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Задача определения органических соедине-
ний в разнообразных объектах становится все
более значимой в условиях производства и ис-
пользования огромного числа химических ве-
ществ [1, 2]. Как правило, определению органи-
ческих соединений предшествует подготовка
проб, включающая выделение искомых соеди-
нений из анализируемой матрицы, отделение их
от мешающих компонентов и концентрирова-
ние [3–6]. В рамках миниатюризации методов
пробоподготовки в настоящее время активно
разрабатываются и развиваются различные ва-
рианты жидкостно-жидкостной микроэкстрак-
ции (ЖЖМЭ), которые не противоречат прин-
ципам “зеленой аналитической химии”, а также
являются эффективным способом повышения
чувствительности аналитических методов [6–8].
Под ЖЖМЭ подразумевают экстракцию из вод-
ного раствора в небольшое количество несме-
шивающегося с водой растворителя (до 100 мкл).
Применение ЖЖМЭ позволяет значительно
упростить пробоподготовку, уменьшить или
полностью исключить применение токсичных
растворителей, сократить продолжительность
анализа, объединить в одну стадию экстракцию
и введение пробы в прибор [9].

Известно несколько методов ЖЖМЭ органи-
ческих соединений, различающихся по способу
осуществления процесса: дисперсионная жид-
костно-жидкостная микроэкстракция (disper-
sive liquid–liquid мicroextraction), капельная
микроэкстракция (single drop liquid-phase micro-
extraction), мембранная микроэкстракция в по-
лое волокно (hollow fiber microextraction) [10, 11]
и гомогенная жидкостная (жидкостно-жидкост-
ная) микроэкстракция (ГЖМЭ, homogenous liq-
uid–liquid microextraction, HLLME) [12, 13]. В
отличие от первых трех методов, в ГЖМЭ в каче-
стве экстрагентов используют смешивающиеся
с водой гидрофильные растворители. Метод
ГЖМЭ нашел применение для выделения по-
лярных органических соединений из различных
объектов и их последующего определения непо-
средственно в экстрактах методами ВЭЖХ и ка-
пиллярного электрофореза. В настоящем обзоре
обобщены работы, описывающие различные ва-
рианты ГЖМЭ, приведена классификация та-
ких вариантов, описаны способы осуществле-
ния, особенности сочетания с другими метода-
ми пробоподготовки и методами последующего
определения органических соединений в раз-
личных объектах.
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ПРИНЦИП ГОМОГЕННОЙ ЖИДКОСТНОЙ 
ЭКСТРАКЦИИ, ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 

И КЛАССИФИКАЦИЯ

Гомогенная жидкостная (жидкостно-жид-
костная) экстракция (ГЖЭ, homogenous liquid–
liquid extraction, HLLE), или экстракция гидро-
фильными растворителями, была предложена в
1973 г. на волне интереса к выделению полярных
органических соединений и биологически актив-
ных веществ, которые плохо экстрагируются гид-
рофобными органическими растворителями [14].
В этом способе в качестве экстрагентов использу-
ют полярные растворители, полностью (ацето-
нитрил, ацетон, этанол, пропанол, изопропанол)
или частично (бутанол, изобутанол, пентанол,
изопентанол, метилэтилкетон) смешивающиеся
с водой [15]. В первых работах, посвященных
ГЖЭ, фазовое разделение двух- или трехкомпо-
нентных систем растворителей осуществляли за
счет введения в водную пробу больших количеств
нейтральных солей – высаливателей [16–19]. Со-
ли снижают растворимость гидрофильных рас-
творителей в воде, в результате чего образуется
самостоятельная органическая фаза. При этом
бинарная система с неограниченной смешивае-
мостью превращается в тройную с ограниченной
растворимостью органического растворителя в
водном растворе высаливателя [20]. В качестве
высаливателей применяют нитраты, сульфаты,
хлориды, карбонаты калия, натрия или аммония.
Позже было показано, что фазовое разделение
двух- или трехкомпонентных систем растворите-
лей можно осуществлять также путем добавления
сахаров [21], изменения рН [22], температуры [23]
или введения в гомогенный раствор небольшого
количества гидрофобного растворителя [24].

К гомогенной экстракции относится и экс-
тракция полиэтиленгликолями и различными во-
дорастворимыми полимерами. В этом способе в
качестве экстрагентов используют водные рас-
творы экологически безопасных полиэтиленгли-
колей, поливиниловый спирт, поливинилпирро-
лидон и другие водорастворимые полимеры, пол-
ностью смешивающиеся с водой, легко
разлагаемые микроорганизмами [25–27]. Система
также расслаивается на две водные несмешиваю-
щиеся фазы за счет введения больших количеств
неорганических солей – фазообразователей. Верх-
ний слой представляет собой насыщенный водный
раствор полимера (играет роль органической фа-
зы), тогда как нижний водный слой насыщен со-
лью-фазообразователем. К достоинствам исполь-
зования водорастворимых полимеров в качестве
экстрагентов можно отнести незначительное
влияние гидратации на перенос экстрагируемого
вещества из одной фазы в другую (обе фазы со-
держат значительные количества воды) и высо-
кую комплексообразующую способность поли-

меров по отношению к биологически активным
веществам.

В последние годы метод ГЖЭ все чаще реали-
зуют в варианте гомогенной жидкостной микро-
экстракции (ГЖМЭ, 2009 г.) [28]. В ГЖМЭ в ка-
честве экстрагентов используют небольшие объе-
мы (микролитры) гидрофильных органических
растворителей. Как и в “классической” ГЖЭ, в
ГЖМЭ одновременно происходит фазовое разде-
ление гомогенного раствора и извлечение орга-
нических соединений в фазу экстрагента. Благо-
даря чрезвычайно большой площади поверхно-
сти раздела между водной и органической
фазами, равновесие в этом методе устанавливает-
ся очень быстро. ГЖМЭ – простой и универсаль-
ный метод концентрирования, обеспечивающий
снижение расхода реагентов и растворителей,
времени экстракции и стоимости анализа. Отпа-
дает необходимость в реэкстракции, так как по-
лучаемый концентрат смешивается с водой, что
существенно упрощает последующее определе-
ние. В зависимости от причины, вызвавшей раз-
деление фаз, различают ГЖМЭ с высаливанием
экстрагента, ГЖМЭ с высахариванием экстра-
гента, ГЖМЭ, основанную на изменении рН,
температуры или добавлении гидрофобного рас-
творителя. Классификация вариантов ГЖМЭ в
зависимости от фактора, вызывающего образова-
ние фазы экстрагента, приведена в табл. 1.

