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В обзоре рассмотрены современные подходы, используемые в методах разделения и концен-
трирования биологически активных соединений в условиях образования гетерогенных систем при 
низких температурах. Обсуждены факторы, позволяющие повысить эффективность низкотемпера-
турной жидкостно-жидкостной экстракции, криоконцентрирования, экстракционного выморажива-
ния. Рассмотрены возможные механизмы физико-химических сепарационных процессов, реализуе-
мых в условиях низких температур.  
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The review considers modern approaches used in the methods of separation and concentration of bi-
ologically active compounds under conditions of formation of heterogeneous systems at low temperatures. 
The factors that improve the efficiency of low-temperature liquid-liquid extraction, cryoconcentration, and 
extraction freezing are discussed. The scope and capabilities of subambient HPLC are shown. The possible 
mechanisms of physical and chemical separation processes that are implemented in low temperatures are 
considered. 

In the pharmaceutical and food industries, cryoconcentration of substances from aqueous (organic-
water) solutions has received the greatest development from cryometods. The solutions are cooled until ice is 
formed from water and aqueous (aqueous-organic) solution. The concentration of solutes is observed in the 
liquid phase. The ice is separated from the liquid phase by centrifugation. The effectiveness of cryoconcen-
tration is increased by repeatedly repeating the freezing of already concentrated solutions, due to the use of 
shaking and increasing the freezing rate. 

With the introduction of a hydrophilic organic solvent into a cooled heterogeneous ice-liquid system 
(for example acetonitrile) a concentration option, called extraction freezing or liquid-liquid extraction with 
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partition at low temperature, is implemented. This method turned out to be convenient in the sample prepara-
tion of a number of analytes in the analysis by the method of reversed-phase HPLC. 

When the temperature drops to -10 ÷ -20°C, the mixture of acetonitrile and water quickly forms a 
heterogeneous system with two liquid phases, without a phase of ice. The organic lipophilic components are 
concentrated in a phase enriched in acetonitrile in this case. Low-temperature liquid-liquid extraction using 
acetonitrile and its mixtures with other organic solvents is also applicable to sample preparation in the HPLC 
method. Subambient HPLC is most effective in the separation of cis-trans-isomers, tautomers, thermolabile 
substances. The review examines in detail the manifestations of heterogeneity at the nano-, micro- and ma-
cro-levels observed in the process of cooling water-organic mixtures. The conditions for the spinodal decom-
position of the liquid phase adjacent to the crystallization front are discussed. The analogies in the mechan-
ism of the redistribution of analytes in the conditions of extraction freezing and hydrophilic liquid chromato-
graphy are carried out. 

Keywords: physico-chemical separation, cryoconcentration, extraction freezing, low-temperature 
liquid-liquid extraction, subambient liquid chromatography. 

Введение 

Низкотемпературное разделение и концентрирование различных соединений 
в условиях образования гетерогенных систем широко используется как в лаборатор-
ной практике, так и в промышленной пищевой и фармацевтической технологии. 

Принципиально возможна реализация всех известных методов разделения 
при низких температурах. Некоторые из них обладают целым комплексом преиму-
ществ и активно применяются, другие остаются экзотикой, пока не представляющей 
прикладного интереса. Цель данного краткого обзора – рассмотреть современное со-
стояние криометодов. 

В обзоре не обсуждена техника замораживания. В настоящее время она раз-
вивается по трем основным направлениям: отвод теплоты, выделяемой при кипении 
воды в вакууме ниже точки ее замерзания; впрыскивание легкокипящего хладагента 
или жидкости с низкой температурой замерзания в замораживаемую матрицу; и пе-
редача теплоты от жидкой среды к хладагенту через твердую стенку. Во всех случа-
ях эффективность процесса замораживания зависит от оптимально подобранных па-
раметров проведения процесса кристаллизации воды. 

При охлаждении водно-органических растворов веществ возможна реализа-
ция самых различных вариантов. Так, при уменьшении взаимной растворимости во-
ды и органического растворителя при понижении температуры происходит образо-
вание гетерогенной системы жидкость – жидкость, без образования фазы льда. Рас-
творенные компоненты в зависимости от их гидрофобно-гидрофильного баланса 
(ГГБ) будут перераспределяться между фазами, концентрируясь в одной из них [1-
6]. Этот вариант применяется в жидкостно-жидкостной экстракции (ЖЖЭ), в обыч-
ном и микроисполнении (микро-ЖЖЭ), дисперсионной микро-ЖЖЭ. Для повыше-
ния эффективности экстракционного разделения дополнительным фактором являют-
ся высаливание и высахаривание [17-19].  

При охлаждении водного или водно-органического раствора возможно обра-
зование гетерогенной системы жидкость – лед, тогда растворенные вещества будут 
концентрироваться в растворе и/или сорбироваться на поверхности льда [7-16]. Этот 
вариант является типичным для криоконцентрирования и экстракционного вымора-
живания [17-22]. Для повышения эффективности этого способа концентрирования 
применяют центрифугирование. 

При замораживании возможна ситуация, когда образуется тройная гетероген-
ная система жидкость – жидкость – лед. Вместо льда в охлажденную систему можно 
вводить твердый сорбент (криосорбция, низкотемпературная твердофазная экстрак-
ция). Криосорбционные методы применяют, например, при удалении плазмы из кро-
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ви [29]. Водку марки «Хаски» очищают от примесей фильтрацией при пониженной 
температуре.  

