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Abstract. The study focuses on the development of analytical method based on solid-phase microextraction 

(SPME) and gas chromatography – mass spectrometry (GC-MS) for the determination of endocrine disruptors in 
water samples. The endocrine disruptors include steroid hormones such as 17β-estradiol, 17α-ethinylestradiol, 
mesterolone, norgestrel and etc.  

In this work, researches were carried out on model water samples, which represented drinking water of Almaty, 
surface waters of Syrdaryariver and Balkhash lake contaminated with a mixture of steroid hormones: norgestrel, 
mesterolone, and 17β-estradiol. The following parameters of solid-phase microextraction method were optimized as 
a result of experiments: extraction temperature - 95°C, extraction time – 20 min, mass of salt addition – 1g, injection 
temperature - 250°C. Extraction coating based on 100 µm of polydimethylsiloxane was used for solid-phase 
microextraction of endocrine disruptors.  

The optimized method based on SPME-GC-MS allowed to determinemesterolone and other hormone 
compounds in all of types water.  
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Аннотация. Данная статья посвящена разработке метода определения эндокринных деструкторов в 
водных объектах газовой хромато-масс-спектрометрией в сочетании с твердофазной микроэкстракцией. 
Эндокринные деструкторы представляют собой органические соединения, оказывающие негативное влияние 
на работу эндокринной системы живых организмов. Особую опасность вызывают такие эндокринные де-
структоры как этинилэстрадиол, эстрадиол, местеролон и т.д. Используемые методы определения данных 
веществ основываются на хроматографическом анализе в сочетании с современными методами подготовки 
проб (ТФЭ, ТФМЭ и т.д.). 

В данной работе представлены результаты по выбору оптимальных параметров метода твердофазной 
микроэкстракции для определения местеролона, эстрадиола и норгестрела в природной и питьевой воде.                 
В результате исследования были установлены оптимальные параметры ТФМЭ: время экстракции – 20 мин, 
температура экстракции - 95°C, масса NaCl – 1 г, температура инжектора - 250°C. 
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Исследования показали, что оптимизированный метод позволяет определить гормон – местеролонво 
всех типах водных объектов. При температуре 95°C был обнаружен эстрадиол. Разработанная методика 
ТФМЭ-ГХ-МС может быть использована для определения гормонов в водных объектах. 

 
Введение. За последние 10 лет широкое использование органических соединений во всех 

областях деятельности человека привели к загрязнению окружающей среды. Об этом инфор-
мируют последние статьи в ведущих научных журналах в области экологии [1-5]. Особую обес-
покоеность вызывают случаи по загрязнению водных ресурсов, соединениями, негативно влияю-
щие на эндокринную систему живого организма [6-10]. Длительное поступление данных веществ в 
организм приводит к дисфункции эндокринной системы, является одной из причин устойчивых 
мутаций ДНК, ухудшения онкологической обстановки и общего здоровья населения. Согласно 
последним научным данным из совместного доклада ООН и Всемирной организации здраво-
хранения (2013 г.), регулярному воздействию химических веществ, разрушающих эндокринную 
систему, подвергаются сообщества в разных частях земного шара [11]. 

В число эндокринных деструкторов входят органические соединения, используемые как в 
сельском хозяйстве и промышленности, так и в повседневной жизни человека [10, 12-15]. Следует 
отметить, что с экологической и аналитической точки зрения большинство данных соединений 
хорошо изучены: разработаны чувствительные методики определения в объектах окружающей 
среды [6-10, 12-15].  

Существующие методики определения эндокринных деструкторов в водных объектах 
основываются на хроматографическом анализе [16-20]. К методам, которые получили наиболее 
широкое распространение в практике при определении эндокринных деструкторов в водных 
объектах, относится газовая [4, 5, 7, 8, 21-23] и жидкостная [6, 10, 13-16] хроматография в сочета-
нии с масс-спектрометрией. Данные методики позволяют определять изучаемые аналиты в крайне 
малых концентрациях, а возможность сочетания различных методов детектирования обеспечивает 
как качественное, так и количественное определение эндокринных деструкторов в водных об-
разцах с высокой точностью. 

