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Предложен способ ВЭЖХ-разделения смеси карбоновых кислот в условиях градиентного элюиро-
вания растворами муравьиной кислоты на пористом графитированном сорбенте Hypercarb. Анали-
ты детектировали с помощью моноквадрупольного масс-спектрометра. Ступенчатый градиент му-
равьиной кислоты без добавки органического растворителя позволил добиться хорошего разреше-
ния пиков аналитов и снижения пределов обнаружения в 4.4–17.8 раз по сравнению с их
разделением в изократических условиях 0.1%-ной муравьиной кислотой. Влияние метанола на раз-
деление аналитов выражено в меньшей степени.
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Карбоновые кислоты необходимо определять
в пищевых продуктах и напитках в ходе контроля
их качества. Соотношение концентраций различ-
ных карбоновых кислот позволяет судить о про-
исхождении и возможной фальсификации пище-
вого продукта. Определение карбоновых кислот в
природных водах проводят с целью изучения мо-
билизации микроэлементов почв. На ряде про-
мышленных производств для их нормального
функционирования необходимо контролировать
содержание карбоновых кислот в технологиче-
ских растворах.

Для определения карбоновых кислот предло-
жен большой ассортимент методов: капиллярный
электрофорез [1–4], газовая хроматография [5–7],
ВЭЖХ в обращенно-фазовом (ОФ) варианте [8–
12], ферментативные методы [13, 14]. Для выделе-
ния отдельных пиков веществ из перекрываю-
щихся пар аналитов при ОФ ВЭЖХ-определении
применяли хемометрические подходы [15]. Наи-
более распространенным методом определения
карбоновых кислот на сегодняшний день являет-
ся ионная хроматография [16, 17] с кондуктомет-
рическим, спектрофотометрическим или масс-
спектрометрическим (МС) детектированием.
Масс-спектрометрическое детектирование, в
принципе, не требует полного хроматографиче-
ского разделения аналитов, что облегчает выбор
условий анализа. Однако использование МС-де-

тектора невозможно при введении нелетучих доба-
вок в подвижную фазу, таких как карбонат натрия,
которые широко применяют при разделении ана-
литов на коммерчески доступных анионообменни-
ках. Другой проблемой при использовании МС-де-
тектора является недостаточная чувствитель-
ность и воспроизводимость при определении
карбоновых кислот с малой молекулярной мас-
сой [18].

Коммерческие анионообменники не всегда
обеспечивают полное разделение слабоудержива-
емых органических кислот, а именно: гликоле-
вой, уксусной, молочной и муравьиной. Более то-
го, при использовании карбонат-селективных
неподвижных фаз в изократических условиях на-
ложения пиков карбоновых кислот более вероят-
ны, поскольку их удерживание близко к удержи-
ванию ряда неорганических кислот. Применение
градиентных режимов также вызывает ряд про-
блем, таких как сильное удерживание неоргани-
ческих анионов и недостаточное разрешение ана-
литов в сложных матрицах. Одновременное опреде-
ление слабо- и сильноудерживаемых органических
веществ может быть обеспечено использованием
градиентного режима элюирования с гидроксидным
элюентом на подходящей стационарной фазе [19].

Так называемые “гидроксид-селективные”
стационарные фазы гораздо лучше подходят для
разделения карбоновых кислот, поскольку их се-
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лективность оптимизирована для гидроксидных
элюентов в градиентных условиях. Это не означа-
ет, что все карбоновые кислоты могут быть разде-
лены путем однократного применения линейно-
го или нелинейного градиента, но более высокая
емкость сорбента позволяет одновременно разде-
лять слабо- и сильноудерживаемые карбоновые
кислоты. Наиболее популярным анионообмен-
ником для такого применения является Dionex
IonPac AS11 с аммонийными функциональными
группами. При этом даже в градиентных условиях
разрешение между пиками фторида и муравьи-
ной кислоты мало, а гидроксикарбоновые кисло-
ты, такие как гликолевая и молочная, лишь ча-
стично разрешены от фторида и уксусной кисло-
ты [19]. Более высокая емкость IonPac AS11-HC
не улучшает эту ситуацию.