Если придать динамический характер экстракционно-сорбционным процес-
сам, т.е. жидкую фазу сделать подвижной относительно твердой фазы, становится 
возможным реализовать низкотемпературную хроматографию (криохроматогра-
фию). Термин криохроматография был впервые предложен в работах Хендерсона 
Р.Ф. [23,24], однако ни термин, ни способ криохроматографического выделения 
фосфоглицеридов, описанный в тезисах Хендерсона Р.Ф. не прижился и не нашел 
широкого применения. Однофамилец этого автора (Хендерсон Д.Е.) предложил тер-
мин низкотемпературная высокоэффективная жидкостная хроматография (low 
temperature high-performance liquid chromatography) [25-28]. Высокоэффективная 
жидкостная хроматография при температуре около точки замерзания элюента оказа-
лась потенциально полезным инструментом для изучения широкого спектра биоло-
гически активных веществ, с ее помощью изучалась динамика цис-транс-
изомеризации. Она полезна, очевидно, при изучении таутомерных, например, кето-
енольных превращений β-дикарбонильных соединений [39]. Хроматография при 
низких температурах предлагает удобный метод измерения относительных концен-
траций изомеров и, таким образом, расчета констант равновесия для такой изомери-
зации в различных растворителях, при варьировании pH и температуры. Можно вы-
делить чистые фракции цис- и транс-изомеров или таутомеров и использовать их в 
кинетических исследованиях изомеризации. ВЭЖХ при температуре около точки 
замерзания элюента является потенциально полезным инструментом для изучения 
широкого спектра биохимических молекул. Хендерсеном Д.Е. с соавторами проде-
монстрировано высокоэффективное жидкостное хроматографическое разделение 
биологически активных пептидов, содержащих 1-пролильные остатки. Показано, что 
быстрое взаимопревращение изомеров между цис- и транс-изомерными формами в 
пролилпептидной связи вызывает классические эффекты вторичного равновесия в 
формах пиков. Эксплуатируя колонку при температурах в диапазоне от -15 до +5°С, 
можно получить нормальное разделение различных изомерных форм. 

В англоязычной научной периодике для ВЭЖХ при низких температурах за-
крепился термин subambient HPLC, где subambient означает температуру ниже ком-
натной [30-35]. «Субамбиентная», иначе говоря, низкотемпературная ВЭЖХ позво-
ляет разделить изомеры и термически лабильные или нестабильные соединения, ко-
торые не могут быть проэлюированы при комнатной температуре. Общие наблюде-
ния за хроматографическим поведением аналитов в условиях нормально-фазовой 
ВЭЖХ при пониженных температурах на примере комплексов металлов и аромати-
ческих углеводородов показали применимость этой методологии и к другим сорба-
там, которые являются термически нестабильными, а также она обеспечивает воз-
можность увеличения параметров удерживания плохо удерживаемых соединений. 

Криоконцентрирование 

В простейшем случае при криоконцентрировании (КК) водные (водно-
органические) растворы веществ охлаждают до образования льда из воды и водного 
(водно-органического) раствора. В жидкой фазе наблюдается концентрирование рас-
творенных веществ. Лед отделяют от жидкой фазы механическим способом, напри-
мер, центрифугированием. Эффективность КК можно увеличить за счет неоднократ-
ного повторения заморозки уже сконцентрированных растворов. Процесс многосту-
пенчатого вымораживания целесообразен до достижения концентраций выделяемого 
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компонента и до температур, при которых помимо образования кристаллов льда, на-
чинается образование кристаллов растворенного вещества. 

Еще одним фактором улучшения показателей КК является применение встря-
хивателей [59]. Эксперименты по замораживанию водного раствора витамина B1 
проводили с использованием возвратно-поступательного шейкера, генерирующего 
колебательное движение при различных амплитудах и частотах. Увеличение ампли-
туды и частоты вызвало уменьшение среднего коэффициента распределения и уве-
личение скорости роста кристалла льда, что приводило к улучшению показателей 
КК. В работе [59] получены эмпирические уравнения, описывающие скорость роста 
кристаллов льда и средний коэффициент распределения в зависимости от условий 
встряхивания, таких как амплитуда и частота. Показано, что увеличение скорости 
замораживания приводило к увеличению скорости концентрирования, однако чрез-
мерное увеличение скорости замораживания не целесообразно.  

КК растворенных в воде неорганических и органических компонентов путем 
частичного замораживания пробы без добавления экстрагента, как правило, не се-
лективно, т.е. происходит групповое концентрирование. Разные по природе примеси, 
неорганические и органические соединения, в одинаковой степени оттесняются 
фронтом кристаллизации. Вместе с тем, к преимуществам концентрирования при 
пониженных температурах, можно отнести практически полное сохранение БАВ – 
витаминов, макро- и микроэлементов, сохранение ароматических и термолабильных 
веществ. При КК получаются концентраты высокого качества, так как скорость био-
химических реакций при низких температурах пренебрежимо мала. 