В качестве метода пробоподготовки наиболее часто используют методы твердофазной экс-
тракции и твердофазной микроэкстракции [23-29]. Методы пробоподготовки усложняют процесс 
определения эндокринных деструкторов, использованием дорогостоящих растворителей и 
устройств в ТФЭ и реагентов в проведении реакции дериватизации. Использование твердофазной 
микроэкстракции при определении эндокринных деструкторов в водных объектах исчерпывает 
необходимость в использовании дорогостоящих материалов, растворителей и реагентов. Отчеты 
по исследованиям эндокринных деструкторов в водных объектах методом твердофазной микро-
экстракции показывают, что применение данного метода ограничивается определением феноль-
ных соединений и фталатов [4, 25, 30]. Исследования таких эндокринных деструкторов, как сте-
роидные гормоны в большинстве случаев проводили с использованием метода ТФЭ [12, 18, 20, 
32]. Следует отметить, что разработка метода ТФМЭ для стероидных гормонов на сегодняшний 
день является актуальной задачей. 

В настоящее время в Республике Казахстан мероприятия по исследованию содержания 
эндокринных деструкторов в водных объектах не проводились. Отсутствие данных исследований 
может привести к наличию завышенных концентраций данных соединений в окружающей среде. 

Целью данной работы было изучение возможности определения таких эндокринных де-
структоров, как стероидные гормоны (местеролон, эстрадиол и норгестрел) в природной и 
питьевой воде методом твердофазной микроэкстракции в сочетании с газовой хромато-масс-
спектрометрией. Данный метод обладает преимуществами перед классической жидкостной 
экстракцией и твердофазной экстракцией, тем, что не требует использование дорогостоящих 
органических растворителей, сравнительно небольшим объемом времени требуемого для 
подготовки образцов и трудоемкости метода в целом. 

 

Методы исследования 
 

Определение содержания хлорид-иона в составе природных водных образцов. Минераль-
ный состав образца воды имеет значительное влияние на эффективность твердофазной микро-



Известия Национальной академии наук Республики Казахстан  
  

   
50  

экстракциианалитов. Образцы природных вод характеризуются высоким содержанием неоргани-
ческих ионов, в числе которых наибольшее значение имеет хлорид–ион. Поэтому целесообразно 
перед проведением твердофазной микроэкстракции эндокринных деструкторов установить 
начальное содержание хлорид–ионов для определения необходимости добавления соли. 

Объекты исследования: водные образцы природных вод, отобранных из р. Сырдарья и          
оз. Балхаш.  

Определение содержания хлор–ионов проводили согласно межгосударственному ГОСТу 
4245–72. Хлориды титруют в кислой среде раствором азотнокислой ртути в присутствии 
дифенилкарбазона, при этом образуется растворимая, почти диссоциирующая хлорная ртуть. В 
конце титрования избыточные ионы ртути с дифенилкарбазоном образуют окрашенное в фио-
летовый цвет комплексное соединение. Изменение окраски в эквивалентной точке выражено 
четко, в связи с этим конец титрования определяется с большой точностью. Точность метода –          
0,5 мг/дм3. В качестве индикатора используют смесь двух индикаторов растворенных в 100 мл 
95%-го этилового спирта (0,5 г дифенилкарбазона + 0,05 г бромфенола синего).  

Определение хлоридов проводили на двух водных образцах. Эксперимент состоял из несколь-
ких этапов: объем анализируемой пробы – 100 мл; добавление 10 капель смешанного индикатора и 
несколько капель 0,2 Н раствора азотной кислоты до появления желтой окраски, рН = 3,6; 
добавление 5 капель 0,2 Н. азотной кислоты; титрование раствором азотнокислой ртути, до 
оранжевого оттенка; продолжение титрования при медленном добавлении азотнокислой ртути, 
сильно взбалтывая до появления слабо–фиолетового оттенка. 

Пробоподготовка. Для проведения оптимизации ТФМЭ реальные водные образцы, отобран-
ные из р. Сырдырья (г. Кызылорда), оз. Балхаш (с. Балхаш) и водопроводная вода (г. Алматы), 
загрязняли эстрадиолом, местеролоном и норгестрелом. Данные соединения являются активными 
компонентами гормональных препаратов «Климонорм», «Провирон», «Прогинова». 