ГОМОГЕННАЯ ЖИДКОСТНАЯ 
МИКРОЭКСТРАКЦИЯ 

С ВЫСАЛИВАНИЕМ ЭКСТРАГЕНТА
Из различных вариантов ГЖМЭ наибольшее

распространение получила гомогенная жидкост-
ная микроэкстракция с высаливанием экстраген-
та. В этом случае самостоятельная органическая
фаза образуется в результате добавления неорга-
нических солей (высаливателей, высаливающих
агентов), которые снижают растворимость по-
лярных растворителей в воде. За этим методом в
англоязычной литературе закрепился ряд терми-
нов, таких как salting-out assisted liquid–liquid ex-
traction, miniaturized salting-out liquid–liquid ex-
traction, salting-out homogenous extraction, salting-
out homogenous liquid–liquid extraction, что зача-
стую затрудняет поиск необходимой информа-
ции. Метод получил широкое распространение,
прежде всего, в анализе биологических объектов,
о чем свидетельствует информация, представлен-
ная в обзорах [29, 30].

Чаще всего ГЖМЭ с высаливанием экстраген-
та проводят в центрифужных пробирках, а не-
большие количества органической фазы отбира-
ют при помощи микрошприцев или миниатюр-
ных стеклянных сосудов. Приведем несколько
примеров. На рис. 1 приведена схема ГЖМЭ, ко-
торую использовали для выделения из плазмы
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крови ламивудина и зидовудина, входящих в со-
став противовирусного препарата [31]. В микро-
пробирку (2 мл) помещали 500 мкл плазмы крови
и 400 мкл фосфатного буферного раствора. Затем
добавляли 200 мкл ацетонитрила и 0.25 г сульфата
натрия в качестве экстрагента и высаливателя со-
ответственно. Смесь встряхивали с использова-
нием вихревого смесителя в течение 2 мин. Для
определения применяли 10 мкл ацетонитрильно-
го экстракта, который непосредственно вводили
в систему ВЭЖХ с ультрафиолетовым детектором
(ВЭЖХ-УФ). Пределы обнаружения ламивудина
и зидовудина составили 6 и 3 нг/мл.

Предложенную в работе [32] схему проведения
ГЖМЭ использовали для концентрирования
сульфаниламидов из речной воды, мочи и разбав-
ленного водой меда; органическую фазу отбирали
микрошприцем. В пробирку (1 мл) помещали
0.5 мл анализируемого раствора, добавляли 0.5 г
хлорида натрия и 100 мкл ацетонитрила, переме-
шивали в течение 1 мин и переносили в шприц
объемом 1 мл. Шприц переворачивали острием
иглы вверх и оставляли в таком положении на
10 мин для образования двух отдельных фаз. По-
сле этого плунжером шприца выдавливали орга-
ническую фазу, отбирали 10 мкл, разбавляли по-
движной фазой в соотношении 1 : 2 для последу-

Таблица 1. Классификация вариантов гомогенной жидкостной микроэкстракции в зависимости от причины,
вызывающей образование фазы экстрагента

Полное и сокращенное название способа Причина, вызывающая образование фазы 
экстрагента

Гомогенная жидкостная микроэкстракция с высаливанием экс-
трагента (salting-out assisted liquid–liquid extraction, SALLE)

Введение в гомогенный раствор большого 
количества солей

Гомогенная жидкостная микроэкстракция с высахариванием экс-
трагента (sugaring-out assisted liquid–liquid extraction, SULLE)

Введение в гомогенный раствор большого 
количества сахаров

Гомогенная жидкостная микроэкстракция, основанная на изме-
нении рН (pH-assisted homogeneous liquid–liquid microextraction)

Изменение кислотности гомогенного раствора

Гомогенная жидкостная микроэкстракция, основанная на изме-
нении температуры системы (subzero-temperature assisted liquid–
liquid extraction, STLLE)

Понижение температуры

Гомогенная жидкостная микроэкстракция, основанная на введе-
нии в гомогенный раствор небольшого количества гидрофобного 
растворителя (hydrophobic-solvent assisted liquid–liquid extraction, 
HSLLE)

Введение в гомогенный раствор небольшого 
количества гидрофобного растворителя и/или 
последующее разбавление водой

Гомогенная жидкостная микроэкстракция, основанная на 
использовании трехкомпонентных гомогенных систем

Введение в гомогенный раствор солей или раз-
бавление водой

Гомогенная жидкостная микроэкстракция, основанная на 
использовании глубоких эвтектических растворителей

Введение в гомогенный раствор апротонных 
растворителей

Рис. 1. Схема осуществления гомогенной жидкостной микроэкстракции с высаливанием в микропробирке [31].

1) Добавление 200 мкл
ацетонитрила

2) Добавление соли

3) Перемешивание

4) Анализ

фазы методом

Водная фаза

Образец и фосфатный
буферный раствор (pH 9)

Органическая фаза

ВЭЖХ

органической
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ющего определения сульфаниламидов методом
ВЭЖХ-УФ. Пределы обнаружения сульфанил-
амидов составили 1.4–4.5 нг/мл.

Интересный вариант осуществления ГЖМЭ,
основанный на использовании пары шприцев,
соединенных между собой, предложен для выде-
ления сульфаниламида из различных сложных
матриц (речной воды, плазмы крови, мочи, моло-
ка) [33]. В первый шприц отбирали 0.5 мл анали-
зируемой пробы, из которой предварительно уда-
ляли твердые частицы и белки, добавляли хлорид
натрия (250 мг/мл) и перемешивали в течение 10 с
до образования гомогенного раствора. Затем во
второй шприц отбирали 250 мкл ацетонитрила.
Шприцы соединяли и попеременно, 5 раз, пере-
качивали их содержимое из одного в другой. По-
сле завершения последнего цикла шприцы раз-
мещали вертикально, разъединяли и дожидались
разделения фаз в течение 2 мин. Затем плунжером
шприца выдавливали верхний слой (ацетонит-
рильный концентрат) к узкому кончику шприца,
отбирали 20 мкл органической фазы и определя-
ли сульфаниламиды методом ВЭЖХ-УФ с преде-
лом обнаружения 0.3 нг/мл.

