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Разработан способ дисперсионной жидкостно-жидкостной микроэкстракции, основанный на дис-
пергировании экстрагента газовой фазой, которая образуется в результате фазового перехода – ис-
парения легколетучего неполярного органического растворителя (диспергатора) при нагревании
экстракционной системы. Аналитические возможности способа показаны при определении кон-
сервантов (сорбиновой и бензойной кислот) в безалкогольных напитках для детского питания ме-
тодом высокоэффективной жидкостной хроматографии с фотометрическим детектированием.
В качестве экстрагента и диспергатора для микроэкстракции консервантов выбраны терпеноид и
легколетучий хлорорганический растворитель соответственно, которые исключили применение
полярных органических растворителей для диспергирования фаз, снижающих коэффициенты рас-
пределения. Пределы обнаружения (3σ) сорбиновой и бензойной кислот составили 0.3 мг/л. Разра-
ботанный способ не требует центрифугирования для разделения фаз.
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Дисперсионная жидкостно-жидкостная мик-
роэкстракция (ДЖЖМЭ) находит широкое при-
менение для выделения и концентрирования ор-
ганических соединений для их последующего
определения инструментальными методами ана-
лиза [1]. ДЖЖМЭ предполагает диспергирование
экстрагента в пробе с образованием тонкодис-
персной эмульсии, в которой быстро (не более
1 мин) устанавливается межфазное равновесие за
счет резкого увеличения площади контакта
фаз. Смесь неполярного экстрагента и полярного
органического растворителя-диспергатора, не-
ограниченно смешивающегося с экстрагентом и
пробой, быстро вводят в анализируемый
раствор, в результате чего фаза экстрагента рав-
номерно распределяется в пробе в виде тонкодис-
персной эмульсии. Разделение фаз, как правило,
достигается центрифугированием, после чего фа-
зу экстракта отбирают для проведения анализа.
Для повышения эффективности отделения фазы
экстракта предложено выполнять ее кристаллиза-

цию [2]. Одним из ограничений ДЖЖМЭ является
негативное влияние диспергатора на коэффициен-
ты распределения экстрагируемых веществ. В при-
сутствии полярных растворителей увеличивается
растворимость органических аналитов в водной фа-
зе и, как следствие, снижается эффективность их
массопереноса в фазу экстрагента. Для устранения
этих ограничений предложены различные способы
диспергирования экстрагента: с помощью ультра-
звукового поля, вихревого смесителя, при переме-
шивании фаз пузырьками воздуха или углекисло-
го газа [3, 4].

В последнее время в рамках развития
ДЖЖМЭ особое внимание уделяют поиску но-
вых экстракционных систем. В качестве “зеле-
ных” экстрагентов для ДЖЖМЭ предложены
терпеноиды природного происхождения [5–7].
Такие терпеноиды, как ментол и тимол при нор-
мальных условиях находятся в твердом состоя-
нии. При незначительном нагревании терпенои-
дов (температуры плавления ментола и тимола
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43.0°С [8] и 50.5°С [9] соответственно) образуют-
ся вязкие жидкости, для диспергирования кото-
рых в водной фазе также требуется применение
полярных органических растворителей-диспер-
гаторов [10].