Навеску количеством 3 таблетки каждого лекарственного препарата размельчали в фарфо-
ровой ступке и количественно переносили в мерную колбу на 25 мл. Затем доводили до метки с 
различными водными образцами, тщательно перемешивали и 2 мл каждого водного образца 
переносили в виалы объемом 20 мл с магнитными закручивающимися крышками и ультрачистыми 
прокладками из тефлона/силикона. Анализ проводили в трех повторениях. 

Газовый хромато-масс-спектрометрический анализ. Анализ на газовом хроматографе с 
масс–спектрометрическим детектором 7890A/5975C (Agilent, США) проводили с использованием 
автосамплераMultiPurposeSampler (Gerstel, Германия) для автоматического ввода пробы. Автома-
тическое устройство ввода пробы ускоряет время анализа и увеличивает точность получаемых 
результатов. Основные параметры анализа исследуемых гормонов в водных образцах методом 
ТФМЭ–ГХ–МС представлены в таблице 1. 
 

Таблица 1 – Параметры анализа гормонов в водных образцах методом ТФМЭ/ГХ/МС 
 

Хроматографическая колонка DB 5–MS (30 м x 0,25 мм, толщина пленки 0,25 мкм) 

Температура устройства для ввода пробы 250С 

Режим ввода пробы Splitless 

Скорость газа–носителя (гелий) 1 мл/мин (постоянный поток) 

Температура хроматографирования 
40°С (выдержка 5 мин), нагрев до 300°С со скоростью 12,5°С/мин 
(выдержка 10 мин) 

Температура МСД интерфейса 230С 

Режим детектирования Scan, m/z 50–350 

Время анализа 50 мин 
 

Твердофазная микроэкстракция. Эффективность экстракции исследуемых аналитов методом 
ТФМЭ теоретически определяется значениями константы Генри и температуры кипения. Соеди-
нения с высоким значением константы обладают наибольшей эффективностью экстракции по 
сравнению с соединениями с низкими константами. Переход молекул из жидкой фазы в газовую 
происходит с большей концентрацией. Согласно рассчитанным данным в таблице 2 вероятность 
извлечения гормона местеролона выше, чем у других аналитов. 
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Таблица 2 – Физико-химические характеристики эндокринных деструкторов 
 

Соединение ТК, °С Log KOW 
Константа Генри, 

атм·м3/моль 
Давление паров,  

мм рт. ст. 
Растворимость в воде, 

мг/л 

Местеролон 394,37 3,48 8,46·10–9 3,46·10–9 39,63 

Эстрадиол 395,47 4,01 3,64·10–11 1,99·10–9 81,97 

Норгестрел 411,88 3,48 7,70·10–10 1,00·10–9 35,84 

 
Выбор оптимальной температуры экстракции. Температура оказывает существенное 

влияние на процесс твердофазноймикроэкстракции. От выбора температуры зависит эффек-
тивность экстракции исследуемых компонентов. Выбор оптимальной температуры экстракции 
устанавливали экспериментально, на реальных водных образцах.  

Для проведения анализа использовали следующие параметры ТФМЭ:экстракционное 
покрытие - 100 мкм ПДМС; время экстракции - 30 мин; время преинкубации - 10 мин; время 
десорбции - 5 мин. 

В ходе оптимизации были апробированы следующие значения температур: 75, 85 и 95 °С. 
Эксперимент проводили в трех повторениях. 

Выбор оптимального времени экстракции. Время экстракции также оказывает существенное 
влияние на процесс твердофазной микроэкстракции. Оптимизацию проводили при следующих 
параметрах: экстракционное покрытие – 100 мкм ПДМС; температура экстракции – 85°С; время 
преинкубации – 10 мин; время десорбции – 5 мин. 

Для установления оптимального времени экстракции гормонов из реального водного образца 
методом ТФМЭ были апробированы следующие времена: 5, 10, 20 и 30 мин. 

Изучение влияния добавки соли. Для определения влияния добавки соли на отклик гормонов в 
водных образцах в растворы объемом 2 мл вносили по 1 г хлорида натрия. Определение проводили 
методом ТФМЭ/ГХ/МС при ранее определенных оптимальных параметрах пробоподготовки. 