КК состоит из следующих операций: вымораживания определенного количе-
ства воды из сгущаемого раствора; отделения образовавшихся кристаллов льда от 
концентрата. Решающим фактором с точки зрения легкости отделения водяных кри-
сталлов от концентрата являются их размеры и форма. Желательно, чтобы образо-
вывались большие дендритные кристаллы. Для этого необходимо подбирать опти-
мальную скорость замораживания и оптимальные концентрации компонентов. Ко-
нечная степень концентрирования ограничена и определяется физико-химическим 
состоянием раствора, прежде всего его вязкостью. Для минимизации вязкости необ-
ходимо минимизировать возможность образования мелких кристаллов льда. Для по-
лучения кристаллов крупных размеров (0.25-0.30 мм) рекомендуют вносить «затрав-
ку» кристаллов льда на стадии вымораживания. Конечная концентрация сгущаемого 
раствора зависит от конечной температуры вымораживания. В обзоре [60] обобщены 
результаты исследований влияния различных рабочих параметров на производи-
тельность КК, в том числе влияние температуры охлаждающей жидкости, расхода 
раствора, начальной концентрации раствора, времени замораживания, скорости рос-
та фронта кристаллов льда и скорости перемешивания. 

Интересный эффект обнаружили при КК образцов мочи [20]. Было установ-
лено, что высокомолекулярные липофильные вещества, содержащиеся в моче нар-
команов, в значительном количестве попадают в твердую, ледяную фракцию. Это 
вызвано тем, что уже при охлаждении мочи до 0°C липидоподобные вещества, рас-
творенные в моче, превращаются в эмульсию. На границе лед/вода воскоподобные 
частицы переохлажденной эмульсии легко включаются в структуру растущего льда. 
Благодаря тому, что моча является раствором многих веществ, растущие кристаллы 
льда являются мелкими и обычно неправильной формы, площадь поверхности со-
прикосновения лед/вода достаточно велика. Именно фактор большой площади кон-
такта фаз, по мнению автора статьи, является основной причиной включения липи-
доподобных веществ в структуру льда. Таким образом при температуре от -11  
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до -15°C происходит значительная очистка пробы от липидоподобных веществ без 
существенной потери других аналитов.  

КК высокомолекулярных БАВ также имеет свои особенности. Так, растворы 
терапевтических белков часто замораживают для длительного хранения. В процессе 
замораживания белки в жидком растворе перераспределяются и располагаются в 
межузельном пространстве между кристаллами льда. Это связано с исключением 
растворенного вещества из кристаллов льда, более высокой вязкостью концентриро-
ванного раствора и пространственным ограничением между кристаллами. Такая сег-
регация может оказывать негативное влияние на нативную конформацию белковых 
молекул. Чтобы лучше понять механизмы, происходящие при замораживании рас-
творов белков, авторами работы [59] была разработана модель фазового поля для 
описания роста кристаллов льда и динамики КК на мезомасштабах, основанная на 
приближении среднего поля концентрации растворенного вещества и лежащих в его 
основе явлений переноса тепла, массы и импульса. Модель фокусируется на эволю-
ции границ раздела между жидким раствором и кристаллами льда, а также на степе-
ни концентрации растворенного вещества в результате разделения, диффузии и кон-
вективных эффектов. Рост кристаллов обусловлен охлаждением основного раствора, 
но подавляется более высокой концентрацией растворенного вещества из-за увели-
чения вязкости раствора, снижения температуры замерзания и выделения скрытой 
теплоты. Результаты расчетов демонстрируют взаимозависимость эксклюзии рас-
творенного вещества, ограничения пространства, теплообмена, слияния кристаллов 
и динамического образования узких промежутков между кристаллами и погранич-
ными участками. Экспериментально установлено, что при замораживании локаль-
ные тепловые и конвективные эффекты, вызванные фазовым переходом, охлаждени-
ем, гравитацией оказывают влияние на производительность процесса КК, на распре-
деление и стабильность белков. Иначе говоря, в процессе замораживания тепло, мас-
са и импульс влияют на размер, форму и скорость роста кристаллов льда, а также на 
распределение белковых молекул между ними. Оказалось, что при быстрых скоро-
стях охлаждения дендритные кристаллы быстро разветвляются, захватывая белки 
между боковыми ветвями кристаллов, что позволяет получить более равномерное 
распределение белка. При медленных скоростях охлаждения образуется клеточная, а 
не дендритная кристаллическая структура воды, молекулы белка распределяются 
неравномерно, а кристаллы льда продолжают расти и объединяться. Таким образом, 
замораживание является сложным экзотермическим процессом, на управление кото-
рым влияет много параметров. Для мезомасштабной системы с размером домена 
около десятков микрон в [59] было продемонстрировано динамическое КК за счет 
исключения объема и эффекта удержания пространства. В межкристаллическом 
пространстве между кристаллами льда происходило увеличение концентрации рас-
творенного вещества, понижалась температура замерзания, уменьшалась подвиж-
ность растворенного вещества, возникало препятствование срастанию или дальней-
шему росту кристаллов льда. Как один из выводов, авторы [59] указывают на необ-
ходимости учитывать возможность денатурации белков при КК. 

Таким образом, процессы, происходящие при замораживании растворов, от-
личаются сложным механизмом и сопровождаются целым спектром физических 
процессов.  

