ацетилглюкозамин, N‑ацетилгалактозамин, 
фукозу, сиаловые кислоты N‑ацетилнейраминовой кислоты, 
N‑гликолилнейраминовую кислоту. Содержат либо лактозу, 
либо N‑ацетиллактозамин на восстанавливающем конце с до-
полнительными остатками моносахаридов, отходящими от 
невосстанавливающей галактозы. В некоторых случаях содер-
жат лакто-N‑биозные или N‑ацетиллактозаминовые звенья, 
связанные с лактозным ядром. Самая высокая концентрация 
OM обнаруживается в молозиве (20 г/л), которая сокращается 
до 16 г/л на 30-й день лактации и до 8 г/л через 3 месяца [31].

На практике ОМ достаточно редко получают из есте-
ственных источников вследствие низкого содержания ОС 
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в  молочном сырье. Однако показано, что ОМ, выделенные 
из подсырной сыворотки, обладают пребиотической актив-
ностью, способствуют росту младенцев в  первые полгода 
жизни [32].

Некоторые ОМ для промышленного применения про-
изводятся с помощью химического и хемоферментативно-
го синтеза или биотехнологии. Олигосахариды 2›-FL, LNnT, 
LNT, идентичные ОС грудного молока, выпускаются в про-
мышленных масштабах и  используются в  детских молоч-
ных смесях. Исследования подтверждают эффективность их 
применения в составе детского специализированного пита-
ния, которая проявляется в формировании микробиоты ки-
шечника младенцев, положительном влиянии на иммунную 
систему и развитии мозга [33, 34].

3.3. Особенности контроля олигосахаридов
Разрабатывая специализированные молочные продук-

ты, содержащие функциональные ингредиенты, в  том чи-
сле ОС, производители должны иметь в арсенале контроля 
качества и  безопасности методики анализа, позволяющие 
подтвердить содержание этого ингредиента на должном 
уровне. Несмотря на то, что безопасность и эффективность 
применяемых ОС подтверждена клиническими исследова-
ниями [18], чрезмерное потребление ОС может вызвать по-
бочные эффекты, особенно при таких нарушениях работы 
желудочно-кишечного тракта, как синдром раздраженного 
кишечника и язвенный колит. При таких состояниях пока-
заны диеты с низким содержанием FODMAPs — ферменти-
руемых олиго-, ди- и моносахаридов и полиолов. Для обес-
печения безопасности потребителей требуются дальнейшие 
исследования биологических эффектов ОС и строгое регули-
рование их содержания в пищевых продуктах.

Исследования в области разработки методов анализа ОС 
в составе молочных продуктов должны учитывать наличие 
ОС как в нативном состоянии в исходном молочном сырье, 
так и  в  виде внесенных функциональных ингредиентов. 
В силу большой специфики состава и строения ОС необхо-
димы методы идентификации конкретных видов сахаров. 
Для ряда ОС разработаны достаточно достоверные методы 
анализа, например для ФОС и ОС грудного молока и молока 
млекопитающих. Но большинство ОС требуют дальнейшего 
поиска и стандартизации методов количественного опреде-
ления, особенно с учетом сложности и многокомпонентно-
сти молочной основы.

В  частности, структурное сходство ГОС с  лактозой зна-
чительно усложняет и  ограничивает возможности исполь-
зования имеющихся методов анализа. Метод AOAC2001.02 
считается единственным валидированным методом опре-
деления ГОС в сырье и пищевых продуктах [33]. Позволяет 
косвенно определить содержание ГОС путем ферментатив-
ного гидролиза до глюкозы и галактозы, которые затем ко-
личественно определяют с  помощью высокоэффективной 
анионообменной хроматографии с импульсным ампероме-
трическим детектированием (HPAEC-PAD). Однако наличие 
высоких уровней лактозы резко снижает точность метода.

Lin et al. [36] предпринимали попытки усовершенство-
вать этот метод. Для этого содержание галактозы и глюко-
зы, полученных в  ходе ферментативного гидролиза ГОС, 
определяли в  одном и том же хроматографическом цикле. 
Такой подход исключил необходимость использования по-
правочного коэффициента. В  результате стало возможным 
учитывать степень конверсии лактозы при расчете содержа-
ния ГОС по предложенной формуле. Однако эти достижения 
не позволяют значительно расширить область применения 
метода и использовать его для анализа ОС в составе молоч-
ных продуктов.

