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Разработан способ мицеллярной микроэкстракции для концентрирования и спектрофотометри-
ческого определения фосфат-ионов в водных средах, основанный на образовании восстановлен-
ной формы молибдофосфорной гетерополикислоты и ее выделении из водной фазы в супрамо-
лекулярный растворитель. При этом in situ образование фазы супрамолекулярного растворителя
происходит при введении в водную фазу амфифила и агента коацервации. Изучена возможность
применения в качестве амфифила биоразлагаемого алкилполигликозида (C8–C10), а в качестве
агентов коацервации –– карбоновых кислот. Показано, что в кислой среде, необходимой для обра-
зования восстановленной формы молибдофосфорной гетерополикислоты, происходит выделение
фазы супрамолекулярного растворителя. Максимальная оптическая плотность экстракта наблю-
дается при введении пивалевой кислоты в качестве агента коацервации. Предел обнаружения (3σ)
фосфат-ионов составил 5 мкг/л. Способ является экологически безопасным и не требует приме-
нения дорогостоящего оборудования.
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Среди методов разделения и концентриро-
вания особое внимание уделяют мицеллярной
микроэкстракции (ММЭ) как экологически без-
опасной альтернативе классической жидкостно-
жидкостной экстракции. Метод ММЭ предпо-
лагает введение в водную фазу амфифилов ––
поверхностно-активных веществ (ПАВ) в кон-
центрации выше критической концентрации
мицеллообразования, что приводит к самоор-
ганизации их молекул с образованием мицелл
и везикул. При изменении условий в экстрак-
ционной системе, например при повышении
температуры или введении электролитов или
полярных растворителей, наблюдается явление

коацервации –– агрегация мицелл и везикул в более
крупные частицы –– коацерваты. Коацерваты за-
хватывают аналиты и выделяются в отдельную фазу
супрамолекулярного растворителя. Образование
фазы супрамолекулярного растворителя проис-
ходит in situ в пробе, что способствует быстрому
массопереносу аналитов в фазу экстрагента и обес-
печивает высокую эффективность экстракции [1].
Мицеллярная микроэкстракция нашла широкое
применение для концентрирования неорганиче-
ских и органических аналитов и легко сочетается со
спектральными и хроматографическими методами
анализа [2]. Метод характеризуется простотой,
высокой эффективностью с точки зрения до-
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стигаемых коэффициентов концентрирования
и возможностью автоматизации [3–8].

В качестве экологически безопасных амфи-
филов для ММЭ показана возможность приме-
нения алкилполигликозидов (АПГ) [9], которые
представляют собой биоразлагаемые неионоген-
ные ПАВ природного происхождения, являющи-
еся производными глюкозы и жирных спиртов
(схема 1) [10]. На сегодняшний день АПГ на-
шли применение для концентрирования и хрома-
тографического определения только органических
аналитов –– антибактериальных лекарственных ве-
ществ [11] и адреналина [9] в биологических жид-
костях.

Схема 1. Структурная формула алкилполигликозидов.

В настоящем исследовании изучена возмож-
ность сочетания ММЭ на основе АПГ со спек-
трофотометрическим методом анализа. Аналити-
ческие возможности предложенного подхода пока-
заны на примере концентрирования и спектрофо-
тометрического определения фосфат-ионов в вод-
ных средах. Фосфор является биогенным элемен-
том. Основная и наиболее биодоступная форма
фосфора в природных водах –– фосфат-ионы, кото-
рые образуются естественным образом в процессе
распада останков живых организмов и растворения
горных пород [12]. Кроме того, широкое примене-
ние фосфатов в составе удобрений, пищевых доба-
вок и компонентов моющих средств приводит к их
поступлению в природные воды. Избыток фосфат-
ионов в воде нарушает биоценоз и ускоряет про-
цесс эвтрофикации водоемов [13], поэтому опреде-
ление содержания фосфат-ионов в водных средах
является важной задачей контроля их качества.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Рабочие растворы фосфат-ионов готовили