В данной работе предложен способ ДЖЖМЭ,
основанный на диспергировании терпеноида газо-
вой фазой, которая образуется в результате фазово-
го перехода – испарения легколетучего неполярно-
го органического растворителя (диспергатора) при
нагревании экстракционной системы. Способ поз-
волил исключить применение полярных органиче-
ских растворителей для диспергирования фазы тер-
пеноида. С целью подтверждения эффективности
предложенного способа изучена возможность вы-
деления консервантов – сорбиновой (добавка
Е200) и бензойной (добавка Е210) кислот из безал-
когольных напитков для их определения методом
высокоэффективной жидкостной хроматографии с
УФ-детектированием (ВЭЖХ-УФ). Употребление
пищевых продуктов с высоким содержанием кон-
сервантов может приводить к аллергическим реак-
циям, метаболическому ацидозу и нарушению ко-
гнитивных функций [11]. Согласно [12], при изго-
товлении пищевой продукции для детского
питания использование бензойной и сорбиновой
кислот, а также их солей запрещено, поэтому
важной задачей контроля качества пищевых про-
дуктов является определение в них консервантов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Стандартный раствор бензойной и сорбино-
вой кислот (1.0 г/л) готовили путем растворения
навесок реагентов (Sigma-Aldrich, США) в де-
ионизованной воде, раствор хранили при 4°C. Ра-
бочие растворы консервантов готовили непо-
средственно перед экспериментом путем после-
довательного разбавления стандартного раствора
деионизованной водой. Подвижная фаза пред-
ставляла собой смесь метанола (J.T. Baker, США)
и водного 0.05 М раствора ацетата аммония (Carl
Roth GmbH + Co. KG, Швейцария) в соотноше-
нии 30 : 70. Для приготовления ацетатного буфер-
ного раствора (pH 3.6) смешивали 18.5 мл 0.5 М
уксусной кислоты (Вектон, Россия), 1.5 мл 0.5 М
раствора ацетата натрия (Вектон, Россия), 80 мл
деионизованной воды. Значение pH доводили до
3.6 добавлением 0.5 М раствора NaOH или HCl
(Вектон, Россия). Все реактивы имели квалифи-
кацию не ниже ч. д. а.

Кислотность измеряли с помощью иономера
(рН-метр-милливольтметр рН-410, Аквилон,
Россия), оснащенного комбинированным элек-
тродом (ЭСЛК-01.7, Аквилон, Россия).

Безалкогольные консервированные напитки
(сок, компот, газированный напиток) приобрета-
ли в местном супермаркете (г. Санкт-Петербург).

Несмотря на наличие пищевых волокон и краси-
телей в напитках дополнительную подготовку
проб не проводили (только ДЖЖМЭ).

ДЖЖМЭ выполняли следующим образом: к
смеси 70 мкл ментола и 100 мкл дихлорметана до-
бавляли 2.0 мл анализируемой пробы, 50 мкл аце-
татного буферного раствора с pH 3.6, экстракци-
онную систему термостатировали при 70°С в те-
чение 3 мин. После этого добавляли 10 мг хлорида
натрия и термостатировали еще в течение 1 мин
(70°С). Далее отбирали фазу экстракта, разбав-
ляли ее изопропиловым спиртом в объемном
соотношении 1 : 1 и проводили анализ методом
ВЭЖХ-УФ.

Для хроматографического анализа использо-
вали жидкостной хроматограф LC-20 (Shimadzu,
Япония) с фотометрическим детектором, длина
волны 230 нм. Хроматографическое разделение
осуществляли на колонке Luna C18 (250 × 4.6 мм,
размер частиц 5 мкм, Phenomenex, США) в изо-
кратическом режиме при температуре 45°C. Ско-
рость потока подвижной фазы составляла
0.5 мл/мин. Времена удерживания бензойной и
сорбиновой кислот составляли 8.8 и 10.6 мин со-
ответственно.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для реализации способа ДЖМЭ в качестве
экстрагентов изучали природные терпеноиды:
тимол и ментол. В полимерный флакон (рис. 1)
помещали 200 мкл смеси экстрагента и летучего
неполярного хлорорганического растворителя-
диспергатора (1 : 1), 2.0 мл водного раствора ана-
литов (30 мг/л). Экстракционную систему выдер-
живали в термостате при 70°С в течение 5 мин,
после чего добавляли 50 мг глюкозы, которая
инициировала испарение диспергатора и диспер-
гирование фазы терпеноида. Температура кипе-
ния дихлорметана (40.0°С [13]) ниже, чем темпе-
ратуры плавления выбранных терпеноидов
(43.0°С [8], 50.5°С [9] для ментола и тимола соот-
ветственно), поэтому испарение диспергатора
происходит в условиях, когда фазы экстрактов
находятся в жидком состоянии. Изначально
плотность смеси экстрагента и дихлорметана
(1.197 г/мл) была больше, чем у воды, поэтому ор-
ганическая фаза находилась снизу. В процессе
испарения дихлорметана плотность органиче-
ской фазы уменьшалась (до 0.940 г/мл), в резуль-
тате чего экстракт выделялся в виде отдельной
фазы сверху. Площади хроматографических пи-
ков при массопереносе в тимол и ментол сопоста-
вимы (рис. 2). Для дальнейших исследований вы-
брали ментол, так как он обладает более низкой
температурой плавления и большей растворимо-
стью в используемой для ВЭЖХ-УФ-анализа по-
движной фазе.
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Следует отметить, что после проведения
ДЖЖМЭ фаза экстракта становится достаточно
вязкой. Известно, что ментол в присутствии воды
образует вязкие эвтектические смеси [14]. В связи
с этим перед хроматографическим анализом фазу
экстракта разбавляли изопропиловым спиртом в
объемном соотношении 1 : 1 для снижения ее вяз-
кости.