Одна из основных проблем, на которую указывают мно-
гие авторы при анализе ОС, — отсутствие доступных ком-
мерческих стандартных образцов для определения конкрет-
ных видов ОС. Множество гликозидных связей и трудности 
экстракции для получения ОС с ненарушенной структурой 
препятствуют развитию технологий химического синтеза 
аналитических стандартов высокомолекулярных ОС. В пои-
сках выхода из сложившейся ситуации изучаются возмож-
ности извлечения и очистки стандартов ОС в аналитических 
лабораториях с  помощью твердофазной экстракции, вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии (HPLC) или 
их комбинации [37]. Так, например, Li et al. [38] извлекли 
и  очистили стандарты КОС (степень полимеризации 2–6; 
чистота > 99%) с использованием твердофазной экстракции 
с последующей хроматографией гидрофильного взаимодей-
ствия (HILIC). Полученные стандарты позволили с высокой 
степенью селективности разделить высокополярные образ-
цы. Для улучшения пикового разрешения короткоцепочеч-
ных КОС и ускорения элюирования длинноцепочечных КОС 
применяли линейное градиентное элюирование 50–75% 
ацетонитрила. Температура колонки и  скорость потока 
были изменены для улучшения базового разделения, фор-
мы пика и разрешения. Исследования в этом направлении 
требуют дальнейшей проработки, поскольку уровень чисто-
ты синтезируемых таким способом препаратов все еще не-
сопоставим с коммерческими стандартами.

В  случае отсутствия аналитических стандартов опре-
делять содержание ОС можно в  относительных величинах, 
используя такие показатели, как высота масс-спектрального 
пика или площадь хроматографического пика. В  качестве 
альтернативы разработаны стратегии дериватизации, по-
зволяющие сравнивать относительное содержание изотопи-
чески меченых ОС на основе интенсивности их уникальных 
масс-спектральных пиков. Некоторые примеры таких под-
ходов включают дериватизацию с восстановительным кон-
цом пар образцов гликанов с помощью пары тяжелых/лег-
ких меток или серии изобарических реагентов. Так, Sabater 
et al. [26] определяли содержание ГОС в процентах от общего 
содержания углеводов с помощью высокоэффективной жид-
костной хроматографии с использованием рефрактометри-
ческого детектора (HPLC-RID) и метода внешней калибров-
ки. В качестве универсальных стандартов для трисахаридов 
применялись рафиноза, тетрасахаридов — истахиоза.

Продолжительность процедуры и  сложная подготовка 
образцов, в том числе твердофазная экстракция и дерива-
тизация, стали решающими факторами при определении 
направлений дальнейшего развития методов анализа ОС. 
Усилия были направлены на упрощение предваритель-
ной обработки образцов, ускорение процессов извлечения 
аналита и  повышение чувствительности методов. Выбор 
адекватной обработки образца и способа экстракции очень 
важен для селективного и  эффективного извлечения ана-
лизируемых веществ, для уменьшения влияния матрицы 
и повышения чувствительности метода. Такие компоненты 
специализированных молочных продуктов, как жиры, бел-
ки, карбоновые кислоты или полифенолы, усложняют ко-
личественное определение ОС. Поэтому они должны быть 
предварительно удалены из анализируемых образцов. Как 
один из способов исключения белковой фракции молоч-
ных продуктов рассматривается добавление солей цинка 
и  вольфрама в  кислой среде с  последующим центрифуги-
рованием [39]. Alfonso-Muniozguren et al. [40] показали, что 
фильтрация позволяет получать углеводы высокой чистоты 
из сложных пищевых матриц и удалять нерастворимые ве-
щества, способные вызывать закупоривание колонок для 
HPLC. При подготовке образцов для анализа методами HPLC 
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и анионно-обменной хроматографии ОС экстрагируют с по-
мощью органических растворителей (ацетонитрильные 
хромофоры, метанол и  этанол) в  сочетании с  центрифуги-
рованием и ультрафильтрацией.

Еще одним этапом предварительной обработки образ-
цов является фракционирование, позволяющее обогащать 
образцы без потери анализируемого вещества. С этой целью 
используют мембранное фракционирование, включая уль-
тра- и нанофильтрацию, диализ, а также фракционирование 
углеводов [41].

Анализ ОС осложняется и  на этапе детектирования. 
В  основном сахара (за  исключением содержащих отрица-
тельно заряженные и легко ионизируемые кислотные груп-
пы) не имеют заряда и не содержат хромофоров и флуоро-
форов, следовательно, не поглощают ультрафиолетовые 
и видимые длины волн. Поэтому большинство детекторов, 
обычно используемых совместно с  высокоэффективной 
жидкостной хроматографией, таких как ультрафиолетовый 
детектор, детектор с  фотодиодной матрицей и  детектор 
флуоресценции, неэффективны при анализе ОС [43].