непосредственно перед экспериментом пу-
тем последовательного разбавления материала
стандартного образца (СО) состава водного
раствора фосфат-ионов (ГСО 7018-93, ООО
“ЦСОВВ”, Россия) деионизованной водой. Рас-
творы силикат-ионов готовили разбавлением
СО раствора силиката натрия в 0.1 моль/л рас-
творе гидроксида натрия (ГСО 8934-2008, ООО

“ЭКРОСХИМ”, Россия) деионизованной водой.
Раствор реагентов для образования молибдо-
фосфорной гетерополикислоты (ГПК) готовили
смешением 10 мл 11%-ного раствора молибдата ам-
мония, 30 мл 30%-ного раствора азотной кислоты
и 10 мл 0.35%-ного раствора антимонилтартрата
калия [14]. Раствор реагентов для образования
молибдованадиевофосфорной ГПК готовили
смешением 10 мл 5%-ного раствора молибдата
аммония, 10 мл 0.25%-ного раствора ванадата
аммония, 10 мл 20%-ного раствора азотной кисло-
ты [15]. Растворы реагентов для образования ГПК
хранили в емкостях из темного стекла при 4○C в те-
чение не более двух месяцев. Раствор аскорбиновой
кислоты (100 г/л) готовили непосредственно перед
экспериментом при растворении навески реагента
(Sigma-Aldrich, США) в деионизованной воде.
Коммерчески доступный АПГ (ceC8–ceC10, 50%)
приобретали у компании “UTS” (Россия). Рабочий
раствор АПГ (12%) готовили путем разбавления
исходного раствора деионизованной водой, со-
держащей винную кислоту (1%) для устранения
мешающего влияния силикат-ионов. Хлорид
натрия, муравьиную, уксусную, пропионовую,
масляную, пивалевую, гексановую, гептановую,
октановую и винную кислоты приобретали у ком-
пании “Вектон” (Россия). Для разбавления фазы
супрамолекулярного растворителя перед спек-
трофотометрическим измерением использовали
изопропиловый спирт (ЭКОС-1, Россия). Все
реактивы имели квалификацию не ниже ч. д. а.

Пробы воды (морская из Балтийского моря,
г. Зеленоградск, Калининградская обл.; колодезная
и речная, Ленинградская обл.) отбирали вручную
в чистые полимерные емкости с плотно закрываю-
щимися крышками. Пробы консервировали путем
добавления 4 мл хлороформа на 1 л пробы воды.
Емкости с пробами хранили в темноте при 4○C в те-
чение не более трех суток [14]. Перед проведением
анализа пробы воды перемешивали и фильтровали
через бумажный фильтр “синяя лента” (ЛенРеак-
тив, Россия).

Кислотность измеряли иономером рН-метром-
милливольтметром рН-410, (Аквилон, Россия),
оснащенным комбинированным электродом
ЭСЛК-01.7 (Аквилон, Россия). Фазы разделяли
при помощи лабораторной центрифуги ОПн-8
(ТНК “Дастан”, Россия). Для измерения опти-
ческой плотности применяли спектрофотометр
UV mini-1240 (Shimadzu, Япония), оснащенный
кварцевой кюветой с длиной оптического пути10 мм SUPRASIL (Hellma Analytics, Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В качестве аналитических форм для ММЭ

и спектрофотометрического определения фосфат-
ионов изучали различные по составу ГПК: молиб-
дофосфорную и молибдованадиевофосфорную.
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Состав ГПК может влиять как на величину мо-
лярного коэффициента светопоглощения, так
и на степень извлечения аналитической формы
в мицеллярную фазу. На предварительном этапе
установили, что ГПК переходят в фазу супрамо-
лекулярного растворителя, который образуется
при введении в водную фазу алкилполигликозида
(C8–C10) и высшей карбоновой кислоты.