Карбоновые кислоты разделяли и с использо-
ванием других неподвижных фаз, таких как суль-
фированные фазы Supelcogel и Hamilton. Однако
и при этом отмечали сложности при разделении
карбоновых кислот [16, 17].

Основываясь на наших предыдущих работах
по разделению гидрофильных веществ в водной
среде, мы предложили способ разделения карбо-
новых кислот на пористом графитированном уг-
леродном сорбенте Hypercarb. Уникальные свой-
ства этого сорбента отмечены в работах [20, 21], в
том числе в работах нашей группы [22–24].

Цель данной работы − оптимизация условий
разделения карбоновых кислот на сорбенте Hy-
percarb при разных градиентных режимах с ис-
пользованием водных растворов муравьиной
кислоты в качестве элюента.

Градиентное элюирование обычно применяют
для уменьшения продолжительности разделения
аналитов. В этом случае инжектирование анали-
тов в слабый элюент приводит к их дополнитель-
ному фокусированию на начальном участке
ВЭЖХ-колонки. За счет уменьшения размытия
пиков аналитов на стадии ввода образцов часто
повышается селективность разделения. Подоб-
ный прием хроматофокусирования часто встре-
чается в работах по ионной хроматографии [25].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реагенты. Для приготовления растворов и

элюентов использовали деионизованную воду
(18.2 МОм см), полученную на установке Milli-
pore Simplicity (Millipore, США), а также раствор
муравьиной кислоты в воде (50 мас. %) чистоты
“for HPLC” (Sigma-Aldrich, США) и метанол степе-
ни чистоты “for HPLC” (J.T. Baker, Нидерланды).

Исходные водные растворы молочной и яб-
лочной (1 мг/мл); глюконовой, хинной, винной и
янтарной (5 мг/мл) кислот х. ч. (Panreac, Испа-
ния) готовили по точным навескам. Рабочие рас-

творы с концентрацией 10 мкг/мл готовили путем
последовательного разбавления исходных рас-
творов. Исходные растворы хранили в темноте
при +4°С.

Аппаратура. Для определения использовали
жидкостной хромато-масс-спектрометр произ-
водства Shimadzu (Япония), состоящий из следу-
ющих модулей: квадрупольный масс-спектро-
метр LCMS-2020 c ионизацией аналитов электро-
распылением (ESI); два ВЭЖХ-насоса LC-20AD;
дегазатор DGU-20A; контроллер CBM-20A; авто-
самплер SIL-20AC и термостат CTO-20AC. Ту же
ВЭЖХ-систему использовали с диодно-матрич-
ным детектором SPD-M20A. Программное обес-
печение для сбора данных и управления хромато-
графом – LabSolutions ver. 5.55. В режиме ионной
хроматографии эксперименты проводили на
ионном хроматографе Metrohm 850 Professional
IC с кондуктометрическим детектором. Ионный
подавитель был отключен из-за невозможности
его использования с кислотными подвижными
фазами.

Для ВЭЖХ-разделения использовали колонку
с сорбентом Hypercarb (Thermo Scientific, США)
(100 × 2.1 мм, 5 мкм).