3.4. Методы количественной оценки олигосахаридов
Жидкостная хроматография считается наиболее эф-

фективным методом количественной и  качественной 
идентификации сахаров. Этот метод рекомендован AOAC 
International в  качестве стандартного метода для анализа 
углеводов [42]. Анализ выполняется относительно быстро, 
дает точные результаты, применяется в широком диапазо-
не концентраций.

Рефрактометрический детектор (RID) часто используется 
при анализе углеводов в сочетании с хроматографическими 
методами разделения, такими как хроматография исключе-
ния и молекулярно-ситовая хроматография, поскольку ме-
тоды работают с изократическим потоком подвижной фазы 
[44]. Принцип работы RID основан на измерении показателя 
преломления элюированного образца по отношению к эта-
лонной ячейке. Детектор RID чувствителен как к изменени-
ям температуры, так и  давления. Основным недостатком 
RID является невозможность его использования в градиент-
ном режиме из-за высокой чувствительности к изменениям 
состава подвижной фазы, которые могут привести к сдвигам 
базовой линии [45]. Для обнаружения ОС применяется RID 
с колонкой из силикагеля, связанного с амином, и подвиж-
ной фазой вода-ацетонитрил.

Следуя тенденциям совершенствования методов анали-
за, исследователи пытались упростить подготовку образцов 
для изучения методом HPLC-RID и подобрать соответству-
ющие стандартные образцы. Rodríguez-Gómez et al. [39] раз-
работана упрощенная подготовка образцов молока и молоч-
ных продуктов для определения ФОС. Для исключения белка 
и  жира использовали осаждающий раствор, состоящий из 
495 мМ дигидрата ацетата цинка, 18 мМ фосфотунгстино-
вого гидрата и 8% ледяной уксусной кислоты, который до-
бавляли в гомогенизированные образцы в соотношении 5:1. 
Линейность калибровочной кривой оценивали с  исполь-
зованием теста несоответствия с  доверительным уровнем 
95%, при котором для всех стандартов было получено зна-
чение P > 95%. Точность метода находилась в  допустимых 
пределах для валидации биоаналитического метода (≤ 15%). 
Процент извлечения для всех анализируемых веществ был 
близок к 100, предел обнаружения составил 60 мкг/мл. Среди 
преимуществ данного метода стоит отметить минимальные 
подготовительные манипуляции, низкий расход реагентов, 
высокую селективность.

Центрифугирование и  ультрафильтрацию для удаления 
липидов и белков при определении содержания коммерче-

ских препаратов 2›-FL и 3›-FL методом HPLC-RID в составе 
ультрапастеризованного молока, йогурта, детских смесей 
предложили использовать Christensen et al. [48]. Благода-
ря улучшению разрешения за счет оптимизации состава 
подвижной фазы, объема впрыска и температуры колонки 
авторы достигли высоких уровней предела обнаружения: 
в цельном молоке — 0,1 мг/мл для 2’-FL, 0,2 мг/мл для 3’-FL; 
в детских смесях — 0,6 мг/мл для обоих видов ОС. Метод ха-
рактеризовался высокой чувствительностью, показателем 
линейности R2 > 0,9995 и достаточной степенью извлечения: 
для 2’-FL — 88–105%, 3’-FL — 94–112%.

Для обнаружения ОС с использованием HPLC в качестве 
детектора можно применять испарительное рассеяние света 
(ELSD). Этот метод подходит для углеводов, которые нель-
зя обнаружить с помощью других детекторов без процесса 
дериватизации. Метод HPLC-ELSD основан на измерении 
рассеянного света на твердых частицах анализируемого ве-
щества, образующихся после испарения растворителя. Воз-
можность идентифицировать соединения менее летучие, 
чем подвижная фаза, обеспечивается рассеиванием фото-
нов. Jalaludin et al. [47] оценили преимущества и недостат-
ки метода. Из плюсов можно выделить нечувствительность 
HPLC-ELSD к  абсорбции, флуоресценции, электрохимиче-
ским свойствам анализируемого вещества и  колебаниям 
температуры, совместимость с  градиентным элюировани-
ем, среди минусов — необходимость применения нелетучих 
аналитов и летучих подвижных фаз, в качестве которых на-
иболее часто рассматривают смеси ацетонитрил–вода или 
этанол–вода. Важно, что состав подвижной фазы может вли-
ять на отклик детектора: чем выше содержание органики, 
тем выше отклик. Получаемая нелинейная (сигмоидальная 
или экспоненциальная) кривая отклика калибровки являет-
ся еще одним недостатком метода, но количественная оцен-
ка может быть достигнута за счет использования полиноми-
ального порядка или билогарифмической калибровочной 
линии [48].