Для получения ГПК в полимерную пробирку
помещали 1.8 мл раствора фосфат-ионов с кон-
центрацией 0.1 мг/л, добавляли 70 мкл раство-
ра реагентов и перемешивали. Раствор реагентов
для образования молибдофосфорной ГПК пред-
ставлял собой смесь молибдата аммония (2.2%), ан-
тимонилтартрата калия (0.07%) и азотной кислоты
(18%) [14]. Для получения молибдованадиевофос-
форной ГПК использовали водный раствор мо-
либдата аммония (1.7%), ванадата аммония (0.08%)
и азотную кислоту (6.7%) [15]. Далее добавляли40 мкл раствора аскорбиновой кислоты с концен-
трацией 100 г/л, перемешивали и термостатиро-
вали в течение 20 мин при комнатной температу-
ре [14]. Затем добавляли 1.2 мл раствора АПГ (12%),
а также 210 мкл гептановой кислоты в качестве
агента коацервации и перемешивали экстракцион-
ную систему в течение 1 мин. Для разделения фаз
экстракционную систему центрифугировали в те-
чение 5 мин при 5000 об/мин. Поскольку мицел-
лярная фаза (экстракт) была вязкой и непрозрач-
ной, перед выполнением спектрофотометрических
измерений ее разбавляли изопропиловым спиртом
в 1.2 раза. Спектры поглощения полученных экс-
трактов, а также водных растворов ГПК до прове-
дения экстракции представлены на рис. 1. В случае
молибдофосфорной ГПК (рис. 1а) максимумы све-
топоглощения водного раствора и экстракта совпа-
дают (800 нм). В случае молибдованадиевофосфор-
ной ГПК (рис. 1б) при переходе от водного раство-
ра к мицеллярной фазе АПГ наблюдается неболь-
шой батохромный сдвиг. Максимумы светопогло-

щения водной и органической фаз составляют 790
и 800 нм соответственно. Наиболее высокое значе-
ние оптической плотности наблюдали в случае мо-
либдофосфорной ГПК при 800 нм, которую выбра-
ли в качестве аналитической формы для дальней-
ших исследований.

Нагревание реакционной смеси влияет на ско-
рость протекания фотометрической реакции
и, следовательно, на производительность анализа.
Влияние температуры на скорость реакции ис-
следовали в диапазоне от 25 до 85○C. Установили,
что оптические плотности в интервале темпе-
ратур от 25 до 65○C существенно не отличаются
(рис. 2а), однако нагревание приводит к увели-
чению скорости фотометрической реакции. При
повышении температуры до 75○C и выше оптиче-
ская плотность значительно снижается, что может
свидетельствовать о разрушении аналитической
формы.

Время термостатирования влияет на полно-
ту протекания фотометрической реакции и, как
следствие, на достигаемый предел обнаружения.
Для исследования выбрали интервал от 5 до 20 мин.
Как видно из рис. 2б, при 45○C наибольшее значе-
ние оптической плотности достигается при нагре-
вании реакционной смеси в течение 15 мин. Это
время выбрали в качестве оптимального. При даль-
нейшем нагревании смеси аналитический сигнал
уменьшается, что связано с разрушением аналити-
ческой формы.

Коацервация мицелл на основе АПГ происхо-
дит при добавлении агента коацервации –– карбо-
новой кислоты [16]. Агент коацервации встраива-
ется в состав мицелл, увеличивая их размеры и вы-
зывая выделение фазы супрамолекулярного рас-
творителя. В свою очередь природа карбоновой
кислоты влияет на гидрофобность супрамолеку-
лярного растворителя и его сродство к аналитиче-
ской форме. В качестве агентов коацервации изу-
чали муравьиную, уксусную, пропионовую, мас-

Рис. 1. Спектры гетерополикислот в водном растворе и в мицеллярной фазе (концентрация фосфат-ионов 0.1 мг/л, агент
коацервации –– гептановая кислота, 𝑛 = 3). (а) –– молибдофосфорная ГПК; (б) –– молибдованадиевофосфорная ГПК.
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Рис. 2. Выбор условий образования молибдофосфорной гетерополикислоты (концентрация фосфат-ионов 0.1 мг/л, агент
коацервации –– гептановая кислота, 𝑛 = 3). (а): Влияние температуры нагревания реакционной смеси на оптическую плот-
ность экстракта (время нагревания 20 мин). (б): Влияние времени образования аналитической формы на величину опти-
ческой плотности экстракта (температура нагревания 45○C).