Чтобы облегчить сбор экстракта после ГЖМЭ,
в работах [34, 35] использовали специальный со-
суд со встроенным стеклянным капилляром. Схе-
ма ГЖМЭ, которую применили для выделения
пестицидов из соков, и изображение соответству-
ющего устройства с указанием размеров приведе-
ны на рис. 2.

Для повышения производительности ГЖМЭ в
сочетании с последующим определением анали-
тов методом ВЭЖХ–тандемной масс-спектро-
метрии (ВЭЖХ–МС/МС) предложено использо-

вать 96-луночные планшеты со съемными про-
бирками или планшеты с глубокими лунками
емк. 2.0–2.2 мл [36, 37]. В пробирки помещали от
5 до 500 мкл анализируемых образцов (плазма,
моча), от 50 до 200 мкл раствора соли и от 200 мкл
до 1 мл органического растворителя. Соотноше-
ние компонентов подбирали таким образом, что-
бы общий объем смеси не превышал 1.5 мл. Не-
смотря на то, что две фазы образуются в течение
нескольких минут после добавления соли, для об-
легчения разделения фаз проводили центрифуги-
рование.

Основными параметрами, которые варьируют
при выборе условий ГЖМЭ, являются природа
растворителя [28, 31–35, 38–50] и высаливателя
[28, 31, 34, 35, 39, 41–45, 48, 49, 51, 52]. В качестве
полярного растворителя – экстрагента в ГЖМЭ в
основном используют ацетонитрил [28, 31–33,
36–42, 45, 48–51, 53–59]. По сравнению с ацето-
ном [43, 47], изопропиловым спиртом [34, 35, 60],
тетрагидрофураном [44] и этанолом [61], которые
реже применяют в качестве экстрагентов, для
разделения фаз необходим меньший объем аце-
тонитрила. В ацетонитрильный экстракт хорошо
извлекаются не только гидрофильные, но и неко-
торые гидрофобные органические соединения.
Ацетонитрильные экстракты содержат меньшее
количество воды и солей, вследствие чего мат-
ричные компоненты, присутствующие в пробе,
загрязняют их в меньшей степени. По сравнению
с другими растворителями, ацетонитрил лучше
сочетается с последующим определением анали-
тов методом ВЭЖХ или капиллярного электро-
фореза (КЭ), так как он часто входит в состав по-
движных фаз. Кроме того, при анализе биологи-

Рис. 2. Схема гомогенной жидкостной микроэкстракции, которую использовали для выделения пестицидов из соков
(а), и коллектор органической фазы (б) [34].

(а)

(б)

Разбавление соков
деионизованной водой в

соотношении 1 : 1

Отбор 5 мл образца

в 10-мл пробирку

Добавление 200 мкл изопропанола
для получения гомогенного

раствора

Добавление высаливателя

(Na2SO4, 40% w/v)

Перемешивание Центрифугирование

Пленка собираемой
органической фазы

Сбор 1 мкл органической

фазы и инжекция в газовый
хромотограф

Органическая фаза

Водная фаза

Использование самодельного
коллектора

для сбора органической фазы 

12.5 мм

12.5 мм

12 см

Пробирка Коллектор

3 см

1 мм

7.5 см
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ческих проб на первом этапе ацетонитрил часто
используют для отделения белков [29, 30, 40].

Высаливатели обычно подбирают эмпириче-
ски для каждой конкретной системы, однако есть
ряд общих требований, которые необходимо учи-
тывать при их выборе. Высаливатели должны хо-
рошо растворяться в воде и практически не рас-
творяться в полярном органическом растворите-
ле. Желательно, чтобы ионы, входящие в состав
солей-высаливателей, обладали большими энер-
гиями гидратации. Известно, что высаливающая
способность катионов и анионов уменьшается в
лиотропных рядах: Mg2+ > Са2+ > Sr2+ > Ва2+ > Li+ >
> Na+ > K+ >  > Rb+ > Cs+ и  > CH3COO– >

> Cl– >  > Br– > I– > CNS– [29, 30, 62]. Кроме
того, при выборе высаливателей учитывают при-
роду экстрагируемых органических соединений,
тип анализируемой пробы, а также метод после-
дующего определения. Высаливающий эффект
проявляется при концентрациях солей, близких к
насыщению, и в зависимости от используемой
соли ее концентрация составляет от 1–3 М.

Среди описанных комбинаций раствори-
тель/высаливатель можно отметить следующие:
ацетонитрил/сульфат аммония [28, 38, 39, 42, 52,
59], ацетонитрил/хлорид натрия [32, 33, 40, 56],
ацетонитрил/сульфат натрия [31, 53], ацетонит-
рил/формиат аммония [37, 54], ацетонитрил/аце-
тат аммония [48, 58], ацетонитрил/карбонат натрия
[57], ацетонитрил/сульфат магния [45], ацетонит-
рил/хлорид магния [46], изопропанол/сульфат на-
трия [34, 60], изопропанол/сульфат аммония [35],
ацетон/хлорид магния [43], ацетон/сульфат на-
трия [47], тетрагидрофуран/сульфат натрия [44],
этанол/сульфат аммония [61]. В некоторых случа-
ях в качестве высаливателей используют комби-
нации из двух солей: ацетонитрил/хлорид на-
трия/сульфат магния [41], ацетонитрил/сульфат
натрия/хлорид натрия [55] (а также гидроксид на-
трия [49, 50]).

Для биологических объектов, подлежащих
анализу методом ВЭЖХ–МС, в качестве высали-
вателей предпочитают использовать органиче-
ские соли, не мешающие масс-спектрометриче-
скому детектированию, например формиат ам-
мония [37, 54] или ацетат аммония [58], и
стараются не использовать хлорид натрия, так
как наличие ионов натрия усложняет интерпре-
тацию масс-спектров. Напротив, хлорид натрия
является идеальным высаливающим агентом при
сочетании ГЖМЭ с КЭ [40], так как в этом методе
его часто используют в составе подвижных фаз. В
сочетании с ВЭЖХ-УФ чаще других применяют
сульфат аммония [28, 35, 38, 42, 52, 59] и хлорид
натрия [32, 33, 56].