Так, Яценко О.Б. с соавторами в работах [36-37] экспериментально наблюдал 
фазовые превращения в водных растворах изопропропилового спирта (ИПС) при 
температурах от комнатной до отрицательных (ниже 0°C). Уже при комнатной тем-
пературе эти растворы проявляют некоторые специфические свойства — оптиче-
ские, акустические, которые не позволяют считать их «истинными», т.е. вначале на 
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нано-, затем на микро- и, наконец, на макроуровне проявляют гетерогенность. При 
снижении температуры до 0°C и ниже в очень широком диапазоне концентраций ис-
ходных растворов наблюдалось еще в жидкой фазе формирование агрегатов опреде-
ленной формы макроскопического размера (~1 см), которые при наличии градиента 
температуры направленно двигаются в растворе из области более низких температур 
в область более высоких. Причем, в процессе снижения температуры охлаждающей 
системы эти агрегаты быстро размножаются, увеличиваются в размерах, сложным 
образом взаимодействуя друг с другом и окружающей жидкой средой. Их можно 
механически выделять из раствора. При определенной температуре, зависящей от 
концентрации исходного раствора, формирование и движение агрегатов прекраща-
ется и начинается кристаллизация жидкой фазы, не входящей в состав этих агрега-
тов. Яценко О.Б. обратил внимание на сложную, многоуровневую, иерархическую 
систему организации структурных элементов, формирующихся в жидкой фазе в 
процессе ее охлаждения, которая затем длительное время сохраняется в процессе 
плавления. Таким образом, при охлаждении водных растворов ИПС имеют место 
два вида фазовых превращений: кристаллизация и расслоение гомогенной жидкой 
фазы. При этом зарождающиеся и растущие кристаллы льда вытесняют более легко-
плавкий компонент – ИПС, в незакристаллизованную часть жидкой фазы. Расслое-
ние жидкой фазы происходит, вероятнее всего, по спинодальному механизму, не 
требующему формирования зародышей, происходящему одновременно во всем ис-
ходном растворе и часто ведущему к формированию упорядоченных структур, но 
уже не на атомно-молекулярном уровне, как при кристаллизации, а на наноуровне 
(коллоидном уровне) образующихся агрегатов в системе на начальной стадии рас-
слоения исходного раствора. На фронте кристаллизации происходят процессы ши-
роко известные как явление концентрационного переохлаждения. Примесь (второй 
компонент), вытесняемая в жидкую фазу фронтом кристаллизации, накапливается в 
определенном слое, дестабилизирует условия плоского фронта, приводя к росту ден-
дритов, формированию ячеистых структур и т.д. В этой области пересыщения рас-
тущий кристалл создает условия для спинодального распада жидкой фазы, приле-
гающей к фронту кристаллизации. Важной особенностью этих процессов является 
поведение воды, входящей в раствор. При снижении температуры чистой воды от 
комнатной до 0°C в ней происходит ряд фазовых превращений, в первую очередь, на 
нано- и микроуровне. Такие изменения в состоянии воды при охлаждении растворов 
до 0°C и ниже, несомненно, должны сказываться на их структуре и свойствах. В 
этом плане показательны результаты работы [38], в которой идет речь о превраще-
нии водных растворов NаCl в коллоидные при температуре <0°C. Именно формиро-
вание наноагрегатов воды при снижении температуры создает условие для первона-
чального разделения компонентов раствора и его распада по спинодальному меха-
низму. Выделение легкоплавкого компонента (ИПС) в отдельные области раствора, 
способствует, с одной стороны, началу кристаллизации льда в областях, обогащен-
ных водой (более тугоплавкий компонент), а с другой, способствует спинодальному 
распаду раствора там, где он обогащен спиртом. Периодическое чередование этих 
областей в процессе охлаждения раствора и ведет к формированию наблюдаемых 
агрегатов. Можно сказать, что эти агрегаты — результат сложного, периодически 
повторяющегося на разных уровнях сочетания двух процессов: кристаллизации в тех 
областях, где больше воды, и спинодального распада там, где концентрируется ИПС. 
Для выяснения роли границ раздела, зарождающихся в водном растворе,  
Яценко О.Б. предложил вводить в исходную исследуемую систему заранее создан-
ные поверхности раздела различного типа. В частности, в одном случае такую роль 
выполняет поверхность слитка льда, сформированного из чистой воды при темпера-
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туре, например, -30°C. Определенный объем чистого ИПС, охлажденного предвари-
тельно при той же температуре, наливается на поверхность льда, и образец изотер-
мически выдерживается при этой температуре определенное время, достаточное для 
осуществления процесса взаимодействия ИПС с поверхностью слитка льда. В ре-
зультате взаимодействия чистого жидкого ИПС с поверхностью слитков льда на-
блюдается формирование системы упорядоченных агрегатов, образующихся на по-
степенно размывающейся исходно плоской границе раздела «лед – ИПС».  

Итак, формирование агрегатов в водном растворе ИПС 10–30 об. % происхо-
дит в интервале температур –10÷–15°С. Средний размер агрегатов составляет не-
сколько мм. При наличии температурной неоднородности агрегаты движутся в сто-
рону более высоких температур. При градиенте температуры 1-2°С/см скорость 
движения составляет 1-2 мм/с. Характер движения и взаимодействия агрегатов очень 
чувствительны к распределению температуры в растворе. После прекращения дви-
жения агрегатов наблюдается кристаллизация жидкой фазы, первоначально не вхо-
дившей в состав агрегатов. Подобные явления имеют место и в водных растворах 1-
бутанола и 1-пентанола, но не характерны для растворов метанола, этанола и 1-
пропанола [36]. Такие различия, вероятней всего связаны с более высокой полярно-
стью и гидрофильностью метанола, этанола и 1-пропанола по сравнению с ИПС и 
спиртами С4-С5 (см. табл. и комментарии к ней). Рассмотренные выше явления с 
расслоением жидкостей и движением агрегатов в направлении градиента температур 
пока не применимы на практике для реализации криоконцентрирования или крио-
хроматографии, но дают определенную экспериментальную базу для рассмотрения 
теоретических представлений в этом направлении. Существует немало бинарных и 
многокомпонентных жидких гомогенных систем, которые при понижении темпера-
туры расслаиваются без образования фазы льда. Например, нашла применение при 
пробоподготовке система ацетонитрил - вода [6]. При ее охлаждении до -20оС про-
исходит расслаивание на фазу, обогащенную ацетонитрилом, и фазу, обогащенную 
водой. В ацетонитрильной фазе может содержаться от 14 до 34 об.% воды, эта фаза 
менее полярна, чем водная, она лучше растворяет в себе относительно малополяр-
ные компоненты раствора – различные органические вещества [6,17]. Полярные не-
органические и ионогенные органические вещества остаются в водной фазе, менее 
полярные концентрируются в ацетонитрильной. Этот эффект нашел свое примене-
ние в низкотемпературной ЖЖЭ. Для повышения эффективности ЖЖЭ вместо аце-
тонитрила можно использовать его смеси с этилацетатом и ИПС, а также высалива-
ние или высахаривание. Хорошо растворимые в воде соли или моносахариды вытес-
няют гидрофобную органику из водной фазы в ацетонитрильную. 