ляную, пивалевую, гексановую, гептановую и ок-
тановую кислоты. Добавление муравьиной, уксус-
ной, пропионовой и масляной кислот в экстрак-
ционную систему не приводит к образованию фа-
зы супрамолекулярного растворителя. Установили

(рис. 3а), что эффективность экстракции молибдо-
фосфорной ГПК максимальна в случае использо-
вания пивалевой кислоты и уменьшается с увели-
чением длины углеродной цепи карбоновой кисло-
ты. Чем больше длина углеродной цепи в карбоно-

Рис. 3. Выбор условий микроэкстракционного выделения аналитической формы (концентрация фосфат-ионов 0.1 мг/л,
нагревание реакционной смеси при 45○C в течение 15 мин, 𝑛 = 3). (а): Влияние природы агента коацервации на величину
аналитического сигнала (объем агента коацервации 210 мкл); (б): влияние объема пивалевой кислоты в качестве агента ко-
ацервации на величину аналитического сигнала; (в): влияние природы высаливающего и высахаривающего агентов на ве-
личину аналитического сигнала (агент коацервации –– пивалевая кислота, объем пивалевой кислоты 210 мкл); (г): влия-
ние рН пробы на величину аналитического сигнала (агент коацервации –– пивалевая кислота, объем пивалевой кислоты210 мкл, высаливающий агент –– NaCl, концентрация NaCl 10%).
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вой кислоте, тем более гидрофобной является об-
разующаяся фаза супрамолекулярного растворите-
ля. Молибдофосфорная ГПК –– полярное соедине-
ние, хорошо растворимое в воде, поэтому наиболь-
шим сродством к аналитической форме обладает
наименее гидрофобная мицеллярная фаза, содер-
жащая пивалевую кислоту.

Количество добавляемой карбоновой кислоты
в качестве агента коацервации влияет на объем об-
разующейся фазы супрамолекулярного раствори-
теля и, как следствие, на достигаемые коэффици-
енты концентрирования. Объем пивалевой кисло-
ты менее 90 мкл не вызывает выделения мицелляр-
ной фазы. Изучено влияние объема пивалевой кис-
лоты на достигаемую оптическую плотность в диа-
пазоне от 160 до 260 мкл. Из рис. 3б видно, что зна-
чение аналитического сигнала максимально при
объеме пивалевой кислоты 210 мкл, который вы-
брали для дальнейших исследований.

Для увеличения степени извлечения аналити-
ческой формы и лучшего разделения фаз исследо-
вали влияние различных высаливающих агентов,
таких как хлорид натрия и сульфат натрия, и выса-
харивающих агентов, таких как глюкоза и сахаро-
за, на эффективность экстракции. Для этого после
термостатирования реакционной смеси к ней до-
бавляли навеску исследуемого агента таким обра-
зом, чтобы его концентрация в растворе состави-
ла 10%. Наиболее высокая эффективность экстрак-
ции наблюдалась в случае использования хлорида
натрия в качестве высаливающего агента (рис. 3в).
Концентрацию высаливающего агента в растворе
варьировали в диапазоне от 5 до 15 мас. % При кон-
центрации более 10 мас. % высаливающий агент
практически не влияет на извлечение аналитиче-

ской формы. Для дальнейших исследований вы-
брали концентрацию 10 мас. %.