Наряду с водорастворимыми органическими
растворителями в ГЖМЭ начали применять ион-

4NH+ 2
4SO −

3NO−

ные жидкости (ИЖ) [63–68]. Часто такой вариант
называют экстракцией в двухфазных водных си-
стемах (ionic liquid-based aqueous biphasic systems,
или ionic liquid-based aqueous two phase systems) [68].
В качестве примера приведем методику, которую
использовали для концентрирования фторхиноло-
нов и сульфаниламидов из молока [65].

Важными факторами при выборе условий
пробоподготовки органических соединений с
применением метода ГЖМЭ являются объемы
анализируемой пробы и экстрагента, так как их
соотношение прежде всего сказывается на значе-
ниях коэффициентов концентрирования. Объемы
анализируемой пробы и экстрагента варьируют в
зависимости от типа анализируемого объекта и
природы полярного растворителя, выбранного в
качестве экстрагента, а также чувствительности ме-
тода последующего определения. Так, при анализе
плазмы крови объем анализируемой пробы ва-
рьирует от 25 до 500 мкл, а объем экстрагента –
ацетонитрила от 50 до 200 мкл, тогда как при ана-
лизе мочи эти объeмы составляют 100–1000 и
150–500 мкл соответственно. При анализе вод-
ных растворов объем анализируемой пробы мо-
жет изменяться от 1 до 10 мл, а объем экстрагента
от 100 до 800 мкл. При выборе объема экстрагента
важно учитывать минимальный объем, который
может образоваться из гомогенного раствора по-
сле добавления высаливателя. В работе [32] пока-
зано, что для образования второй фазы к 1 мл вод-
ной фазы необходимо добавить 500, 300 и 800 мкл
изопропилового спирта, ацетонитрила и ацетона
соответственно.

Для повышения эффективности концентри-
рования ГЖМЭ комбинируют с дисперсионной
ЖЖМЭ [69, 70] или дисперсионной твердофаз-
ной экстракцией [71, 72]. В некоторых случаях
ГЖМЭ сочетают с дериватизацией, которую про-
водят для превращения аналитов в окрашенные
или флуоресцирующие производные [28, 46, 49,
52, 53]. Для получения производных в этом случае
требуются очень небольшие объемы дериватизи-
рующих реагентов и растворителей.

Чаще всего ГЖМЭ с высаливанием экстраген-
та применяют для выделения лекарственных со-
единений из различных биологических объектов:
плазмы [29–31, 36–38, 46–48, 50, 51, 64] и сыво-
ротки [38, 43, 44] крови человека, мочи [29, 30, 32,
33, 38, 40, 44, 47, 50, 56, 58], слюны [49], плазмы
крови животных [45, 54], тканей [55]. С использо-
ванием ГЖМЭ из перечисленных биологических
объектов выделяли ламивудин и зидовудин [31],
сульфаниламиды [32, 33, 64], лопинавир и рито-
навир [36], симвастатин и симвастатиновую кис-
лоту [37], амоксапин и нортриптилин в виде про-
изводных с тиомочевиной [38], аторвастатин [43],
биомаркеры нервных агентов [44], витамин К и
его гомологи [46], энантиомеры варфарина [40],
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энтекавир [51], фторхинолоновые антибиотики
[45, 47], фебуксостат [48], диклофенак [49], мет-
формин, буформин и фенформин [50], тримета-
зидин [54], метоксетамин [55], амфетамины [56],
β-блокаторы и их метаболиты [58]. Выделенные
аналиты определяли непосредственно в концен-
тратах методом ВЭЖХ с ультрафиолетовым [31–
33, 38, 42, 50, 56, 58, 64], флуоресцентным [45–
47], диодно-матричным [48], масс-спектрометри-
ческим [51] и тандемным масс-спектрометриче-
ским [36, 37, 54, 55] детекторами, методом газо-
вой хроматографии с пламенно-ионизационным
детектором [34] и методом КЭ [40, 73]. ГЖМЭ с
высаливанием экстрагента применяли также для
выделения карбонильных соединений [28], суль-
фаниламидов [32, 33], фторхинолонов [42, 45],
гербицидов – производных сульфонилмочевины
[42] и красителей [39] из природных вод. Из соков
с помощью этого метода выделяли пестициды
[34, 60], гербициды [42, 66]; из напитков – био-
генные амины [52]; из меда – сульфаниламиды
[32, 33, 59], фторхинолоны [45] и неоникотиноид-
ные инсектициды [58]; из молока – фторхиноло-
ны [45, 63]. Одной из важных и все еще не решен-
ных проблем является автоматизация как самой
процедуры ГЖМЭ, так и всего анализа с приме-
нением ГЖМЭ. Работ в этом направлении вы-
полнено немного [74–76].

К достоинствам ГЖМЭ с высаливанием мож-
но отнести быстрое установление равновесия,
простоту осуществления, низкую стоимость. К
недостаткам этого варианта ГЖМЭ можно отне-
сти то, что фазы разделяются при высокой кон-
центрации солей, наличие которых в экстракци-
онной системе может привести к нежелательным
химическим реакциям, вызвать проблемы с за-
грязнением и коррозией оборудования и затруд-
нить последующее определение, например, ока-
зать влияние на ионизацию соединений в услови-
ях масс-спектрометрического детектирования. В
качестве альтернативы традиционным неоргани-
ческим солям-высаливателям предложено ис-
пользовать сахариды, которые по аналогии с вы-
саливателелями стали называть “высахариваю-
щими агентами”.

ГОМОГЕННАЯ ЖИДКОСТНАЯ 
МИКРОЭКСТРАКЦИЯ С 

ВЫСАХАРИВАНИЕМ ЭКСТРАГЕНТА
Гомогенная жидкостная микроэкстракция с

высахариванием экстрагента основана на экс-
тракции веществ в полярный органический рас-
творитель (обычно ацетонитрил) и разделении
фаз за счет добавления больших количеств моно-
или дисахаридов (“высахаривающиющих аген-
тов”), которые снижают растворимость поляр-
ных растворителей в воде. Не так давно (2008 г.)
установлено, что ацетонитрил, который смеши-

вается с водой в любой пропорции, образует двух-
фазные системы в присутствии глюкозы, фрукто-
зы, ксилозы, мальтозы, арабинозы и сахарозы
[21, 77–80]. Эффект высахаривания (sugaring-out
effect) объясняют способностью сахаридов – по-
лярных молекул, содержащих большое количе-
ство гидроксильных групп, образовывать более
прочные водородные связи с водой по сравнению
с ацетонитрилом и экстрагируемыми органиче-
скими соединениями. При добавлении сахаридов
к гомогенному раствору вода–ацетонитрил–ана-
лит происходит отрыв молекул воды от гидрати-
рованных молекул ацетонитрила. Дегидратиро-
ванные молекулы ацетонитрила агрегируют с об-
разованием новой фазы, содержащей молекулы
экстрагированного органического соединения.