Как правило, напитки имеют кислую среду, а
формы существования аналитов в водной фазе
зависят от pH. Массоперенос бензойной и сорби-
новой кислот из водной фазы в ментол происхо-
дит по механизму физического распределения.
В этом случае аналиты должны находиться в мо-
лекулярных формах. Исследовали влияние рН
раствора пробы на эффективность массоперено-

Рис. 1. Схема выполнения дисперсионной жидкостно-жидкостной микроэкстракции бензойной и сорбиновой
кислот.

Бензойная кислота

Сорбиновая кислота

NaCl CH2Cl2 Анализ ВЭЖХ-УФ

Проба

Смесь ментола
и CH2Cl2

T = 70�C T = 70�C

Добавление инициатора
испарения CH2Cl2

Испарение CH2Cl2,
образование микрокапель

экстрагента

Рис. 2. Влияние природы терпеноида на эффективность микроэкстракционного выделения бензойной и сорбиновой
кислот. Концентрация аналитов 30 мг/л, объем пробы 2 мл, объем смеси дихлорметана и экстрагента 200 мкл (1 : 1, по
объему), 70°С, время нагревания 5 мин, масса глюкозы 50 мг, n = 3.
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са в диапазоне рН от 1.0 до 6.9. Установили, что
кислотность в диапазоне рН от 1 до 4 существен-
но не влияет на значение площадей хроматогра-
фических пиков (рис. 3а). При pH > 4.0 происхо-
дит ионизация кислот (pKa бензойной и сорбино-
вой кислот 4.21 и 4.76 [15] соответственно) и, как
следствие, эффективность экстракции уменьша-
ется. В дальнейшем для поддержания pH < 4.0 к
пробе добавляли ацетатный буферный раствор с
pH 3.6.

Для диспергирования ментола в данной работе
выбрали дихлорметан. Принимая во внимание
токсичность данного растворителя, его расход
постарались свести к минимуму. Изучили влия-
ние объема дихлорметана на эффективность
ДЖЖМЭ. Объем диспергатора варьировали в
диапазоне от 35 до 145 мкл, а объемы водной фазы
(2.0 мл) и ментола (100 мкл) были постоянными.
Как видно из рис. 3б, эффективное диспергиро-
вание ментола в водной фазе для массопереноса
консервантов обеспечивал объем дихлорметана
70 мкл. Однако плотность реальных проб может
быть выше плотности водных растворов, поэтому
приняли решение в дальнейших исследованиях
увеличить объем добавляемого в экстракционную
систему дихлорметана до 100 мкл, чтобы при ана-

лизе реальных образцов обеспечить нахождение
органической фазы снизу.