Данные Zhuang et al. [37] подтверждают более высокую 
чувствительность HPLC-ELSD по сравнению с  HPLC-RID, 
а  также стабильность исходного уровня благодаря совме-
стимости с градиентным элюированием и независимости от 
температуры. Последующие работы исследователей позво-
лили увеличить чувствительность метода. Например, Hao et 
al. [49] для этих целей использовали слабоосновную (рН ме-
нее 12)  подвижную фазу, что улучшало разделение анали-
зируемого вещества благодаря уменьшению хвостов пика, 
увеличению разрешения пика, поддержанию нейтрального 
заряда анализируемых веществ и  устранению совместного 
вымывания солей. Среди преимуществ разработанного ме-
тода помимо чувствительности можно отметить скорость 
(продолжительность < 10 мин) и точность (степень извлече-
ния 98,59–103,67%).

Кроме более низкой чувствительности по сравнению 
с  HPLC-ELSD применение HPLC-RID может быть ограни-
чено низкой растворимостью ОС с  высокой молекуляр-
ной массой в  органических растворителях. Такой пробле-
мы не возникает при использовании метода HPAEC-PAD. 
Charoenwongpaiboon et al. [50] показали, что HPAEC-PAD при 
количественном определении ФОС в составе молочных про-
дуктов превосходит HPLC-ELSD, поскольку обладает более 
высокой чувствительностью, широким диапазоном и  спо-
собен выявлять отдельные конституциональные изомеры. 
Однако сравнительные данные использования HPLC-ELSD 
и  HPAEC-PAD подтверждают целесообразность внедрения 
HPLC-ELSD для анализа OС с низкой и средней молекуляр-
ной массой вследствие более которого времени выполнения 
анализа. Совершенствуя метод НРАЕС-РАD, Cürten et al. [51] 



358

Yurova E. A. et al.  |  FOOD SYSTEMS  |  Volume 5 № 4  |  2022  |  pp. 353–360

смогли оптимизировать процесс определения КОС, сокра-
тив продолжительность анализа. Подобранные температуры 
и скорости потока колонки наряду с градиентным элюиро-
ванием 200 мМ раствора гидроксида натрия, 100 мМ раство-
ра гидроксида натрия, 500 мМ ацетатом натрия позволили 
обеспечить разделение КОС на ксилобиозу, ксилотриозу, 
ксилотетраозу и ксилопентозу. Предел количественного оп-
ределения составил 1,05–5,49 мг/л, стандартное отклонение 
< 1,733.

Ультрафиолетовое и  флуоресцентное детектирование 
может использоваться для определения углеводов толь-
ко после предварительной химической дериватизации. 
В  качестве реагентов при этом наиболее часто применяют 
1-фенил‑3-метил‑5-пиразолон и этиловый эфир аминобен-
зойной кислоты, которые способны количественно реагиро-
вать с углеводами в мягких условиях. В хроматографическом 
цикле HPLC обычно используют колонку С18 и подвижную 
фазу, состоящую из смеси фосфатного буфера-ацетонитри-
ла или триэтиламинфосфатного буфера с  ацетонитрилом. 
Castells et al. [52] для образования родственных производ-
ных задействовал 1-(4-метоксифенил)-3-метил‑5-пира-
золона и  4-(3-метил‑5-оксо‑2-пиразон‑1-ил) бензойную 
кислоту. Однако флуоресцентное и  ультрафиолетовое де-
тектирование не нашло широкого применения для опреде-
ления ОС, поскольку оно ограничено относительно низкой 
чувствительностью обнаружения, требует длительной под-
готовки образца и может привести к изменениям в химиче-
ской структуре сахаров [53].

Нативные ОС в молоке млекопитающих часто анализи-
руются с  помощью жидкостной хроматографии/масс-спек-
трометрии (MS). Метод позволяет провести первоначальное 
обнаружение, качественную и  количественную идентифи-
кацию всех видов ОС в рамках одного анализа. Lee et al. [54] 
с использованием наножидкостной хроматографии в соче-
тании с высокочувствительной квадрупольно-времяпролет-
ной масс-спектрометрией с  высоким разрешением и  чув-
ствительностью создали базы данных и  библиотеки ОС, 
которые включают точную массу, время удерживания и тан-
демные масс-спектры.