Выбор оптимальной температуры ввода проб. Температура устройства для ввода проб 
непосредственно оказывает влияние на высоту пика. Выбор оптимальной температуры инжектора 
необходимо провести для достижения полной десорбции и перехода в газообразную фазу иссле-
дуемых соединений. Для проведения анализа использовали следующие параметры: экстракцион-
ное покрытие - 100 мкм полидиметилсилоксан; время экстракции - 30 мин; время десорбции -          
5 мин. 

В ходе эксперимента были апробированы следующие температуры устройства ввода проб – 
200, 230 и 250°С. 

 
Результаты и обсуждения 

 
Определение содержания хлорид-иона в составе природных водных образцов. Полученные 

результаты титрования использовали для расчета содержания хлор–иона (X) в мг/дм3 , которое 
вычисляли по формуле:  

ܺ ൌ 	
ݒ ∙ 0,5 ∙ ܭ ∙ 1000

ܸ
 

(1) 

где v – количество азотнокислой ртути, израсходованное на титрование, см3; К – поправочный 
коэффициент к титру раствора азотнокислой ртути; V – объем воды, взятый для определения, см3. 

Результаты титриметрического анализа проб поверхностных вод представлены в таблице 3. 
 

Таблица 3 – Результаты определения хлорид–ионов в образцах поверхностных вод 
 

№ Водный образец Местность сбора 
Объем образца, 

мл 
Объем азотнокислой 
ртути Hg(NO3)2, мл 

Концентрация Сl–, 
мг/л 

1 Река Сырдарья г. Кызылорда 10 0,7 84,7 

2 Озеро Балхаш г. Балхаш 25 7,15 346,2 
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Как показано в таблице 3, содержание хлорид–ионов в исследуемых образцах варьируется в 
пределах 80–350 мг/л. Данное количество соли в образцах объемом 2 мл, необходимых для 
проведения твердофазной микроэкстракции, недостаточно для достижения «солевого эффекта» 
при интенсификации процесса экстракции. 

Твердофазная микроэкстракция. Выбор оптимальной температуры экстракции. В ходе 
оптимизации были апробированы следующие значения температур: 75, 85 и 95 °С. Эксперимент 
проводили в трех повторениях. В результате анализа, по полученным площадям пика был по-
строен график зависимости температуры экстракции от площади отклика анадита. Результаты 
хроматографирования представлены на рисунке 1. 

 

 
 

Рисунок 1 – Влияние температурного эффекта на степень экстракции местеролона 
 

В результате исследований было установлено, что с увеличением температуры от 75 до 95°С 
площадь пика гормона местеролон увеличивается, и чем выше температура экстракции, тем более 
эффективнее экстрагируется данное соединение (рисунок 1). Однако при температурах 75, 85°С 
гормоны (эстрадиол, норгестрел) не были обнаружены. Увеличение температуры экстракции до 
95оС позволило идентифицировать эстрадиол. 

Выбор оптимального времени экстракции. Для установления оптимального времени экс-
тракции гормонов из реального водного образца методом ТФМЭ были апробированы следующие 
времена: 5, 10, 20 и 30 мин.  

Результаты данного эксперимента представлены на рисунке 2.  
 

 
Рисунок 2 – Влияние времени экстракции на степень извлечения местеролона методом ТФМЭ–ГХ–МС 

 

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

75 85 95

П
ло
щ
ад
ь 
пи
ка

, х
10

-5

Температура экстракции, оС

Сырдария
Балхаш
Питьевая

0

200

400

600

800

1000

1200

0 5 10 15 20 25 30 35

П
ло
щ
ад
ь 
пи
ка

, х
10

-5

Время экстракции, мин

Сырдария

Балхаш

Питьевая



ISSN 2224-5286                                                                                                 Серия химии и технологии. № 2. 2016 
 

 
53 

Как показали результаты исследования, с увеличением времени экстракции площадь пика 
исследуемого вещества возрастает, и максимальный отклик был достигнут при 30 минутах экс-
тракции.  

Изучение влияния добавки соли. Как показали результаты обработки хроматограмм (рису-          
нок 3), добавление соли позволяет увеличить эффективность экстракции исследуемых соединений 
в 2 раза при температуре экстракции в 95 °С.  