Нагревание смеси дихлорметана и ментола в
условиях ДЖЖМЭ не приводило к резкому испа-
рению дихлорметана, необходимого для диспер-
гирования экстрагента. Установили, что при до-
бавлении сухих веществ наблюдается быстрое ис-
парение диспергатора. В качестве инициаторов
испарения изучали неорганическую соль (хлорид
натрия) и моносахарид (глюкоза), которые, кро-
ме того, могут оказывать высаливающий и выса-
харивающий эффекты [16]. Добавление каждого
из веществ к экстракционной системе приводило
к интенсивному испарению дихлорметана, одна-
ко наибольшие аналитические сигналы наблюда-
ли при введении хлорида натрия (рис. 3в). В этом
случае проявлялся высаливающий эффект по от-
ношению к целевым аналитам. Изучили также
влияние массы инициатора на массоперенос, для
чего провели серию экспериментов с добавлени-
ем в экстракционную систему 5, 10, 30 и 50 мг хло-
рида натрия. При добавлении менее 10 мг соли
эффект инициирования не наблюдали, так как
хлорид натрия сразу растворялся в водной фазе.
Масса соли в диапазоне от 10 до 50 мг обеспечила
сопоставимые аналитические сигналы, поэтому

Рис. 3. Выбор условий микроэкстракционного выделения бензойной и сорбиновой кислот. Объем пробы 2 мл, кон-
центрация аналитов 30 мг/л, время нагревания смеси 5 мин, 70°С, масса инициатора 50 мг, n = 3. (а) Влияние рН про-
бы на площади хроматографических пиков (объем смеси дихлорметана и экстрагента 200 мкл (1 : 1, по объему));
(б) влияние объема диспергатора на площади хроматографических пиков (объем ментола 100 мкл); (в) влияние при-
роды инициатора испарения дихлорметана на площади хроматографических пиков (объем дихлорметана 100 мкл,
объем ментола 100 мкл); (г) влияние объема ментола на площади хроматографических пиков (объем дихлорметана 100
мкл).
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для дальнейших исследований выбрали мини-
мальную массу инициатора (10 мг).

Соотношение объемов экстрагента и пробы
также влияет на эффективность ДЖЖМЭ. Изу-
чили влияние объема экстрагента на площади
хроматографических пиков. Объем фазы ментола
изменяли от 50 до 100 мкл, при этом объемы вод-
ного раствора аналитов (2.0 мл, 30 мг/л) и диспер-
гатора (100 мкл) были постоянными. Согласно
полученным результатам (рис. 3г), площади
хроматографических пиков сопоставимы при
ДЖЖМЭ в 50, 60 и 70 мкл ментола. Дальнейшее
увеличение объема экстрагента (больше 70 мкл)
приводит к эффекту разбавления. Для ДЖЖМЭ
выбрали объем экстрагента 70 мкл, который можно
воспроизводимо отбирать с помощью дозатора.

Температура экстракционной системы влияет
на интенсивность и скорость испарения дихлор-
метана и, как следствие, на эффективность дис-
пергирования ментола в водной фазе. Влияние
температуры на эффективность массопереноса
изучали в диапазоне от 50 до 80°С. Только при
температуре выше 70°С при введении инициато-
ра наблюдали резкое испарение дихлорметана и
эффективное диспергирование экстрагента. При
температуре от 70 до 80°С площади хроматогра-
фических пиков сопоставимы.

С целью повышения экспрессности пробо-
подготовки изучили влияние времени термоста-
тирования смеси до и после введения инициато-
ра. Предварительное нагревание смеси необходи-
мо для доведения температуры раствора до
значения, при котором добавление инициатора в
систему приводит к эффективному испарению
дихлорметана. Установили, что перед введением
инициатора смесь следует термостатировать при
70°С в течение 3 мин. После введения инициато-
ра необходимо выполнять термостатирование в
течение 1 мин для выделения фазы экстракта в
экстракционной системе сверху.

Таким образом, разработали следующий спо-
соб определения бензойной и сорбиновой кислот
в безалкогольных напитках. К смеси ментола и
дихлорметана (70 мкл ментола и 100 мкл дихлор-
метана) добавляют 2.0 мл анализируемой пробы,
50 мкл ацетатного буферного раствора (pH 3.6),
экстракционную систему термостатируют при
70°С в течение 3 мин. После этого добавляют
10 мг хлорида натрия и термостатируют еще в те-
чение 1 мин (70°С). Далее отбирают фазу экстрак-
та, разбавляют ее изопропиловым спиртом в объ-
емном соотношении 1 : 1 и проводят анализ мето-
дом ВЭЖХ-УФ.