Образование ГПК возможно только в кислой
среде. В нейтральной и щелочной средах происхо-
дит гидролиз ГПК [17]. Влияние кислотности ис-
ходной пробы на эффективность образования и из-
влечения аналитической формы исследовали в ин-
тервале рН от 1.0 до 8.0. Для этого перед про-
ведением анализа рН пробы доводили до нужно-
го значения добавлением растворов соляной кис-
лоты и гидроксида натрия. После этого получали
ГПК в растворе и выполняли ММЭ. В диапазоне
рН пробы от 3.0 до 8.0 не наблюдали существен-
ного изменения оптической плотности экстрактов
(рис. 3г). Возможность анализа пробы с рН от 3.0
до 8.0 обусловлена тем, что в растворе реагентов
для образования ГПК содержится азотная кисло-
та (18%), обеспечивающая необходимую кислот-
ность реакционной смеси (рН < 1) для образования
ГПК [17].

Известно, что в природных водах могут при-
сутствовать силикат-ионы, которые также образу-
ют ГПК и мешают определению фосфат-ионов.
Для устранения мешающего влияния силикат-
ионов изучили возможность добавления винной
кислоты непосредственно в раствор АПГ [18]. Про-
вели серию экспериментов с растворами фосфат-
ионов с фиксированной концентрацией 0.1 мг/л,
содержащими добавки силикат-ионов в диапазоне
от 0.1 до 20 мг/л. Аналитический сигнал изменял-
ся более чем на 5% относительно раствора, полу-
ченного в эксперименте без добавления мешающих
ионов, при концентрации силикат-ионов, превы-
шающей 1 мг/л (рис. 4).

Таким образом, разработан способ определе-
ния фосфат-ионов в природных водах (рис. 5).

Рис. 4. Влияние концентрации силикат-ионов на величину аналитического сигнала (концентрация фосфат-ионов 0.1 мг/л,
объем пробы 1.8 мл, температура нагревания смеси 45○C, время нагревания 15 мин, высаливающий агент –– NaCl, концен-
трация NaCl 10%, агент коацервации –– пивалевая кислота, 𝑛 = 3).
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Рис. 5. Схема выполнения мицеллярной микроэкстракции при определении фосфат-ионов в водных средах.

В полимерную пробирку помещают 1.8 мл пробы
воды, добавляют 70 мкл раствора реагентов и пе-
ремешивают. Далее к раствору добавляют 40 мкл
раствора аскорбиновой кислоты с концентрацией100 г/л, перемешивают и термостатируют в течение
15 мин при 45○C. Затем к реакционной смеси до-
бавляют навеску хлорида натрия (0.2 г) и переме-
шивают в течение 1 мин. К полученному раствору
добавляют 1.2 мл 12%-ного раствора АПГ с содер-
жанием винной кислоты 1%, а также 210 мкл пива-
левой кислоты в качестве агента коацервации и ин-
тенсивно перемешивают вручную в течение 1 мин.
Для разделения фаз экстракционную систему цен-
трифугируют в течение 5 мин при 5000 об/мин.
Полученную мицеллярную фазу разбавляют изо-
пропиловым спиртом в 1.2 раза. Оптическую плот-
ность экстракта измеряют при 800 нм относительно
холостой пробы. Холостую пробу готовят при ис-
пользовании деионизованной воды, проводя ее че-
рез все стадии пробоподготовки.

При валидации разработанного способа экспе-
риментально установили диапазон определяемых
концентраций, предел обнаружения, предел опре-
деления, характеристики прецизионности и пра-
вильности. Для построения градуировочной зави-
симости использовали рабочие растворы фосфат-
ионов. Диапазон определяемых концентраций со-
ставил 0.02–0.40 мг/л, предел обнаружения (3σ) ––5 мкг/л, предел определения –– 20 мкг/л, коэф-
фициент детерминации 𝑅2 –– 0.994. Согласно дан-
ным [19] содержание фосфат-ионов в питьевой во-
де не должно превышать 3.5 мг/л, а в воде для рыбо-
хозяйственного производства –– 0.2 мг/л. Для рек,
впадающих в озера, ПДК фосфат-ионов составля-
ет 0.05 мг/л [20]. Разработанный способ позволяет
проводить мониторинг содержания фосфат-ионов
в природных водах. Повторяемость и внутрилабо-