Несмотря на практику активного применения HPLC для 
разделения ОС, Kailemia et al. [55] показали, что хроматогра-
фия гидрофильного взаимодействия более совместима с MS, 
что делает этот способ более подходящим для структурного 
анализа. Авторы продемонстрировали эффективность при-
менения методов лазерной десорбции/ионизации с матри-
цей (MALDI) и  ионизации электрораспылением (ESI) при 
анализе ОС. Метод характеризуется меньшей фрагментаци-
ей ОС во время ионизации по сравнению с  ранее исполь-
зовавшимися способами, такими как бомбардировка быст-
рыми атомами (FAB). При этом метод MALDI обеспечивает 
большую чувствительность к ОС с большей массой и лучшую 
устойчивость к загрязнителям.

Однако различия в эффективности ионизации осложня-
ют количественное определение ОС методом MALDI. Интен-
сивность анализируемых веществ зависит от распределения 
образца, облучаемого лазером. Wang et al. [56] пришли к вы-
воду, что равномерная сокристаллизация смесей аналита 
и матрицы, нанесенных на пластину MALDI, является необ-
ходимым условием для количественного исследования ОС 
и обеспечения точности и воспроизводимости метода.

Эффективность использования лазерной десорбции для 
контроля качества и безопасности пищевых продуктов с ак-

центом на углеводный состав доказана Qu et al. [57]. Авто-
ры разработали стратегию обнаружения олиго- и  полиса-
харидов, используя их в качестве маркеров для выявления 
фальсификации крахмального сиропа. Дополнительные 
спектры, показывающие диагностические фрагментации 
изомеров ОС, могут выявлять фальсификацию кукурузным 
и инвертным сиропом.

Sabater et al. [58] предложили использовать газовую 
хроматографию с  пламенно-ионизационным детектором 
для количественного определения ГОС в  детских сухих 
смесях. Предварительно образцы ГОС подвергались дери-
ватизации до триметилсилилированных оксимов. Авто-
ры продемонстрировали, что гидролиз мальтодекстринов 
α-амилоглюкозидазой снижает помехи и  улучшает разре-
шение пиков, что позволяет проводить количественную 
оценку ГОС со степенью полимеризации до 7.

Применение газожидкостной хроматографии с  масс-
спектрометрией и  времяпролетной масс-спектрометрией 
с матрично-активированной лазерной десорбцией/иониза-
цией для определения ОС неприемлемы, что подтвержда-
ется результатами исследований Rodríguez-Gómez et al. [39].

Несмотря на то что капиллярный электрофорез облада-
ет рядом преимуществ (минимальное количество исполь-
зуемых реагентов, высокое пиковое разрешение и  чув-
ствительность), отсутствие в  молекуле ОС хромоформов 
значительно ограничивает применение этого метода. Не-
обходимость сложной очистки образца и  дериватизации 
также не позволяет активно внедрять этот метод в повсед-
невную практику. Как пример, капиллярный электрофо-
рез с детектором на фотодиодной матрице использовался 
для анализа кос-, манно- и целлоолигосахаридов [59]. ОС 
были разделены и  проанализированы без предваритель-
ной дериватизации. Электрофоретическую подвижность 
веществ регулировали с использованием высококонцент-
рированного фонового электролита для улучшения пико-
вого разрешения между целевыми аналитами. Однако та-
кой способ отличается значительной продолжительностью 
анализа.

4.	 Выводы
Благодаря биологической активности и  технологи-

ческим свойствам, функциональные ОС имеют большой 
потенциал в  качестве ингредиентов, позволяющих адап-
тировать углеводный компонент продуктов специализи-
рованного питания с  улучшенными функциональными 
свойствами на молочной основе. Следует учитывать, что, 
отдавая предпочтение тому или иному способу количест-
венного определения ОС для подтверждения безопасности 
и  эффективности таких продуктов, придется столкнуться 
с  рядом проблем: для HPLC необходимы сверхчистые ор-
ганические растворители, что не соответствует принципам 
«зеленой химии»; применение HILIC ограничено разли-
чиями в растворимости молекул ОС; HPAEC-PAD характе-
ризуется значительной продолжительностью анализа; ГХ 
требует предварительной дериватизации образцов. Для 
внедрения в  повседневную практику контроля молочных 
продуктов методы количественного определения ОС ну-
ждаются в дальнейшем совершенствовании для обеспече-
ния простоты проведения, исключения трудоемких этапов 
подготовки образца, сокращения расхода реагентов, повы-
шения чувствительности и снижения стоимости проводи-
мых анализов.
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