Для построения градуировочных зависимо-
стей использовали стандартные растворы бен-
зойной и сорбиновой кислот, которые проводили
через все стадии ДЖЖМЭ. Диапазоны определя-
емых концентраций составили 1–300 мг/л и 1–

120 мг/л для бензойной и сорбиновой кислот со-
ответственно. Пределы обнаружения (3σ) для
двух аналитов составили 0.3 мг/л. Повторяемость
и внутрилабораторную воспроизводимость ха-
рактеризовали относительным среднеквадратич-
ным отклонением (ОСКО). Значения ОСКО,
рассчитанные по результатам пяти эксперимен-
тов в течение одного дня, для бензойной кислоты
составили 8 и 7% для 1 и 300 мг/л соответственно,
для сорбиновой кислоты – 7 и 4% для 1 и 120 мг/л
соответственно. Значения ОСКО, рассчитанные
в условиях внутрилабораторной воспроизводи-
мости (в течение 5 дней), составили для бензой-
ной кислоты 10 и 8% для 1 и 300 мг/л соответ-
ственно, для сорбиновой кислоты – 9 и 7% для 1
и 120 мг/л соответственно. Время пробоподготов-
ки – 5 мин. Время хроматографического анализа
– 13 мин. Разработанный способ является экс-
прессным и позволяет проводить анализ жидких
проб со сложной многокомпонентной матрицей
без дополнительной пробоподготовки.

Аналитические возможности разработанного
способа продемонстрировали при определении
консервантов в безалкогольных консервирован-
ных напитках (газированном напитке, соке и
компоте), рекомендованных для детского
питания. В безалкогольных напитках макси-
мально допустимые уровни бензойной и сорби-
новой кислот составляют 150 и 300 мг/л соответ-
ственно [17]. Однако применение бензойной и
сорбиновой кислот и их солей в качестве консер-
вантов для изготовления продуктов для детского
питания запрещено. Согласно полученным ре-
зультатам (табл. 1), бензойная и сорбиновая кис-
лоты присутствовали в пробах в незначительных
концентрациях. Их наличие в напитках обуслов-
лено содержанием в исходном сырье природного
происхождения.

Правильность полученных результатов прове-
ряли методом введено–найдено (табл. 1). Сте-
пень выделения аналитов рассчитывали по фор-
муле:

где сс добавкой – концентрация аналита в пробе с
введенной добавкой; сбез добавки – концентрация
аналита в пробе; сдобавки – концентрация введен-
ной в пробу добавки. Существенного смещения
результатов анализа не наблюдали. Разработан-
ный способ обеспечивает удовлетворительные
степени выделения аналитов (от 94 до 106%).

* * *
Разработан простой и экспрессный способ

дисперсионной жидкостно-жидкостной микро-

с добавкой без добавки

добавки

Степень выделения
–

100%,
с с

с

=

= ×



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 78  № 7  2023

ДИСПЕРСИОННАЯ ЖИДКОСТНО-ЖИДКОСТНАЯ МИКРОЭКСТРАКЦИЯ 635

экстракции, основанный на диспергировании
природного экстрагента (ментола) газовой фазой
диспергатора (летучего растворителя). Газовая
фаза образуется при нагревании экстракционной
системы в результате фазового перехода – испа-
рения дихлорметана. Таким образом, предложен
альтернативный способ отказа от применения
полярных органических растворителей-диспер-
гаторов в ДЖЖМЭ. Аналитические возможности
предложенного способа подтверждены на приме-
ре определения сорбиновой и бензойной кислот в
безалкогольных напитках методом высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии с фото-
метрическим детектированием. Применение
природного и дешевого экстрагента (ментола), а
также самопроизвольное и быстрое разделение
фаз (без центрифугирования) делают способ при-
влекательным для выполнения массовых ана-
лизов.

Авторы выражают благодарность РНФ (Про-
ект № 21-13-00020, https://rscf.ru/project/21-13-
00020/) за финансовую поддержку в проводимых ис-
следованиях.
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