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Использование методов жидкостной экстрак-
ции в химическом анализе обычно связано с зада-
чами устранения мешающего влияния матрицы
объекта и концентрирования аналитов [1–3]. Су-
ществует потребность в расширении арсенала ме-
тодов выделения растворимых, в том числе по-
лярных и ионогенных, органических веществ из
водных сред, обусловленная необходимостью по-
вышения эффективности их экстракции, сниже-
ния химического и термического воздействия на
исследуемый образец (исключение высаливания,
перегонки, упаривания), сокращения стадий
(фильтрование, обезвоживание экстрактов), улуч-
шения экономических показателей.

Предложенный в 2005 г. способ извлечения
растворимых органических соединений из водо-
содержащих сред [4], сочетающий экстракцию с
вымораживанием и получивший название “экс-
тракционное вымораживание” (ЭВ) [5, 6], успеш-
но решает большинство из указанных выше задач.
К настоящему времени ЭВ уже используют в ряде
методик химического анализа [7–12]. Для выделе-
ния биологически активных веществ (БАВ) пред-
ложен лабораторный регламент выделения сапо-
нинов из корней иглицы понтийской [13].

Установленные закономерности извлечения
карбоновых кислот и фенолов с помощью ЭВ
объяснены в рамках предложенной теоретиче-
ской модели [5, 6]. Она базируется на механизме
перераспределения аналита между предваритель-
но добавленным незамерзающим растворителем

(экстрагентом) и образующейся во время сниже-
ния температуры поверхностью кристаллической
фазы льда. В результате, получено выражение (1),
связывающее концентрацию целевого компо-
нента в экстракте сorg с его исходной массой в про-
бе mo и объeмом экстрагента Vextr:

(1)
где Keq − константа адсорбционно-десорбцион-
ного равновесия, устанавливающегося в отноше-
нии концентрации аналита в экстракте и на фор-
мирующейся поверхности льда; α − коэффици-
ент, связывающий концентрацию свободных
адсорбционных центров с объемом добавленного
в пробу экстрагента Vextr, см–5; β − коэффициент,
связывающий концентрацию занятых адсорбци-
онных центров с исходной массой экстрагируе-
мого вещества в пробе mo, мкг–1 см–2.

В итоге появилась возможность количествен-
ной оценки эффективности извлечения того или
иного вещества экстракционным выморажива-
нием из водных растворов с помощью введенного
параметра *Keq. По сути, он является коэффици-
ентом распределения аналита между объемом
жидкого экстрагента и поверхностью льда, по-
скольку пропорционален константе адсорбцион-
но-десорбционного равновесия Keq. Например,
установлено, что в гомологическом ряду одноос-
новных карбоновых кислот С2–С8 рост гидро-
фобности с удлинением молекулы кислоты со-
провождается увеличением коэффициента рас-

org eq o extr eq o extr/ / * / ,( )( ) ( )c K m V K m V= β α =

УДК 543:556.114

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ



772

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 75  № 9  2020

БЕХТЕРЕВ

пределения *Keq [5, 9]. Как показало дальнейшее
развитие метода, существенному возрастанию
коэффициента распределения *Keq аналита меж-
ду жидкой фазой экстракта и формирующейся
поверхностью льда, а следовательно, и повыше-
нию эффективности его экстракции, также спо-
собствует осуществление процесса в условиях
действия поля центробежных сил [14–16].

Исследование корреляций и установление за-
кономерностей экстракции является неотъемле-
мым этапом раскрытия возможностей метода и
оптимизации процедуры пробоподготовки. Это
важно также для прогнозирования поведения экс-
тракционных систем. В настоящей работе изучали
влияние рН и ряда других параметров на эффек-
тивность извлечения кофеина из водных раство-
ров экстракционным вымораживанием в условиях
действия центробежных сил (ЭВЦ).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ.
Реагенты. Использовали кофеин х. ч. (ООО

“Люмэкс”, С.-Петербург, Россия); ацетонитрил
“сорт 0” (ООО “НПК Криохром”, С.-Петербург,
Россия).

Аппаратура. Для приготовления модельных и
стандартных растворов кофеина в диапазоне кон-
центраций от 0.2 до 4520 мкг/мл, определения мас-
сы получаемого экстракта применяли аналитиче-
ские весы ЛВ-210-А (ЗАО “Сартгосм”, С.-Петер-
бург, Россия) с погрешностью взвешивания, не
превышающей 0.5 мг.