Условия хроматографического разделения.
В качестве элюентов использовали деионизован-
ную воду и 0.1–0.5%-ный водный раствор мура-
вьиной кислоты, а также 0.1%-ный водный рас-
твор муравьиной кислоты с добавкой 1–5% мета-
нола. Скорость потока составляла 0.2 мл/мин,
температура колонки +30°С. Для детектирования
аналитов использовали параметры МС-детектора
и интерфейса Shimadzu LCMS-2020, рекомендо-
ванные производителем оборудования: время ре-
гистрации интенсивности на заданном m/z (SIM
event time) 0.2 с; напряжение на детекторе (detec-
tor voltage) –1.55 кВ; напряжение на интерфейсе
(interface voltage) 4.5 кВ; напряжение линии де-
сольватации (DL voltage) 0 В; температура линии
десольватации (DL temperature) +250°C; поток
газа-распылителя (nebulizing gas f low) 1.5 л/мин;
температура блока нагревателя (heat block)
+400°C; поток газа-осушителя (drying gas f low)
15 л/мин. Аналиты определяли в режиме реги-
страции отрицательных ионов. Параметры m/z
регистрации ионов аналитов для масс-спектро-
метра были следующие: молочная кислота
89 а.е.м., глюконовая 195 а.е.м., хинная 191 а.е.м.,
яблочная 133 а.е.м., винная 149 а.е.м., янтарная
117 а.е.м. Пределы обнаружения рассчитывали в
программе LabSolutions.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Исследовали возможность улучшения пара-
метров разделения некоторых карбоновых кислот
на пористом графитированном углеродном сор-
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бенте Hypercarb за счет градиентного элюирова-
ния на примере разделения смесей молочной,
глюконовой, хинной, яблочной, винной и янтар-
ной кислот. Выше показано, что при разделении
этих аналитов часто возникают проблемы.

Смеси карбоновых кислот разделяли на ко-
лонке Hypercarb, используя три режима элюиро-
вания: изократический, линейный градиент и
ступенчатый градиент (скачкообразное измене-
ние концентрации муравьиной кислоты). Из-
вестно, что при разделении на Hypercarb сила
водного элюента определяется концентрацией
муравьиной кислоты [23, 24].

Так, модельную смесь аналитов разделяли в
изократическом режиме 0.1%-ным раствором му-
равьиной кислоты в воде (рис. 1а). При этом не
удалось достичь полного разделения яблочной и
винной кислот. При использовании линейного
градиента (рис. 1с), наблюдали неполное разделе-
ние глюконовой и хинной кислот. Наилучшего
разделения аналитов удалось добиться в условиях
ступенчатого градиентного элюирования раство-
ром муравьиной кислоты (рис. 1б). Аналогичное
наблюдение сделано нами ранее при разделении
фосфорорганических аналитов [23, 24].

Ступенчатый градиент характеризуется в том
числе длительностью первого и второго участков
(100% фазы А и 100% фазы Б соответственно), а
линейный – продолжительностью перехода от
фазы А к фазе Б. Установлено, что в случае сту-
пенчатого градиента минимально необходимая
продолжительность первой стадии – так называ-
емого “уравновешивания” колонки водой перед
инжекцией – составила 5 мин (рис. 2). Дальней-
шее увеличение продолжительности этой стадии
мало влияло на времена удерживания аналитов.
Для линейного градиента оптимизирована про-
должительность перехода от фазы А (воды) к фазе
Б (водному раствору муравьиной кислоты), опти-
мальная величина составила 8 мин. Время урав-
новешивания колонки до инжекции составило
5 мин.

Увеличение концентрации муравьиной кисло-
ты приводит к увеличению силы элюента и, как
следствие, к сокращению продолжительности
анализа [23]. Так, увеличение концентрации му-
равьиной кислоты от 0.1 до 0.5% привело к умень-
шению времен удерживания аналитов, однако от-
рицательно сказалось на их разрешении во всех
режимах элюирования. Кроме того, сильно воз-
росли шумы, и ухудшилась форма пиков. В даль-
нейших экспериментах применяли 0.1%-ную му-
равьиную кислоту. При разделении карбоновых
кислот на углеродном сорбенте этот прием может
сократить продолжительность анализа и повы-
сить интенсивность сигналов при МС-детектиро-
вании.

В ионной хроматографии в качестве добавки к
подвижной фазе нередко используют органиче-
ские растворители, например метанол [16, 26] или
изопропанол [17]. В серии экспериментов по раз-
делению карбоновых кислот с различными до-
бавками метанола в подвижную фазу нами уста-
новлено, что добавка 1% (по объему) метанола
незначительно влияет на времена удерживания
большинства аналитов, однако улучшает разре-
шение между яблочной и винной кислотами в
изократическом режиме (рис. 3б). При добавке
5% метанола возможно перекрывание пиков ян-
тарной кислоты с пиками винной и яблочной
кислот (рис. 3в). На разрешении остальных ана-
литов увеличение доли метанола до 5% сказыва-
ется слабо. При доле метанола выше 5% наблюда-
ется сильное перекрывание пиков аналитов.