раторную прецизионность оценивали при помо-
щи относительного стандартного отклонения 𝑠r.
Значения 𝑠r в условиях повторяемости, рассчитан-
ные по результатам пяти экспериментов, состави-
ли 12 и 4% для концентраций фосфат-ионов 0.02
и 0.4 мг/л соответственно. Значения 𝑠r в условиях
внутрилабораторной прецизионности, рассчитан-
ные на основании средних значений результатов
экспериментов, полученных в течение пяти раз-
ных дней, составили 15 и 5% для 0.02 и 0.4 мг/л
фосфат-ионов соответственно. Время одного ана-
лиза не превышает 30 мин.

Для оценки правильности определяли фосфат-
ионы в природных водах (морской, речной и коло-
дезной) методом введено–найдено. Рассчитывали
степень выделения по формуле:

Степень выделения =
𝑐с добавкой − 𝑐без добавки𝑐добавки

× 100%,
где 𝑐с добавкой –– концентрация фосфатов в пробе
с введенной добавкой, мг/л; 𝑐без добавки –– концен-
трация фосфатов в пробе, мг/л; 𝑐добавки –– концен-
трация введенной в пробу добавки, мг/л. Соглас-
но полученным результатам (табл. 1) фосфат-ионы
присутствуют в пробах природной воды в концен-
трациях, не превышающих предельно допустимой
концентрации для питьевой воды (3.5 мг/л [19]).
Разработанный способ обеспечивает степени вы-
деления аналитов от 91 до 109%. В соответствии
с данными [20] для проб с содержанием аналита
на уровне 10 мг/кг и менее степень выделения от 80
до 110% можно считать приемлемой.

* * *
Разработан способ мицеллярной микроэкс-

тракции на основе АПГ (C8–C10) для спектро-
фотометрического определения фосфат-ионов
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Таблица 1. Результаты определения фосфат-ионов в природных водах (𝑛 = 3, 𝑃 = 0.95)

Проба Введено, мг/л Найдено, мг/л Степень выделения, %
Морская вода 0 0.238 ± 0.020 −0.150 0.398 ± 0.029 1060.300 0.516 ± 0.019 93
Речная вода 0 0.914 ± 0.025 −0.500 1.46 ± 0.12 1091.000 1.82 ± 0.25 91
Колодезная вода 0 0.81 ± 0.110.400 1.18 ± 0.11 920.800 1.56 ± 0.13 96

в водных средах. Способ позволяет определять
фосфат-ионы в присутствии силикат-ионов в про-
бе в концентрациях до 1 мг/л. За счет проведения
экстракции с использованием природного ПАВ
способ является экологически безопасным, а от-
сутствие дорогостоящего и труднодоступного
оборудования делает его простым и эконо-
мичным. Предложенный способ мицеллярной
микроэкстракции открывает новые возможности
для выделения других неорганических аналитов
(например, ионов металлов в форме их комплексов
с хромогенными реагентами).
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PRECONCENTRATION AND SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION
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Abstract. A micellar microextraction technique has been developed for the preconcentration and spec-
trophotometric determination of phosphate ions in aqueous media based on the formation of a reduced form
of molybdenum phosphoric heteropolyacid and its extraction from the aqueous phase into a supramolecular
solvent. In this case, in situ formation of the supramolecular solvent phase occurs when an amphiphile and
a coacervation agent are introduced into the aqueous phase. The possibility of using biodegradable alkyl
polyglycoside (C8–C10) as an amphiphile and carboxylic acids as coacervation agents has been studied. It is
shown that in the acidic medium required for the formation of the reduced form of molybdenum phospho-
ric heteropolyacid, the phase of the supramolecular solvent is separated. The maximum absorbance of the
extract is achieved using pivalic acid as a coacervation agent. The limit of detection (3σ) for phosphate ions
is 5 μg/L. The technique is environmentally friendly and does not require the use of expensive equipment.

Keywords: micellar microextraction; supramolecular solvents; alkyl polyglycosides; spectrophotometry;
phosphate ions; aqueous media.
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