Получаемые экстракты и стандартные смеси
исследовали методом газовой хроматографии на
хроматографе Кристаллюкс-4000М с термоион-
ным детектором (ГХ-ТИД) (ООО НПФ “Мета-
Хром”, Йошкар-Ола, Россия) и капиллярной ко-
лонкой ZB-5 длиной 30 м, внутренним диамет-
ром 0.32 мм (Phenomenex, США).

Методика эксперимента. Процедура экстрак-
ционного вымораживания в условиях действия
поля центробежных сил (ЭВЦ) детально описана
нами ранее [16, 17]. Исследуемый образец мо-
дельного водного раствора кофеина готовили до-
бавлением к определенному объему воды в стек-
лянной виале емк. 12 мл при заданном значении
рН необходимого количества стандартного рас-
твора аналита в ацетонитриле. Затем добавляли
определенное количество ацетонитрила, исполь-
зуемого в качестве экстрагента. Объем раствори-
теля, вносимый со стандартным раствором кофе-
ина, учитывали в расчетах при обработке резуль-
татов экстракции. Регулировали значение рН
добавлением серной кислоты и раствора гидрок-
сида натрия. Флакон герметично закрывали завин-
чивающейся пробкой, перемешивали и помещали
в ротор криоэкстрактора [17] для вымораживания
водной части образца. Условия проведения ЭВЦ:

температура –(29 ± 2)°С, скорость вращения ро-
тора 4000 об./мин (центробежное ускорение 1650 g),
продолжительность процедуры 25 мин. После опи-
санного этапа верхний жидкий ацетонитрильный
слой отделяли декантацией, взвешивали и подвер-
гали ГХ-ТИД-анализу. Известно [18], что кофеин
можно определять методами ВЭЖХ и ГХ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Кофеин (1,3,7-триметилпурин-2,6-дион) –

пуриновый алкалоид, довольно широко пред-
ставленный в растительном мире. Благодаря био-
логической активности, он часто применяется в
современной медицине [19]. Наличие в молеку-
лярной структуре кофеина трех атомов азота
аминного характера позволило отнести его к
группе слабых органических оснований [18]. В та-
ком случае, исходя из известных принципов экс-
тракции, лучше он должен извлекаться из щелоч-
ной среды [20, 21], когда находится в растворе в
молекулярной форме. Вместе с тем по данным
[18] кофеин из водных растворов экстрагируют
хлороформом и при рН 2.

Ранее при извлечении ацетонитрилом одноос-
новных карбоновых кислот С2–С8 методом ЭВ
установлено [22], что рН среды существенным
образом влияет на эффективность их экстракции.
При переходе из кислой в щелочную среду сте-
пень извлечения каприловой кислоты снижается
более чем в 10 раз, а в случае уксусной – в 150 раз.
Это связано с подавлением электролитической
диссоциации органических кислот в кислой сре-
де, что способствует их локализации в органиче-
ской жидкой фазе экстракта.

В данной работе исследовано влияние рН на
эффективность извлечения кофеина с помощью
ЭВЦ. Как видно из графиков 1 и 2 на рис. 1, пере-
ход от нейтральной среды к кислой при прочих
равных условиях сопровождается значительным
снижением величины наклона линейной зависи-
мости сorg от mo/Vextr (тангенс угла наклона с 0.87
до 0.30). В используемой модели это эквивалент-
но уменьшению коэффициента распределения
*Keq аналита между объемом жидкого экстракта и
поверхностью образующейся кристаллической
фазы льда, т.е. снижению эффективности экс-
тракции. Рост сорбции кофеина на поверхности
льда при переходе от нейтральной к кислой среде
с учетом его основных свойств согласуется с из-
вестными закономерностями для сорбционных
процессов на полярных фазах [23].

Наличие основных свойств у кофеина позво-
ляет также объяснить полученные результаты его
ЭВЦ из водных растворов при переходе от кислой
среды к щелочной. Из сравнения графиков 2 и 3
рис. 1 следует, что наклон линейной зависимости
сorg от mo/Vextr, полученной в условиях ЭВЦ из
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кислой среды, существенно ниже, чем при рН 10,
при котором тангенс угла наклона составил 0.71.