При рассмотрении роли растворителя в процессах разделения веществ с при-
менением жидкой фазы исследователи часто употребляют термины полярный, мало-
полярный, неполярный растворитель, придавая этому показателю лишь эмпириче-
ский качественный уровень (вода полярнее спиртов, спирты полярнее сложных эфи-
ров, а эфиры полярнее аренов и алканов). Вместе с тем, этот показатель можно опре-
делять количественно. Итак, под полярностью растворителей понимается их спо-
собность сольватировать находящиеся в нем заряженные или полярные частицы. 
Эта способность зависит от всех специфических и неспецифических взаимодействий 
между молекулами растворителя и растворенного вещества. Учесть в полной мере 
совокупность всех этих взаимодействий каким-то одним физико-химическим пара-
метром невозможно. В связи с этим количественно полярность растворителей опре-
деляют с помощью различных эмпирических параметров. Авторы рекомендуют для 
этих целей многократно апробированные критерии полярности PN и липофильности 
RL растворителей (таблица). Эти критерии соотносятся между собой как RL=100-PN. 
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По этой шкале полярность у воды равна 100, а декана – нулю, а липофильность (гид-
рофобность), напротив максимальна у декана. Критерии, представленные в таблице, 
можно смело отнести и к хроматографическим, и к экстракционным свойствам рас-
творителей. Ибо экстрагируемые компоненты, перераспределяясь в сорбционных 
или экстракционных процессах между фазами, реализуют свой ГГБ сообразно по-
лярности или липофильности фазы, в которой они концентрируются.  
 
Таблица. Критерии полярности PN и липофильности RL типовых растворителей. По 
данным [40,41] 

Растворитель PN RL Растворитель PN RL 
Декан 0.00 100 Октанол-1 28.85 71.15 
Изооктан 0.32 99.68 Бутанон 29.03 70.97 
Пентан 0.45 99.55 Пиридин 29.04 70.96 

Циклогексан 0.71 99.29 трет-Бутанол 29.12 70.88 
Гексан 0.85 99.15 Пентанол-1 31.25 68.75 
Гептан 1.44 98.56 Бензонитрил 31.72 68.28 

Триэтиламин 6.24 93.76 Ацетон 32.18 67.82 
Тетрахлорметан 7.29 92.71 Нитробензол 33.00 67.00 
Сероуглерод 8.25 91.75 Бутанол-1 36.29 63.71 

Диизопропиловый эфир 9.02 90.98 ИПС 36.72 63.28 
Диэтиловый эфир 11.73 88.27 Уксусная кислота 38.45 61.55 

Толуол 12.07 87.93 Пропанол-1 39.09 60.91 
Бензол 13.44 86.56 ДМФА 42.88 57.12 

Хлорбензол 16.65 83.35 Этанол 43.97 56.03 
Бромэтан 16.72 83.28 Ацетонитрил 44.66 55.34 
ТГФ 21.00 79 Нитрометан 46.72 53.28 

1,4-Диоксан 21.71 78.29 ДМСО 48.41 51.59 
Этилацетат 21.84 78.16 Метанол 54.34 45.66 
Хлороформ 22.00 78 Этиленгликоль 62.77 37.23 

Метиленхлорид 23.04 76.96 Формамид 83.83 16.17 
Дихлорэтан 24.88 75.12 Вода 100.00 0 

Физико-химическая сепарация 

Рассмотрим сепарационные свойства ацетонитрила и его смесей с водой. Под 
сепарационными свойствами обозначим свойства растворителей, применяемых в 
экстракционных, сорбционных и хроматографических и иных методах Separation 
Science. В технологии под термином сепарация (лат. Separatio – отделение) подразу-
мевают различные процессы разделения смешанных объёмов разнородных частиц, 
жидкостей разной плотности, эмульсий, суспензий и т.п. В отечественной химии не 
спешат этот термин распространить, как это сделано давно в англоязычной научной 
периодике, на физико-химические процессы, которые изучает так называемая Sepa-
ration Science. Пора согласиться с термином сепарация, поскольку не удалось подоб-
рать иного термина. Чтобы его не путать с сепарацией, основанной на физических 
свойствах разделяемых систем, можно ввести уточнение физико-химическая сепара-
ция. 