При градиентном элюировании аналитов рас-
твором, содержащим одновременно муравьиную
кислоту и метанол, сложно учесть отдельно влия-
ние каждого из этих компонентов. В связи с этим
проводили отдельные эксперименты, в ходе кото-
рых концентрацию одного из компонентов по-
движной фазы фиксировали, а другого – меняли.
Установлено, что градиент метанола при фикси-
рованной концентрации муравьиной кислоты
мало влияет на удерживание карбоновых кислот;
основное влияние на времена выхода аналитов
оказывает градиент муравьиной кислоты. Сов-
местный градиент муравьиной кислоты и метано-
ла ухудшает разрешение глюконовой и хинной
кислот.

Таким образом, наилучшими условиями раз-
деления карбоновых кислот является ступенча-
тый градиент муравьиной кислоты без добавки
метанола (табл. 1). Значения Rs рассчитывали как
среднее из двух повторов. Величина Rs равна от-
ношению разности времен удерживания сосед-
них хроматографических пиков к полусумме их
ширин у основания.

В этих условиях наблюдали улучшение формы
пиков на хроматограмме по сравнению с полу-
ченными в изократическим режиме без добавки
метанола и снижение пределов обнаружения в
4.4–17.8 раз (табл. 2). Пределы обнаружения рас-
считывали в программе LabSolutions (параметр
Detection Limit) как среднее из двух повторов.
В изократическом режиме добавка метанола к
подвижной фазе также позволяет снизить преде-
лы обнаружения карбоновых кислот, однако, как
отмечено выше, параметры их разделения будут
несколько хуже.

Поскольку при определении карбоновых кис-
лот можно использовать не только МС-детекто-
ры, оценили возможность применения спектро-
фотометрического и кондуктометрического де-
текторов. Из-за отсутствия возможности
создания градиента подвижной фазы на ионном
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хроматографе выбрали наиболее подходящий со-
став элюента для изократических условий разде-
ления, а именно 0.1%-ный раствор муравьиной
кислоты в воде с добавлением 1% метанола. Та-
кие же условия воспроизвели на приборе Shimad-
zu с диодно-матричным детектором.

При использовании хроматографа Shimadzu с
диодно-матричным детектором в изократиче-
ском режиме на хроматограмме наблюдали лишь
часть присутствующих в смеси кислот (рис. 4а):
молочную, глюконовую, яблочную, винную. По-
глощение остальных аналитов слишком мало,

Рис. 1. Хроматограммы, полученные при разделении карбоновых кислот на колонке с пористым графитированным
углеродом. Разделяли молочную (1), глюконовую (2), хинную (3), яблочную (4), винную (5) и янтарную (6) кислоты.
cаналитов = 10 мкг/мл; инжектировали 3 мкл раствора; фаза А – вода, фаза Б – 0.1%-ная НСООН. (а) – изократический
режим, (б) – ступенчатый градиент, (в) – линейный градиент.
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чтобы их можно было надежно детектировать
спектрофотометрически даже при длине волны
210 нм. Детектировать пик янтарной кислоты не
представляется возможным из-за низкой чув-
ствительности детектора.