Сравнение линейных зависимостей 1 и 3 рис. 1
свидетельствует о том, что в нейтральной среде
коэффициент *Keq при извлечении кофеина ме-
тодом ЭВЦ из воды в ацетонитрил больше, чем в
щелочной (рН 10). Следовательно, в щелочной
среде, как и в кислой, кофеин сильнее сорбирует-
ся на поверхности льда по сравнению с нейтраль-
ной. Подобный эффект не зафиксирован при
изучении влияния рН на степень концентрирова-
ния одноосновных органических кислот С2–С8
методом ЭВ [22]. Кроме того, известно [24], что в
широком диапазоне рН 3−10 сорбция кофеина из
водных растворов на различных по природе сор-
бентах не меняется.

Полученные результаты свидетельствуют о
том, что зависимость сорбции кофеина на по-
верхности льда во время ЭВЦ от рН не имеет мо-
нотонного характера, как на обычных сорбентах,
а проходит через минимум при рН 6−7. Посколь-
ку структура льда, а следовательно, и его сорбци-
онные свойства, формируются в процессе ЭВЦ,
можно предположить, что этот эффект, по-види-
мому, связан с изменением структуры льда в за-
висимости от рН. Это в свою очередь приводит к
изменению сорбционных свойств кристалличе-
ской поверхности льда, зависящих от целого ряда
параметров, в том числе от формы кристаллов,
структуры твердой фазы. Например, методом оп-
тической микроскопии на примере различных
классов органических веществ показано [25], что
их добавление в воду существенно меняет форму
и размеры микрочастиц льда, способствует или
препятствует образованию микротрещин в его
структуре.

Детальное изучение установленного факта не
являлось предметом настоящего исследования.
Вместе с тем данное обстоятельство следует при-
нимать во внимание при разработке методики
определения кофеина с помощью ЭВЦ в различ-
ных объектах, в том числе биологических. Ранее
установлено [11–13], что применение ЭВЦ на ста-
дии извлечения целевых компонентов из биологи-
ческих, в том числе растительных, проб существен-
но снижает фон соэкстрактивных веществ. Исполь-
зование в настоящей работе ГХ-ТИД способствует
как повышению селективности, так и снижению
пределов определения кофеина. Минимальная
определяемая концентрация кофеина в стандарт-
ном растворе составила 0.2 мкг/мл. Степень его
концентрирования при извлечении из водных
растворов в ацетонитрил в результате одной про-
цедуры ЭВЦ достигала 17.4 при соотношении
объемов водного раствора и экстрагента 10 : 0.5
(мольная доля ацетонитрила в воде 0.017). Допол-
нительно установлено, что применение метода
ЭВЦ в сочетании с ГХ-ТИД позволяет снизить

предел определения кофеина в воде до уровня
0.015 мкг/мл. Очевидно, что с учетом перечислен-
ных выше достигнутых параметров концентриро-
вания из водных растворов, а также относительно
высокого природного содержания кофеина, на-
пример в чае, есть все предпосылки создания экс-
пресс-метода его определения.

Из фазовой диаграммы системы ацетонит-
рил–вода [26] следует, что во время процедуры
ЭВЦ при температуре –(28−30)°С выделяющий-
ся в отдельную жидкую фазу незамерзающий аце-
тонитрил содержит не более 4% воды. Если пре-
небречь ее присутствием в экстракте, то можно
для концентрации аналита в экстракте записать
следующее выражение:

(2)

где morg – масса аналита в ЭВЦ-экстракте, мкг.
В таком случае, принимая во внимание выра-

жение (1), можно записать:

(3)

где R – степень извлечения.
Иными словами, коэффициент распределения

аналита *Keq между объемом образующегося экс-
тракта и поверхностью кристаллической фазы
льда во время ЭВЦ в этих условиях фактически
равен доле целевого вещества (R), перешедшего
из воды в ацетонитрильный экстракт, т.е. степени
извлечения аналита. Таким образом, в рамках
сделанных допущений степень извлечения кофе-

org org extr/ ,c m V=

eq org o* / ,K m m R= ≈

Рис. 1. Зависимость концентрации кофеина в экс-
тракте сorg от его исходной массы mo в воде и объема
ацетонитрила Vextr в результате ЭВЦ: мольная доля
ацетонитрила в воде 0.027, температура –(29 ± 2)°С,
скорость вращения ротора 4000 об./мин, продолжи-
тельность процедуры ЭВЦ 25 мин. 1 – рН 6–7; 2 –
рН 2; 3 – рН 10.
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ина из воды ацетонитрилом в изученных диапазо-
нах концентраций и соотношений отдающей и
принимающей фаз при рН 2 составляет примерно
30%, при рН 10 не превышает 71%, а в случае ней-
тральных условий ЭВЦ – 87% соответственно
(рис. 2).

