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С помощью ВЭЖХ на жидкостном микроколоночном хроматографе Милихром А-02 про-

веден качественный и количественный анализ ферментативных гидролизатов, полученных 
из предварительно химически обработанных плодовых оболочек овса. Установлено, что со-
став сахаров в гидролизатах представлен глюкозой и ксилозой: в гидролизате лигноцеллю-
лозного материала (обработка сырья разбавленным раствором азотной кислоты) концен-
трация глюкозы составила 43,2 мг/мл, ксилозы – 5,6 мг/мл, в гидролизате волокнистого 
продукта (обработка сырья разбавленным раствором гидроксида натрия) – 36,6 мг/мл и 
8,3 мг/мл, соответственно. 
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ВВЕДЕНИЕ 
 

Разработка биотехнологических спосо-
бов трансформации целлюлозосодержащего 
сырья предусматривает обязательный кон-
троль концентрации редуцирующих веществ 
(сахаров), которые могут быть как целевыми 
продуктами [1–2], так и сырьем для последую-
щего биосинтеза [3–4]. Спектрофотометриче-
ский метод определения редуцирующих ве-
ществ, основанный на цветной реакции редуци-
рующего вещества с 3,5-динитросалициловой 
кислотой и определении оптической плотно-
сти полученного раствора при длине волны 
530 нм, широко используется и позволяет оп-
ределить только сумму сахаров в пересчете на 
выбранный исследователями индивидуальный 
моносахарид [5]. Особенно востребован дан-
ный метод при исследовании гидролиза выде-
ленных из растительного сырья целлюлозы 
или гемицеллюлоз для анализа глюкозы и кси-
лозы, соответственно. Гораздо более сложная 
задача определения качественного и количест-
венного состава моносахаридов в гидролиза-
тах, полученных из многокомпонентных суб-
стратов. В таких случаях рекомендовано ис-
пользование метода ВЭЖХ [6–7]. Но, как пра-
вило, обсуждается контроль содержания инди-
видуальных моносахаридов в гидролизатах с 
низкими концентрациями суммы редуцирую-
щих веществ в диапазоне 1–30 г/л. В данной 
работе представлены первые результаты 
применения ВЭЖХ для контроля основных 
индивидуальных сахаров в водных гидролиза-
тах, полученных ферментативным гидролизом 
предварительно химически обработанных 
плодовых оболочек овса, при высоком значе-
нии начальной концентрации субстратов. Ак-

туальность такого рода исследований обу-
словлена необходимостью масштабирования 
биотехнологических процессов по объему для 
реализации их в промышленности. 

Цель работы – исследование качествен-
ного и количественного состава фермента-
тивных гидролизатов плодовых оболочек ов-
са с использованием ВЭЖХ. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

 
В работе использовался микроколоночный 

жидкостной хроматограф «Милихром А-02» 
(ЗАО ИХ «ЭкоНова, Новосибирск, Россия) с 
колонкой размером Ø2х75 мм, заполненной 
сорбентом ProntoSIL 120-5 C18 AQ (Bishoff, 
Германия). Регистрацию хроматограмм и 
расчет площадей пиков и основных парамет-
ров удерживания проводили с помощью пер-
сонального компьютера с аналого-цифровым 
преобразователем и программой «Мульти-
Хром» [8]. 

В качестве контрольных веществ саха-
ров использовались фармацевтические суб-
станции лекарственных веществ с содержа-
нием основного вещества не ниже 98 % 
(«Sigma», США): глюкоза, ксилоза, галактоза. 
Для приготовления элюентов применялись 
ацетонитрил (ОСЧ 4) и трифторуксусная ки-
слота (ТФУ) (х.ч.). 

Анализ состава гидролизатов проводил-
ся методом, разработанным авторами [9] и 
основанном на реакции дериватизации реду-
цирующих веществ гидролизата с помощью 
2,4-динитрофенилгидразина. Главным досто-
инством метода является отсутствие сложной 
подготовки образца перед анализом. 

Условия хроматографического опреде-
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ления. Элюент А – 0,1 % ТФУ, Б – 0,1 % ТФУ, 
70 % ацетонитрил. Градиент 2200 мкл 16–27 % 
Б, 200 мкл 27–100 % Б, 600 мкл 100 % Б. Ско-
рость подачи элюента 150 мкл/мин, темпера-
тура 35 ºС. Для детектирования использова-
ли длину волны 360 нм. Объем пробы 
5 мкл [10]. Погрешности определения концен-
траций: глюкозы 0,006 мг/мл в интервале кон-
центраций 0,1–1,0 мг/мл, ксилозы 0,005 мг/мл  
в интервале концентраций 0,04–0,10 мг/мл, 
галактозы 0,001 мг/мл в интервале концен-
траций 0,05–0,20 мг/мл. 

Объектами исследования были гидроли-
заты, полученные ферментативным гидроли-
зом двух различных субстратов – продуктов 
химической обработки плодовых оболочек 
овса: образца лигноцеллюлозного материала 
после обработки сырья разбавленным рас-
твором азотной кислоты (гидролизат ЛЦМ) и 
образца волокнистого продукта после обра-
ботки сырья разбавленным раствором гидро-
ксида натрия (гидролизат ВП). Гидролиз про-
водился в водной среде при начальной кон-
центрации субстрата 60 г/л. Более подробно 
особенности получения субстратов и гидроли-
затов из них представлены в работах [11–13]. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
 

По результатам ВЭЖХ стандартов-
сахаров были определены времена удержива-
ния: глюкозы – 11,5 мин, ксилозы – 14,9 мин, 
галактозы – 10,7 мин. 

Хроматограммы, полученные после ВЭЖХ 
ферментативных гидролизатов плодовых обо-
лочек овса, представлены на рисунке 1. На ри-
сунках а и б имеются два ярко выраженных пи-
ка с временами удерживания 11,5 мин и 
15,0 мин для гидролизата ЛЦМ и 11,4 мин и 
14,8 мин для гидролизата ВП. Учитывая значе-
ния времени удерживания стандартов-сахаров, 
эти пики идентифицированы как глюкоза и кси-
лоза. Возможно присутствие в гидролизате в 
малой концентрации также третьего сахара – 
галактозы, который невозможно определить из-
за перекрывания с пиком глюкозы. 

Учитывая площадь каждого пика, были 
определены средние значения концентрации 
глюкозы и ксилозы: в гидролизате ЛЦМ они 
составили 43,2 мг/мл и ксилозы 5,6 мг/мл, в 
гидролизате ВП – 36,6 мг/мл и 8,3 мг/мл соот-
ветственно. Полученные данные согласуются 
со способом получения субстратов и их хи-
мическим составом. 

 
 

 

  
а б 

Рисунок 1 – Хроматограммы ферментативных гидролизатов плодовых оболочек овса:  
а – гидролизат ЛЦМ; б – гидролизат ВП 

 
ВЫВОДЫ 

 
С помощью ВЭЖХ на жидкостном микро-

колоночном хроматографе Милихром А-02 
проведен качественный и количественный 
анализ ферментативных гидролизатов, полу-
ченных из предварительно химически обрабо-
танных плодовых оболочек овса, при высоких 
значениях начальной концентрации субстра-
тов. Установлено, что состав сахаров пред-
ставлен глюкозой и ксилозой, другие сахара 
не обнаружены. В гидролизате ЛЦМ концен-

трация глюкозы составила 43,2 мг/мл, ксило-
зы – 5,6 мг/мл, в гидролизате ВП – 36,6 мг/мл и 
8,3 мг/мл соответственно.  
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