Выше отмечено, что в качестве экстрагента в
методе ГЖМЭ с высахариванием экстрагента в
основном используют ацетонитрил [81–90]. Еди-
ничные работы, опубликованные в последние го-
ды, указывают на то, что эффект высахаривания
наблюдается и в смесях вода–изопропанол [91],
вода–1-бутанол [92], вода–этилацетат [93], одна-
ко эти растворители пока не нашли применения в
ГЖМЭ.

Основными параметрами, которые варьируют
при выборе условий экстракции, являются тип
высахаривающего агента [82–85], объем ацето-
нитрила в водно-ацетонитрильном растворе и
концентрация сахарида [82–86, 90]. В качестве
высахаривающего агента в этом варианте ГЖМЭ
в основном используют глюкозу из-за более низ-
кой вязкости ее раствора [81–87]. Как правило,
применяют растворы, содержащие равные объе-
мы ацетонитрила и воды, так как при меньшем
количестве ацетонитрила не происходит разделе-
ния фаз, а при увеличении количества ацетонит-
рила до 70% снижается концентрация целевых
аналитов в ацетонитрильном экстракте, что при-
водит к уменьшению чувствительности определе-
ния. В водно-ацетонитрильном растворе с объем-
ным соотношением компонентов 1 : 1 разделение
фаз наблюдается при концентрации глюкозы
15 мг/мл или выше. Как правило, концентрацию
глюкозы выбирают эмпирически, так как ее ко-
личество влияет не только на разделение фаз, но
и на степени извлечения аналитов в ацетонит-
рильный экстракт. В большинстве случаев
ГЖМЭ проводят при концентрации глюкозы
100–200 мг/мл. При определении органических
соединений в меде дополнительное введение са-
харов не требуется, так как мед по химическому
составу практически на 80% состоит из моно- и
олигосахаридов [88–90]. Для повышения эффек-
тивности ГЖМЭ в отдельных случаях в экстрак-
ционную систему вводят соли [84, 86, 89, 90].

Гомогенную жидкостную микроэкстракцию с
высахариванием экстрагента применяли для вы-
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деления лопинавира и ритонавира из плазмы
крови человека [81]; прокаинамида из мочи [83];
хонокиола, магнолола [82] и 2,4-дихлорбензило-
вого спирта, амилметакрезола, красителей [85] из
лекарственных препаратов; пестицидов из соков
[84]; 10-гидрокси-2-деценовой кислоты [86] и бис-
фенолов [87] из пчелиного молочка; сульфанил-
амидов [88], фенольных соединений [89] и поли-
циклических ароматических углеводородов (ПАУ)
[90] из меда. После ГЖМЭ выделенные аналиты
определяли непосредственно в экстрактах методом
ВЭЖХ с масс-спектрометрическим [81], спектро-
фотометрическим [82, 86], флуоресцентным [87, 88,
90] или электрохимическим [89] детектированием.
Для повышения производительности анализа раз-
работаны полностью автоматизированные методы,
основанные на on-line сочетании экстракции с
последующим определением аналитов методом
ВЭЖХ-УФ [83, 85] и ВЭЖХ–МС/МС [84].

По сравнению с ГЖМЭ с высаливанием,
ГЖМЭ в высахариванием экстрагента имеет ряд
преимуществ. Биоразлагаемые и нетоксичные са-
хара не реагируют с определяемыми аналитами,
они меньше влияют на окружающую среду, их
присутствие в экстракционной системе не вызы-
вает коррозию и загрязнение оборудования. Кро-
ме того, смесь ацетонитрил/вода является одной
из наиболее широко используемых подвижных
фаз в ВЭЖХ, что позволяет после процедуры вы-
сахаривания непосредственно вводить в ВЭЖХ-
систему ацетонитрильную фазу, обогащенную
аналитом. Недостатком использования ацето-
нитрила в описанных выше вариантах ГЖМЭ яв-
ляется необходимость проведения экстракции
при соотношении объемов водной и органиче-
ской фаз 1 : 1, что обусловливает низкий коэффи-
циент концентрирования. В качестве экстраген-
тов, позволяющих устранить этот недостаток,
предложены растворители с переключаемой гид-
рофильностью, обладающие уникальной способ-
ностью изменять гидрофильность в зависимости
от pH среды.

ГОМОГЕННАЯ ЖИДКОСТНАЯ 
МИКРОЭКСТРАКЦИЯ, ОСНОВАННАЯ 

НА ИЗМЕНЕНИИ рН
В ГЖМЭ, основанной на изменении рН, в ка-

честве экстрагентов применяют растворители с
переключаемой гидрофильностью (РПГ, switch-
able hydrophilicity solvents, 2010 г.), которые назы-
вают также “умными растворителями” [94]. Они
способны существовать в водных растворах в двух
формах, одна из которых является гидрофобной и
не смешивается с водой, а другая – гидрофильной
и полностью растворяется в воде. Такими свой-
ствами обладают некоторые органические осно-
вания: амидины, вторичные или третичные ами-
ны и диамины [94–99]. Преобразование одной

формы в другую инициируется пропусканием че-
рез систему углекислого газа или добавлением су-
хого льда. Кислотно-основная реакция между
гидрофобной формой амина и гидратированным
углекислым газом приводит к образованию гид-
рокарбоната протонированного амина, который
полностью растворим в воде. Обратный переход
гидрофильной формы растворителя в гидрофоб-
ную происходит либо при удалении СО2 из рас-
твора путем барботирования азота/воздуха или
добавления минеральной кислоты, либо при де-
протонировании амина за счет добавления рас-
твора щелочи. Для снижения растворимости ами-
на в отдельных случаях в систему вводят соль или
более гидрофильный амин [94–98].