Ранее полученные величины *Keq > 1 для кар-
боновых кислот С4–С8 [27] позволили сделать вы-
вод, что при ЭВЦ ацетонитрилом из воды также
играет роль их поверхностная активность в отно-
шении границы раздела ацетонитрильного экс-
тракта с газовой фазой (воздух). Данный эффект
проявляется в превышении найденных экспери-
ментально степеней концентрирования указан-
ных кислот по сравнению с теоретическими.
Учитывая это, можно полагать, что поверхност-
ная активность кофеина меньше по сравнению с
карбоновыми кислотами, поскольку *Keq < 1.
Следовательно, установленные в настоящем ис-

следовании закономерности связаны с фактора-
ми, лежащими в основе механизма ЭВЦ.

Соотношение объемов воды и ацетонитрила в
исходной смеси в процессе ЭВЦ кофеина слабо
влияет на величину *Keq. Как видно из рис. 3,
уменьшение мольной доли экстрагента ацетонит-
рила в образце с 0.15 (объемное отношение воды и
ацетонитрила 2 : 1) до 0.017 (объемное отношение
воды и ацетонитрила 10 : 0.5) сопровождается не-
существенным возрастанием коэффициента рас-
пределения *Keq с 0.58 до 0.67. Вместе с тем необ-
ходимость снижения доли экстрагента в экстрак-
ционной системе на практике обусловлена как
стремлением увеличить степень концентрирова-
ния, так и его экономией. Это актуально и с точки
зрения повышения экологичности метода анали-
за, поскольку снижает количество токсичных от-
ходов (растворителей).

Ранее установлено [16, 27], что осуществление
ЭВ в условиях действия центробежных сил суще-
ственно сокращает количество трещин и дефек-
тов в структуре льда. Образуется более прозрач-
ная, монокристаллическая твердая фаза льда. В
результате растет доля жидкого ацетонитрильно-
го экстракта, которую можно отделить от застыв-
шей части образца. Удалость достичь объемного
соотношения вода–ацетонитрил (10 : 0.4), а сле-
довательно, и высокой степени концентрирова-
ния аналита в экстракте. Например, даже для
пропионовой кислоты получено 24-кратное кон-
центрирование за один цикл ЭВЦ. Вместе с тем в
представленном исследовании на большом мас-
сиве экспериментальных данных (более 200 опы-
тов) показано, что, как и в случае ЭВ без центри-
фугирования образца, доля экстракта, которая
остается в объеме льда, довольно значительна.
Как видно из табл. 1, она частично снижается с

Рис. 2. Зависимость степени извлечения кофеина в ацетонитрил в результате процедуры ЭВЦ от рН водного раствора:
мольная доля ацетонитрила в воде 0.027.
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Рис. 3. Зависимость коэффициента распределения
*Keq кофеина от мольной доли экстрагента (ацето-
нитрила) в исходной смеси при ЭВЦ: температура –
(29 ± 2)°С, 4000 об/мин, продолжительность проце-
дуры ЭВЦ 25 мин, рН 10.
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увеличением относительного содержания ацето-
нитрила в экстракционной системе, но в указан-
ных условиях ЭВЦ больше половины объема экс-
тракта, тем не менее, остается в твердой фазе. Не-
которая его часть, очевидно, втягивается за счет
капиллярных сил в область между образцом и
стенками виалы, чего нельзя избежать. Следова-
тельно, перспективы развития метода связаны,
прежде всего, с поиском условий ЭВЦ, сокраща-
ющих потери экстракта в объеме льда. Предвари-
тельные исследования показали [15], что одним
из эффективных для этого параметров может
стать величина поля центробежных сил.

* * *
Таким образом, установлено, что рН влияет на

эффективность извлечения кофеина из водных
растворов методом ЭВЦ, причем эффективность
экстракции максимальна из нейтральной среды.
Степень извлечения при рН 6−7 достигает 87%.
Развитие метода связано с дальнейшей оптимиза-
цией параметров технологии ЭВЦ и, в частности,
изучением влияния величины поля центробеж-
ных сил на степень концентрирования.
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