В практике самых разных физико-химических сепарационных методов, в том 
числе криометодов, активно применяют ацетонитрил [3,6]. В настоящее время аце-
тонитрил получил широкое применение в качестве гидрофильного экстрагента как в 
чистом виде, так и в качестве модификатора экстрагентов в самых разнообразных 
методах экстракции: твердофазная экстракция (ТФЭ), микро-ТФЭ, низкотемпера-
турная ТФЭ; ЖЖЭ с высаливанием и высахариванием; микро-ЖЖЭ, дисперсионная 
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микро-ЖЖЭ, жидкостная экстракция под давлением; флюидная экстракция, низко-
температурная ЖЖЭ, экстракционное вымораживание; комбинированный способ 
концентрирования квечерс (QuEChERS)[4,5,7-12,14-17,41-52].  

В методах ЖЖЭ важна смешиваемость и солюбилизирующая способность 
растворителей. Особое значение имеет смешиваемость с водой. По этому свойству 
растворители разделяют на гидрофобные и гидрофильные. Мерой гидрофильности 
или гидрофобности хорошо зарекомендовали себя критерии lоgP и СlоgP [6], это ло-
гарифмы коэффициента распределения растворителя между водой и 1-октанолом. 
Особенностью СlоgP является то, что он расчетный, а lоgP определяется экспери-
ментально. Эти критерии хорошо коррелируют между собой и достаточно тесно 
коррелируют с распределением растворителей в экспериментально найденном мик-
сотропном ряду [53]. Растворители, расположенные в миксотропном ряду выше 
трет-бутанола, смешиваются с водой и между собой в любых соотношениях, их 
можно отнести к гидрофильным. Растворители ниже трет-бутанола гидрофобны и 
хорошо смешиваются с неполярными растворителями. Гидрофильные растворители 
имеют отрицательные или близкиe к нулю критерии (logP ≤0.6), они полностью или 
частично смешиваются с водой и между собой, а растворители с более положитель-
ными значениями критериев гидрофобности неограниченно или частично смешива-
ются между собой и с неполярным гексаном. Чем больше разница между значения-
ми критерия lоgP (или СlоgP), тем маловероятней смешиваемость растворителей. Но 
есть и исключения, еще требующие теоретической интерпретации. Например, бен-
зол хорошо смешивается с метанолом. Ацетонитрил, ИПС и ТГФ дифильны, они при 
комнатной температуре смешиваются не только с водой и типичными гидрофиль-
ными растворителями, но и со многими гидрофобными растворителями.  

В обзоре [6] обобщены данные, которые показывают, что смеси ацетонитрила 
с водой при хранении в течение от получаса до нескольких часов при температуре 
ниже комнатной расслаиваются на две жидкие фазы. Разделение фаз происходит при 
температурах ниже -1.32°C и может наблюдаться в широком диапазоне концентра-
ций ацетонитрила. Диапазон содержания ацетонитрила в смесях с водой, способных 
расслаиваться при температуре около -10 оС составляет от 38 до 87 об.%, что позво-
ляет подбирать состав бинарного растворителя пробы максимально близкий к соста-
ву подвижной фазы, используемой в обращенно-фазной ВЭЖХ. При температурах 
≤-10оС расслоение на две фазы происходит достаточно быстро (≤30 мин), что прием-
лемо для пробоподготовки в химическом анализе методом ВЭЖХ. В этих гетероген-
ных системах ацетонитрил распределен неравномерно между двумя фазами. Верхняя 
фаза обогащена ацетонитрилом, а нижняя – водой. Холодную ЖЖЭ используют для 
подготовки проб образцов, в том числе для депротеинизации сырого образца, удале-
ния белка из органического растворителя, для селективной ЖЖЭ фенолов, трикло-
зана, бисфенола А и других БАВ из сложных смесей, например, из молочных про-
дуктов. Это явление может использоваться также как криометод удаления избытка 
ацетонитрила из биологических образцов и из хроматографических подвижных  
фаз [6]. 

Не только ацетонитрил, но и такие растворители как ацетон, диоксан, пропи-
ловые спирты, 4-бутиролактон, N-метилпирролидон, трет-бутиловый спирт, диаце-
тоновый спирт могут в присутствии высаливателей образовывать самостоятельную 
водно-органическую фазу, в которой содержится от 2 до 50 об.% воды [17]. Это 
свойство используют в гидрофильной ЖЖЭ. В качестве высаливателей хорошо себя 
зарекомендовали (NH4)2SO4 и Li2SO4, хотя используют и другие соли, например, 
K2HPO4, KH2PO4, MgSO4, NaCl. Варьируя концентрацию и тип высаливателя можно 
изменять соотношение органического растворителя и воды в двух разделенных фа-
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зах. Если концентрация высаливателя в водном растворе приближается к насыще-
нию, то содержание органического растворителя в водной фазе стремится к мини-
муму. Образованию гетерогенной системы способствует сочетание применения со-
лей и охлаждения до 4оС. 

Ацетонитрил имеет высокую солюбилизирующую способность для многих 
органических веществ, однако при охлаждении она падает. Поэтому для улучшения 
растворимости аналитов в ацетонитрильной фазе при реализации низкотемператур-
ной ЖЖЭ рекомендуют использовать добавки к ацетонитрилу этилацетата и ИПС 
[5]. В качестве перспективного экстрагента фенолов методом низкотемпературной 
ЖЖЭ является смесь ацетонитрила с ИПС и этилацетатом (80:5:15 об.), в которой 
образование двухфазной системы жидкость–жидкость при -10°C происходит за ко-
роткое время (~10мин).  