Несмотря на то, что число РПГ постоянно рас-
ширяется [97–99], в этом варианте ГЖМЭ пока на-
шли применение лишь диметилциклогексиламин
(ДМЦГА) [100–103], дипропиламин [104–107], ди-
изобутиламин [108], триэтиламин [109] и октил-
амин [110]. Для получения растворимой формы
аминов в большинстве работ их смешивали с рав-
ным объемом воды, после чего смесь многократ-
но обрабатывали сухим льдом, а для разделения
фаз использовали раствор NaOH [100–104, 106,
109]. Недостаток такого варианта ГЖМЭ связан с
необходимостью использовать сухой лед для по-
лучения гидрофильной формы растворителя. На
примере дипропиламина – биоразлагаемого,
коммерчески доступного и недорогого вторично-
го амина, показано, что относительно длительная
процедура получения растворимой формы экс-
трагента при помощи углекислого газа может
быть заменена на более простую, основанную на
добавлении соляной кислоты [105]. Позже [107]
было показано, что в системе вода–дипропил-
амин гомогенный раствор образуется при пони-
жении температуры до 5°С, а последующее нагре-
вание до 25°С приводит к появлению фазы экс-
трагента. При использовании в качестве
экстрагента растворимого в воде октиламина для
разделения фаз использовали ацетонитрил [110].

Оснóвные растворители с переключаемой гид-
рофильностью применяли в ГЖМЭ для выделе-
ния ПАУ [100], триазиновых гербицидов [101],
ибупрофена, кетопрофена, диклофенака, мефе-
намовой кислоты, напроксена и 17-β-эстрадиола
[103], нитротолуола, 2,4-динитротолуола и 2,6-
динитротолуола [104] и фталатов [107] из природ-
ных вод; бисфенолов из молока и соков [102]; ме-
тамфетамина [105], метадона и трамадола из мочи
[106]; пестицидов из соков [108]; параквата из
речной воды, сока, мочи и плазмы крови [109];
меропенема из мочи и плазмы крови [110]. Выде-
ленные аналиты определяли методом газовой
хроматографии с масс-спектрометрическим [101,
105, 107] или пламенно-ионизационным [104,
106, 108] детекторами; методом ВЭЖХ со спек-
трофотометрическим [102, 109, 110] или диодно-
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матричным [103] детекторами; флуоресцентным
методом [100].

В качестве кислотных РПГ в методе ГЖМЭ на-
шли применение октановая [111, 112], гептановая
[113, 114], нонановая [115], пивалевая [116] и ди-
(2-этилгексил)фосфорная [117] кислоты, которые
полностью растворимы в водных щелочных рас-
творах, но образуют двухфазную систему при до-
бавления концентрированных минеральных кис-
лот. Гомогенные растворы октановой кислоты по-
лучали путем ее растворения в фосфатном
буферном растворе [111, 112], гептановой [113], пи-
валевой [116] и ди-(2-этилгексил)фосфорной [117] –
в аммиаке. Образующуюся после добавления мине-
ральных кислот органическую фазу отделяли цен-
трифугированием.

Для устранения стадии центрифугирования в
работах [114, 115] использовали новый вариант
метода, сочетающий ГЖМЭ и микроэкстракцию
путем диспергирования экстрагента, – гомоген-
ную жидкостную микроэкстракцию с разделени-
ем фаз углекислым газом. В англоязычной лите-
ратуре такой вариант микроэкстракции получил
название “Effervescence assisted liquid phase micro-
extraction” [118]. Для осуществления перехода
высшей карбоновой кислоты в гомогенную фазу
применяют карбонат натрия. Избыток карбоната
натрия позволяет осуществить фазовое разделение
благодаря углекислому газу, который выделяется в
результате взаимодействия карбонат-ионов с мине-
ральной кислотой. При этом нет необходимости
проводить дополнительную стадию центрифугиро-
вания. Схема ГЖМЭ с разделением фаз углекис-
лым газом приведена на рис. 3. Достоинством та-
кого подхода является возможность автоматизации
процедуры концентрирования и последующего
определения [114].

При выборе условий ГЖМЭ, основанной на
изменении рН, чаще всего варьируют соотноше-
ние объемов анализируемого раствора и РПГ,

объемы и концентрации сильных кислот или ос-
нований, необходимых для разделения фаз.

Кислотные РПГ применяли в ГЖМЭ для вы-
деления из природных вод хлорфенолов [111, 117],
хлорбензолов [112], фенолов [113], стероидных
гормонов [115]; из мочи – офлоксацина [114]; из
соков – пиретроидных инсектицидов [116]. Соеди-
нения определяли методом ВЭЖХ со спектрофото-
метрическим [111–113, 115, 117] и флуоресцентным
[114] детекторами, а также методом газовой хрома-
тографии с масс-спектрометрическим детектиро-
ванием [116].

ДРУГИЕ ВАРИАНТЫ ГОМОГЕННОЙ 
ЖИДКОСТНОЙ МИКРОЭКСТРАКЦИИ
Помимо солей, сахаров и изменения рН разде-

ление фаз в ГЖМЭ можно инициировать измене-
нием температуры или добавлением другого гид-
рофобного растворителя. Среди других вариан-
тов можно выделить ГЖМЭ с использованием
трехкомпонентных гомогенных систем и ГЖМЭ
с использованием глубоких эвтектических рас-
творителей.

Гомогенная жидкостная микроэкстракция, ос-
нованная на охлаждении. Этот вариант ГЖМЭ ос-
нован на явлении фазового разделения гомоген-
ного водно-ацетонитрильного раствора при низ-
ких температурах (–20°С и ниже) [23, 119–122].
Верхний слой, образующийся при разделении
фаз, представляет собой фазу, обогащенную аце-
тонитрилом и аналитами, а нижняя фаза представ-
ляет собой замерзшую фазу, обогащенную водой.
ГЖМЭ, основанная на охлаждении, не требует ис-
пользования дополнительных реагентов, экс-
тракты намного чище по сравнению с получае-
мыми при высаливании, однако стадия охлажде-
ния длится от 30 до 60 мин, что значительно
увеличивает продолжительность анализа. Кроме
того, степени выделения органических соедине-

Рис. 3. Предполагаемая схема гомогенной жидкостной микроэкстракции с разделением фаз углекислым газом [114].
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ний ниже, чем в других описанных вариантах
ГЖМЭ. В отечественной литературе этот метод
получил название экстракционное выморажива-
ние (extractive freezing-out) [123–131]. Для повы-
шения эффективности отделения экстракта от
водной замерзшей части предложено осуществ-
лять концентрирование одновременно с центри-
фугированием пробы [129, 130].