При работе на хроматографе Metrohm с кон-
дуктометрическим детектированием (рис. 4б)

удалось идентифицировать в смеси молочную,
хинную, яблочную и винную кислоты. Суще-
ственной проблемой при использовании кондук-
тометрического детектора является необходи-
мость отключать систему подавления фоновой
электропроводности из-за ее несовместимости с
кислотными подвижными фазами. Это приводит
как к снижению чувствительности, так и к увели-

Рис. 2. Зависимость времени удерживания аналитов от длительности “уравновешивания” колонки фазой А. Разделя-
ли молочную (1), глюконовую (2), хинную (3), винную (4) и янтарную кислоты (5). cаналитов = 10 мкг/мл, инжектиро-
вали 3 мкл раствора.
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Таблица 1. Разрешение (Rs) некоторых пар карбоновых кислот в зависимости от выбранного режима элюирова-
ния (фаза А – Н2О)

Обозначения: “изо.” – изократический режим, “ступ.” – ступенчатый градиент, “лин.” – линейный градиент.

Пара кислот
0.1% HCOOH 0.5% 

HCOOH,
изо.

0.1% HCOOH +  
+ 1% MeOH

0.1% HCOOH +
+ 5% MeOH

изо. ступ. лин. изо. ступ. изо. ступ.

Глюконовая\хинная 1.66 1.26 0.09 1.75 1.16 1.00 1.23 1.26
Янтарная\винная 5.47 5.59 2.54 5.18 3.47 3.03 1.06 0.75
Яблочная\винная 0.49 1.22 2.27 0.12 1.15 2.11 1.90 2.01

Таблица 2. Пределы обнаружения (мкг/мл) аналитов при разных режимах элюирования*

Обозначения: “изо.” – изократический режим, “ступ.” – ступенчатый градиент.

Аналит 0.1% HCOOH изо. 0.1% HCOOH ступ. 0.1% HCOOH + 
+ 1% MeOH изо.

0.1% HCOOH +
+ 5% MeOH изо.

Молочная кислота 0.89 0.05 0.29 0.08
Глюконовая кислота 0.57 0.07 0.39 0.13
Хинная кислота 2.78 0.47 1.27 0.49
Яблочная кислота 0.71 0.16 0.22 0.13
Винная кислота 1.16 0.12 0.35 0.12
Янтарная кислота 2.21 0.15 0.62 0.16
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чению дрейфа базовой линии. В случае примене-
ния градиента концентрации муравьиной кисло-
ты скачок базовой линии в несколько сотен раз
превышает высоту пиков карбоновых кислот, что
делает нецелесообразным использование этого
приема разделения совместно с кондуктометри-
ческим детектированием.

* * *

Таким образом, предложенный ранее нашей
научной группой прием предварительного урав-
новешивания колонки водой с последующим сту-
пенчатым градиентом концентрации муравьиной
кислоты при разделении аналитов на пористом

Рис. 3. Влияние концентрации метанола в подвижной фазе на разрешение карбоновых кислот при разделении в изо-
кратическом режиме. Аналиты: 1 – молочная, 2 – глюконовая, 3 – хинная, 4 – яблочная, 5 – винная, 6 – янтарная
кислоты. Концентрация аналитов 10 мкг/мл, инжектировали 3 мкл. Изократический режим элюирования; фаза А –
вода; фаза Б – 0.1%-ная НСООН (а), 0.1%-ная НСООН + 1%-ный МеОН (б), 0.1%-ная НСООН + 5%-ный МеОН (в).

25

20

15

10

5

0
–5 0 5 10 15 20

1

2

4 5

6

Время, мин

T
IC

, и
м

п/
с

(в) 3

×104

14

12

10

6

8

4

2

0
–5 0 5 10 15 20

1

2

4 5
6T

IC
, и

м
п/

с

(б)
3

×104

10

9

8

6

7

5

4

3

2
–5 0 5 10 15 20

1

2

4, 5

6T
IC

, и
м

п/
с

(а) 3

×104



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 77  № 10  2022

ВЭЖХ-РАЗДЕЛЕНИЕ КАРБОНОВЫХ КИСЛОТ 929

графитированном углеродном сорбенте оказался
эффективным и при разделении карбоновых кис-
лот. Этот прием позволил добиться хорошего раз-
решения пиков аналитов и снижения пределов
обнаружения в 4.4–17.8 раз по сравнению с их
разделением в изократических условиях 0.1%-
ной муравьиной кислотой.
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