Системы органический растворитель – вода зачастую проявляют значитель-
ное отклонение от свойств идеальных растворов, так как межмолекулярные взаимо-
действия вода – вода, органический растворитель – органический растворитель и во-
да – органический растворитель могут существенно различаться. Эти отклонения 
обусловлены тем, что на наноуровне происходит образование структур, в которых 
имеются негомогенные образования, которые одни исследователи называют ассо-
циатами, а другие применяют термин кластеры, под которым понимают объедине-
ние нескольких однородных элементов (молекул компонента смеси), являющихся 
самостоятельными единицами, обладающими определёнными свойствами [54]. При 
растворении вещества в такой неидеальной бинарной смеси состав растворителей в 
сольватной оболочке не соответствует составу бинарного растворителя в объеме 
раствора. Следовательно, в таких неидеальных двойных смесях возникает возмож-
ность преимущественной сольватации растворенного вещества одним из компонен-
тов смеси. Конечно, кластеры химически малоустойчивы, имеют разные структуры, 
которые находятся между собой и окружающей гомогенной фазой в подвижном рав-
новесии, которое смещается под действием концентрации компонентов смеси и тем-
пературы. Так, авторы [54] полагают, что доля кластеров воды увеличивается с уве-
личением концентрации ацетонитрила по причине того, что молекулы ацетонитрила 
не образуют кластеры, а ведут себя как “растворитель”, окружающий и стабилизи-
рующий кластеры воды, увеличивая тем самым время жизни больших кластеров. 
Было установлено, что растворимость фенола в смесях с ацетонитрилом меньше, чем 
в чистой воде, поскольку в них преобладает взаимодействие воды с последним. 
Дальнейшее увеличение концентрации ацетонитрила приводит к появлению ацето-
нитрильной фазы, не связанной с кластерами воды. Это вызывает резкое увеличение 
растворимости фенола при концентрации ацетонитрила>0.4 мольных доли. Таким 
образом, в бинарных смесях фенол преимущественно взаимодействует с органиче-
ским компонентом даже при больших концентрациях воды.  

В работе [55] показано с использованием ИК-спектроскопии, квантово-
химических и хемометрических расчетов, что при значительных количествах орга-
нического растворителя в системе вода – ацетонитрил преобладает структура ацето-
нитрила с квазициклическими ассоциатами. При этом с увеличением доли ацетонит-
рила реализуется постепенный переход от тетраэдрической структуры воды к струк-
туре, характерной для индивидуального ацетонитрила. Для него возможны агрегаты, 
содержащие до 120 молекул самого ацетонитрила. Авторы [55] делают вывод, что 
бинарные смеси более структурированы, чем индивидуальный растворитель (ацето-
нитрил), благодаря образованию сильных водородных связей.  

В работе [56] при изучении оптической плотности смесей вода – ацетонитрил 
было установлено, что в диапазоне 195-235 нм она принципиально отличается от за-
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висимостей при длинах волн >240 нм. Преображенский М.А. считает, что в этой об-
ласти на поглощение ацетонитрила при 90 об.% и более может вносить свой вклад 
светорассеяние, обусловленное негомогенностью системы на наноуровне, т.е. ано-
мальность поглощения связана с существованием больших кластеров. 

Экстракционное вымораживание 

В работах [7-12] показано, что ацетонитрил применим в режиме экстракцион-
ного вымораживания. При образовании фазы льда из воды при -19÷-20оС растворен-
ные органические вещества вытесняются в жидкую ацетонитрильную фазу. Такой 
способ концентрирования пробы активно применяют в ВЭЖХ в способе, получив-
шем название liquid-liquid extraction with partition at low temperature. В измельченный 
образец добавляют несколько мл ацетонитрила, охлаждают до -20оС, центрифуги-
руют, отделяют органический слой, фильтруют и анализируют [13-16]. Этот метод 
заметно более дешевый, чем ТФЭ, поскольку нет необходимости использовать доро-
гие патроны с сорбентами.  