Гомогенную жидкостную микроэкстракцию,
основанную на охлаждении, использовали для
выделения из плазмы и сыворотки крови бензо-
диазепинов [23], барбитурата тиамилала [119], ко-
феина [125]; производных антрахинона из жид-
ких лекарственных форм [120]; полифенолов из
прополиса [121]; нитрофенолов [122] и фенолов
[124, 126] из вод; 1,4-бензодиазепинов [125] и пи-
ровалерона из мочи [131].

Гомогенная жидкостная микроэкстракция, ос-
нованная на введении в гомогенный раствор неболь-
шого количества гидрофобного растворителя. Еще
одним способом разделения фаз в гомогенном
водно-ацетонитрильном растворе является до-
бавление к нему небольших количеств неполяр-
ных растворителей, таких как метил-трет-бути-
ловый эфир [132] или хлороформ [133, 134]. Хлоро-
форм растворим в ацетонитриле, но нерастворим в
воде, из-за чего в его присутствии снижается рас-
творимость ацетонитрила в воде, индуцируя его вы-
деление в виде собственной фазы. Кроме того, в
присутствии гидрофобного растворителя увеличи-
ваются степени выделения гидрофобных соеди-
нений. Помимо хлороформа, разделение фаз в
водно-ацетонитрильном растворе вызывают не-
большие добавки толуола [135].

В качестве примера можно привести методику
определения лекарственных веществ (андрогра-
фолида, силденафила и финастерида) в плазме
крови методом хромато-масс-спектрометрии.
Процедура включала следующие операции: 1 мл
плазмы смешивали с 700 мкл ацетонитрила, а за-
тем к раствору добавляли 70 мкл хлороформа. По-
сле центрифугирования из верхней органической
фазы объемом 370 мкл отбирали 10 мкл и непо-
средственно вводили в систему ВЭЖХ–МС [134].
Пределы обнаружения андрографолида, силдена-
фила и финастерида составили 40, 2 и 0.5 нг/мл
соответственно.

Трехфазная гомогенная жидкостная микроэкс-
тракция. Помимо двухфазных гомогенных си-
стем, содержащих полярный органический рас-
творитель и воду, в ГЖМЭ применяют и трехком-
понентные гомогенные системы типа полярный
органический растворитель/неполярный органи-
ческий растворитель/вода [136–144]. В таких си-
стемах полярный растворитель обеспечивает рас-
творимость неполярного, а также гомогенное со-
стояние всей системы. В этом варианте ГЖМЭ
разделение фаз вызывают добавлением солей

[136–139] или воды [140–142], которые иниции-
руют выделение неполярного органического со-
единения в отдельную фазу.

Для выделения органических соединений из
различных объектов предложены следующие си-
стемы: ацетон/CCl4/вода/NaCl [136], мета-
нол/хлороформ/вода/NaCl [137], метанол/толу-
ол/вода/NaCl [138], метанол/гексан/вода/Na2SO4
[139]. Приведем несколько примеров. Для выде-
ления пестицидов малатиона, лямбда-цигалотри-
на и циперметрина из почв [136] на первом этапе
из проб почвы массой 4 г извлекали пестициды
10 мл ацетона при перемешивании в течение
30 мин на механическом шейкере. К 1 мл ацето-
нового экстракта, перенесeнного в стеклянную
центрифужную пробирку емк. 10 мл, добавляли
40 мкл CCl4 и перемешивали смесь до образова-
ния гомогенного раствора. Затем для выделения
фазы экстрагента добавляли 0.3 г NaCl. После
центрифугирования в течение 4 мин из нижней
органической фазы объемом 22 мкл отбирали
1 мкл для определения пестицидов методом газо-
вой хроматографии с детектором электронного
захвата. Пределы обнаружения пестицидов со-
ставили 0.01–0.04 нг/г.

Для определения хлорорганических пестици-
дов в молоке [139] к 5 г молока добавляли 10 мл
метанола, перемешивали в течение 60 с и центри-
фугировали при 3500 об/мин в течение 5 мин для
осаждения белков. Затем к 5.0 мл метанольного
экстракта добавляли 1.0 мл н-гексана и энергично
встряхивали смесь в течение 30 с. Насыщенный
раствор сульфата натрия (4 мл) добавляли в рас-
твор экстракта и затем отделяли фазу н-гексана
(верхний слой). Для определения пестицидов ме-
тодом газовой хроматографии с электронозахват-
ным детектором использовали 2.0 мкл экстракта,
который непосредственно вводили в хроматогра-
фическую систему. Пределы обнаружения соста-
вили 0.03–0.7 нг/мл.

Кроме солей, в трехфазных системах раство-
рителей образование отдельной фазы можно вы-
звать добавлением воды. Полярный растворитель
неограниченно смешивается как с водой, так и с
неполярным растворителем, и при добавлении
воды, которая смешивается только с полярным
растворителем, растворимость неполярного рас-
творителя в системе уменьшается, что приводит к
его выделению в отдельную фазу. В этом варианте
нашли применение системы растворителей мета-
нол/гексан/вода [140, 141] ацетонитрил/хлоро-
форм/вода [142], ацетонитрил/бутилацетат/вода
[143] и этанол/дихлорметан/вода [144], которые
использовали для выделения ПАУ [140] и пести-
цидов [141] из почв, пестицидов из рыбы [142] и
молока [143], кофеина из чая и кофе [144].
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Гомогенная жидкостная микроэкстракция, ос-
нованная на использовании глубоких эвтектических
растворителей. В качестве альтернативных рас-
творителей в жидкостной микроэкстракции в по-
следние годы начали использовать глубокие эв-
тектические растворители (ГЭР, deep eutectic sol-
vent, DES) [145, 146]. Их получают смешиванием
двух соединений, одно из которых выступает в
роли акцептора водородных связей, а второе яв-
ляется донором водородных связей. В результате
специфических взаимодействий между этими со-
единениями, в основном за счет образования во-
дородных связей, образуется эвтектическая смесь
с гораздо более низкой температурой плавления,
чем у любого из двух компонентов.