 

 
 

Рисунок 3 – Влияние солевого эффекта на эффективность экстракции местеролона методом ТФМЭ-ГХ-МС 

 
Выбор оптимальной температуры ввода проб. Данный эксперимент проводили с целью 

достижения полной десорбции аналитов и перехода их в газообразную фазу. 
Результаты данного исследования представлены на рисунке 4. 

 

 
Рисунок 4 – Влияние температуры инжектора на сигнал исследуемых гормонов 
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Выводы. Исследования показали, что разработанный метод позволил идентифицировать 
гормон – местеролон в трех типах воды. Также при температуре 95оС был обнаружен гормон 
эстрадиол. Результаты проведенных исследований доказывают, что оптимизированный метод 
ТФМЭ-ГХ-МС может быть применен в качестве быстрого и простого метода определения 
местеролонаи других гормонов в водных образцах. Это объясняется физико-химическими харак-
теристиками исследуемых аналитов, представленных в таблице 3. 

Оптимальные параметры твердофазной микроэкстракции эндокринных деструкторов из га-
зовой фазы над образцами питьевой и поверхностной вод: экстракционное покрытие – 100 мкм 
ПДМС, температура экстракции – 95°С, время экстракции – 35 мин, температура десорбции – 
250°С, добавление соли в зависимости от минерального состава образцов. 

Источник финансирования исследований. Даннаяработа была проведена по договору 
№5155 о грантовом финансировании МОН РК на тему «Разработка методической базы для 
выявления эндокринных деструкторов в водных ресурсах Республики Казахстан». Исследования 
по данной теме проводились в ДГП «Центре физико-химических методов исследования и 
анализа». 
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СУ ҮЛГІЛЕРІНЕН ЭНДОКРИНДІ ДЕСТРУКТОРЛАРДЫ АНЫҚТАУҒА АРНАЛҒАН  
ҚАТТЫ ФАЗАЛЫ МИКРОЭКСТРАКЦИЯ ƏДІСІН ДАЯРЛАУ 

 
Е. Т. Нуржанова, Д. Оңласынқызы, М. Б. Абилев, М. Б. Алимжанова 

 
Физика-химиялық зерттеу жəне талдау əдістерінің орталығы, Алматы, Қазақстан 

 
Түйін сөздер: эндокринді деструкторлар, су үлгілері, қатты фазалы микроэкстракция, газды хрома-

тография, масс-спектрометрия. 
Аннотация. Берілген мақала су нысандарынан эндокринді деструкторларды қатты фазалы микро-

экстракциямен газды хромато-масс-спектрометрияның үйлесімділігі нəтижесінде анықтау əдісін даярлауға 
арналған. Эндокринді деструкторлар тірі ағзалардың эндокринді жүйесінің жұмысына кері əсерін тигізетін 
органикалық қосылыстар болып саналады. Этинилэстрадиол, эстрадиол, местеролон секілді эндокринді де-
структорлар айрықша қауіп-қатер тудырады. Осы заттарды анықтауға қолданылатын əдістер хроматогра-
фиялық талдаудың үлгіні дайындаудың заманауи əдістерімен (ҚФЭ, ҚФМЭ жəне т.б.) үйлесімділігіне 
негізделген. 

Берілген мақалада табиғи жəне ауыз суында местеролон, эстрадиол жəне норгестрелді анықтауға ар-
налған қатты фазалы микроэкстракция əдісінің оңтайлы параметрлерін таңдау бойынша нəтижелер көрсе-
тілген. Зерттеуді стероидтық гормондардың қоспасымен ластанған табиғи жəне ауыз суының модельді үл-
гілерінде жүргізді. Зерттеу нəтижесінде ҚФМЭ-нің оңтайлы параметрлері анықталды: экстракция уақыты           
– 20 мин, экстракция температурасы – 95°C, NaCl массасы – 1 г, инжектор температурасы – 250°C. 

Зерттеулероңтайландырылған əдістіңсу нысандарының барлық түрлерінде местеролон гормонын жəне 
басқа гормон түрлерін анықтауына мүмкіндік беретінін көрсетті.  
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