Бехтеревым В.Н. была предпринята попытка теоретического толкования раз-
виваемого им метода экстракционного вымораживания (ЭВ) [7-12]. Его теоретиче-
ские представления базируются на адсорбционном механизме распределения анали-
та между образующейся поверхностью кристаллов воды и жидким экстрактом, со-
став которого определяется фазовой диаграммой. В условиях ЭВ при -19°С с образо-
вавшимися кристаллами льда сосуществует жидкая фаза постоянного состава из во-
ды и ацетонитрила. Было обнаружено заметное варьирование массы образующегося 
в опытах экстракта. Очевидно, в этом явлении свою роль играют возникающие при 
замораживании водно-органических растворов жидкие микровключения в твердой 
фазе. Сам лед имеет поликристаллическую структуру с множеством трещин, в кото-
рые за счет капиллярных сил втягивается контактирующая жидкая водно-
органическая фаза (экстракт). Бехтерев В.Н. считает, что прямым доказательством 
того, что твердая фаза (лед) при ЭВ выступает в качестве адсорбента, служат резуль-
таты следующего эксперимента. На поверхность льда, полученного охлаждением до 
-19°С дистиллированной воды, помещали предварительно охлажденный до этой же 
температуры раствор аналитов (уксусная и пропионовая кислоты) в ацетонитриле 
(его охлаждали в отдельной емкости, одновременно с замораживанием воды). При-
готовленные таким способом образцы дополнительно выдерживали при -19°С еще 
48 ч, после чего, отделив жидкую фазу, методом ГЖХ определяли в ней содержание 
кислот. Полученные данные указывали на уменьшение концентрации аналитов в 
жидком растворе в результате контакта с поверхностью льда. Увеличение площади 
соприкосновения жидкой и твердой фаз сопровождалось дальнейшим снижением 
концентрации кислот в жидкости. Эти наблюдения могут свидетельствовать об ад-
сорбционном механизме извлечения при ЭВ. Следует учитывать конкуренцию меж-
ду молекулами растворителя и аналита за адсорбент. Кроме этого существенная ад-
сорбция может наблюдаться только при развитой поверхности льда, когда он пред-
ставляет собой шугу, состоящую из частиц льда, имеющих размеры, характерные 
для частиц сорбента в классической колоночной ЖХ (5-20 мкм). Только в этом слу-
чае кристаллическую фазу льда можно считать эффективным полярным адсорбен-
том, кристаллическая решетка которого образована полярными молекулами воды и, 
по аналогии с силикагелем, она имеет на поверхности гидроксильные группы, спо-
собные адсорбировать соединения с полярными функциональными группами. В экс-
перименте Бехтерева В.Н. [9] снижение концентрации карбоновых кислот при отно-
сительном небольшом увеличении объема фазы льда фактически попадает в диапа-
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зон погрешности определения, т.е. правильные выводы сделаны при недостаточно 
убедительном эксперименте. Этот автор предполагает, что экстракционная способ-
ность растворителя (жидкой фазы) при ЭВ должна возрастать с ростом полярности 
экстрагента, и проводит аналогию с нормально-фазовой адсорбционной ЖХ. Дейст-
вительно, при замене полярного растворителя (ацетонитрила) на гексан степень кон-
центрирования карбоновых кислот С2–С6 с помощью ЭВ резко падает. Согласно 
предложенной модели в данном случае с уменьшением полярности жидкости кон-
тактирующей с кристаллами воды (твердая фаза, адсорбент) адсорбция молекул кар-
боновых кислот на поверхности кристаллов льда возрастает. Известно, что степень 
ионизации аналита существенным образом отражается на адсорбции и, соответст-
венно, на параметрах его удерживания в ЖХ. Варьируя рН жидкой фазы можно 
управлять степенью адсорбции. Так, рН водного раствора влияла на степень концен-
трирования карбоновых кислот при их извлечении ацетонитрилом. Смещение в ще-
лочную область, сопровождающееся ростом степени диссоциации карбоновых ки-
слот, резко снижала их концентрации в получаемом методом ЭВ ацетонитрильном 
экстракте. Это связано с ростом адсорбции кислот в ионизированном состоянии на 
кристаллах льда, являющегося полярным сорбентом (поверхность которого модифи-
цируется щелочью). Данный результат ожидаем как с точки зрения теории адсорб-
ции, так и по аналогии с ЖХ на полярных сорбентах. Таким образом, варьируя рН 
водного раствора на стадии пробоподготовки методом ЭВ можно управлять селек-
тивностью извлечения тех или иных компонентов из анализируемой пробы в экс-
тракт.  

При описании ЭВ более точной аналогией, чем адсорбционная ЖХ, является 
аналогия с гидрофильной ЖХ, где поверхность льда рассматривается как полярная 
неподвижная фаза, а подвижной фазой является смесь ацетонитрила с водой. Ацето-
нитрил здесь является базовым растворителем, а вода – полярной добавкой и одно-
временно модификатором поверхности, образуя на полярном адсорбенте полимоле-
кулярный адсорбционный слой. Удерживание уменьшается при увеличении доли 
воды в подвижной фазе. Механизмы удерживания в гидрофильной ЖХ довольно 
сложны, имеет место конкуренция между механизмами адсорбционным и распреде-
лительным между двумя фазами. Одна фаза – это полуиммобилизованный слой, обо-
гащенный водой, около поверхности сорбента, вторая – сама подвижная фаза. При-
чем с увеличением содержания воды в подвижной фазе возрастает доля воды и в 
слое около сорбента. Поэтому удерживание, в основном, зависит от распределения 
воды между слоями. Кроме того, предполагается, что вклад в удерживание могут 
вносить и другие виды взаимодействий (водородная связь, диполь – дипольные и 
слабые дисперсионные взаимодействия) [57]. 

Продолжая рассуждать об аналогиях между ЭВ и гидрофильной ЖХ, можно 
представить себе вариант криохроматографии, в котором микрочастицы льда, или 
поризованный лед служат неподвижной фазой, а подвижной фазой является смесь 
ацетонитрила с водой. Этот случай представляет определенный интерес для теоре-
тиков, дает возможность просчитать условия и пути реализации данного варианта 
жидкостной хроматографии. 

Заключение 

Анализ современного состояния теории и практики методов разделения и 
концентрирования веществ в жидких средах показывает, что криометоды –  концен-
трирование вымораживанием, низкотемпературная жидкостно-жидкостная и твер-
дофазная экстракция, субамбиентная жидкостная хроматография и комбинация этих 
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методов, являются реализацией эффективных физико-химических сепарационных 
процессов, основным преимуществом которых являются низкотемпературные усло-
вия их осуществления. В этих условиях возможно максимально полное сохранение 
свойств разделяемых или концентрируемых компонентов. Понимание механизмов и 
технологических воздействий низких температур на растворы биологически актив-
ных веществ имеет решающее значение в фармацевтической промышленности для 
производства высококачественных биопрепаратов. 
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