Глубокие эвтектические растворители и ион-
ные жидкости имеют близкие физико-химиче-
ские свойства. Они обладают повышенной рас-
творяющей способностью и низким давлением
пара, высокими электропроводностью, вязко-
стью и поверхностным натяжением, негорючи,
легко регенерируются и, как правило, не пред-
ставляют опасности для окружающей среды. По
сравнению с ионными жидкостями этот новый
класс растворителей обладает такими преимуще-
ствами, как простота получения, легкая доступ-
ность относительно недорогих и экологичных
компонентов, биоразлагаемость [147].

В различных методах ЖЖМЭ в большинстве
случаев применяют глубокие эвтектические рас-
творители на основе хлорида холина (2-окси-
этилтриметиламмоний хлорид). Широкому при-
менению хлорида холина способствуют его не-

токсичность, низкая стоимость, доступность и
биоразлагаемость. Хлорид холина условно отно-
сят к комплексу витаминов группы В и использу-
ют как добавку в производстве премиксов и компо-
нентов кормов для скота. Помимо хлорида холина
применяют и другие галогениды (метилтрифенил-
фосфоний бромид, бензилтрифенилфосфоний
хлорид, ацетилхолинхлорид, тетраметиламмоний
хлорид) [146, 147].

В ГЖМЭ в качестве экстрагентов используют
водорастворимые растворители на основе хлори-
да холина и соединений – доноров водородных
связей: фенола [148–151], этиленгликоля [152,
153], щавелевой кислоты [154], а также на основе
тетрабутиламмоний хлорида и декановой кисло-
ты [155] и на основе тетрабутиламмоний бромида
и гептанола [156]. Соотношение компонентов в
таких эвтектических смесях составляло 1 : 2, 1 : 3
либо 1 : 4. Разделение фаз осуществляют добавле-
нием небольших количеств апротонных раство-
рителей: тетрагидрофурана [148–151, 155], гекса-
на [152], этилацетата [153] и циклогексана [154].
Обычно после добавления апротонного органи-
ческого растворителя наблюдается образование
мутного раствора, поэтому для ускорения разде-
ления фаз проводят ультразвуковую обработку и
центрифугирование анализируемых проб. Схема
ГЖМЭ, основанная на применении в качестве
экстрагента смеси хлорида холина с фенолом (1 : 4),
которую использовали для определения малахи-
тового зеленого в водах, приведена на рис. 4 [149].

Новый прием разделения фаз в этом варианте
ГЖМЭ предложен в работе [156]. Обнаружено,

Рис. 4. Схема гомогенной жидкостной микроэкстракции, основанной на применении в качестве экстрагента смеси
хлорида холина с фенолом (1 : 4) для определения малахитового зеленого в водах [149].
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что глубокий эвтектический растворитель, образо-
ванный из тетрабутиламмоний бромида и гептано-
ла, разлагается при его добавлении к анализируе-
мой водной фазе, что приводит к образованию in situ
дисперсной органической фазы, в которую экстра-
гируются органические соединения.

Для выделения нестероидных противовоспа-
лительных препаратов (НПВП) из мочи и молока
те же авторы предложили синтезировать глубо-
кий эвтектический растворитель in situ путем до-
бавления к анализируемому раствору ментола.
Процедура предполагает выделение НПВП из
водной фазы образца путем формирования in situ
глубоких эвтектических смесей за счет образова-
ния водородной связи между гидроксильной
группой ментола и атомами кислорода карбок-
сильных групп НПВП [157, 158].

Глубокие эвтектические растворители приме-
няли в ГЖМЭ для выделения бензола, толуола и
ПАУ [148], малахитового зеленого [149], хлорор-
ганических пестицидов [153], родамина В [155] из
природных вод; кофеина из напитков [150, 151];
феруловой, кофейной и коричной кислот из
оливкового, миндального и кунжутного масел
[152]; ПАУ из морских рыб и водорослей [154];
родамина В из косметической продукции [155];
стероидных эстрогенов из лекарственных препа-
ратов [156]; НПВП из мочи [157] и молока [158].
Соединения определяли непосредственно в экс-
трактах методом ВЭЖХ сo спектрофотометриче-
ским [148, 150–152, 156, 157] и флуоресцентным
[154] детекторами, методом газовой хроматогра-
фии с масс-спектрометрическим детектировани-
ем [153], а также спектрофотометрическим мето-
дом [149, 155].

* * *
Гомогенная жидкостная микроэкстракция

представляет собой миниатюрную версию гомо-
генной жидкостно-жидкостной экстракции. В
отличие от других методов ЖЖМЭ, в этом методе
в качестве экстрагентов используют смешивающи-
еся с водой гидрофильные растворители (преиму-
щественно ацетонитрил). В различных вариантах
ГЖМЭ применяют разные способы образования
фазы экстрагента: высаливание, высахаривание, из-
менение рН или температуры, добавление неболь-
шого количества гидрофобного растворителя.
Метод ГЖМЭ нашел применение, прежде всего,
в биоанализе для выделения полярных органиче-
ских соединений и их последующего определе-
ния непосредственно в экстрактах без дополни-
тельной очистки современными аналитическими
методами: ВЭЖХ–МС, ВЭЖХ–МС/МС, ВЭЖХ-
УФ, КЭ. Простота процедуры подготовки образ-
цов с применением ГЖМЭ и возможность адап-
тации ее к автоматизированным системам анали-
за, быстрое установление равновесия, низкий

расход экстрагентов, сокращение продолжитель-
ности экстракции и стоимости анализа вызывают
все больший интерес к этому методу. Современ-
ный этап развития метода связан с появлением и
применением в анализе “зеленых” экстрагентов –
растворителей с переключаемой гидрофильно-
стью и глубоких эвтектических растворителей.
Этот метод пробоподготовки находит все более
широкое применение в анализе биологических
проб, объектов окружающей среды, пищевых
продуктов для концентрирования органических
соединений в широком диапазоне полярностей.

Работа выполнена в рамках темы по госзаданию
АААА-А16-116111750033-9.
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