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Предложен способ хроматографического определения 17-β-эстрадиола в лекарственных препара-
тах, включающий микроэкстракционное выделение аналита из раствора пробы. Процедура предпо-
лагает диспергирование экстрагента (1-додеканола) в водной фазе при вращении хлопкового диска,
оснащенного вкладышем магнитной мешалки. Образование эмульсии экстрагента обеспечивает
быстрый массоперенос целевого аналита. При вращении диска в водной фазе также происходит об-
разование центрального вихря, в котором формируется капля экстракта при последующем разру-
шении эмульсии. Охлаждение экстракционной системы обеспечивает кристаллизацию экстракта,
который отбирают для выполнения анализа методом ВЭЖХ-УФ. Достигнут предел обнаружения
(3σ) 0.03 мг/л. Аналитические возможности разработанного способа показаны на примере опреде-
ления 17-β-эстрадиола в трансдермальных гелях.
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Эстрогены являются одними из наиболее рас-
пространенных и значимых гормонов в женском
организме. Содержание эстрадиола и его произ-
водных на физиологическом уровне обеспечивает
половое созревание, развитие вторичных половых
признаков, усиливает рост и дифференцировку
влагалищного эпителия и оказывает антисклеро-
тическое действие. В свою очередь, снижение со-
держания эстрогенов в организме женщин может
приводить к развитию остеопороза, сопровожда-
ется симптомами менопаузного периода, такими
как расстройство сна, сосудодвигательная и тер-
морегулирующая нестойкость [1, 2]. В медицин-
ской практике эстрогены назначают как противо-
зачаточные лекарственные препараты, при лече-
нии симптомов менопаузы, остеопороза, а также
для профилактики эстрогензависимого рака гру-
ди [3].

В настоящее время существует большое количе-
ство лекарственных препаратов для заместительной
гормональной терапии. К их числу относятся пре-
параты синтетического эстрогена – 17-β-эстрадио-
ла, выпускаемые в форме трансдермальных гелей,

таблеток и пластырей. Контроль качества таких
препаратов с целью подтверждения их подлинно-
сти, а также оценки содержания действующего
вещества является важной задачей.

Для определения 17-β-эстрадиола в лекарствен-
ных препаратах и биологических жидкостях широ-
кое применение находят методы ВЭЖХ и газовой
хроматографии с различными способами детекти-
рования [4, 5], капиллярный электрофорез [6],
хемилюминесценция [7] и электрохемилюминес-
ценция [8]. Как правило, инструментальный ана-
лиз лекарственных препаратов, содержащих по-
мимо лекарственных вспомогательные вещества,
требует включения в общую схему анализа стадии
пробоподготовки, которая, кроме растворения
проб, может предполагать извлечение целевых
аналитов из твердых проб или их экстракцию из
приготовленных растворов.

В современной аналитической химии для вы-
деления лекарственных веществ из различных
матриц активно применяют методы жидкостной
микроэкстракции, позволяющие упростить про-
цедуры пробоподготовки, обеспечивая ее высо-
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кую эффективность при минимальных расходах
реагентов и проб [9]. Экспрессным методом явля-
ется дисперсионная жидкостная микроэкстрак-
ция, которая предполагает диспергирование экс-
трагента в пробе с образованием тонкодисперс-
ной эмульсии, в которой быстро устанавливается
межфазное равновесие за счет большой площади
контакта фаз [10–13]. Смесь неполярного экстра-
гента и растворителя-диспергатора, неограни-
ченно смешивающегося с ним и с пробой, быстро
вводят в анализируемый раствор, в результате че-
го фаза экстрагента равномерно распределяется в
нем в виде тонкодисперсной эмульсии. Разделе-
ние фаз достигается центрифугированием, орга-
ническую фазу отбирают для проведения анали-
за. Для упрощения процедуры отделения фазы
экстракта предложено использовать ее кристал-
лизацию при охлаждении экстракционной систе-
мы [14]. При этом применяют экстрагенты с тем-
пературой кристаллизации, близкой к комнат-
ной, например такие длинноцепочечные спирты,
как 1-ундеканол [15, 16] и 1-додеканол [17, 18].
Однако введение полярного растворителя (дис-
пергатора) приводит к повышению растворимо-
сти аналита и экстрагента в водной фазе, резуль-
татом чего является снижение коэффициента
распределения [19].

В данной работе для хроматографического
определения 17-β-эстрадиола в лекарственных
препаратах реализован новый вариант диспер-
сионной жидкостной микроэкстракции, вклю-
чающий диспергирование экстрагента в водном
растворе пробы при вращении хлопкового дис-
ка, оснащенного вкладышем магнитной мешал-
ки, с последующей кристаллизацией экстракта.
С целью подтверждения эффективности предло-
женного варианта дисперсионной жидкостной мик-
роэкстракции изучили возможность выделения 17-
β-эстрадиола из проб трансдермальных гелей для по-
следующего определения методом ВЭЖХ-УФ.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Раствор 17-β-эстрадиола (10 г/л) готовили пу-
тем растворения точной навески вещества (Sigma-

Aldrich, Германия) в метаноле. Приготовленный
раствор хранили в темном месте при +4°C. Рабо-
чие растворы гормона готовили непосредственно
перед экспериментом путем последовательного
разбавления исходного раствора деионизованной
водой. В работе использовали 1-додеканол произ-
водства “Sigma-Aldrich” (Германия), ацетонитрил
и метанол производства “J.T. Baker Chemical
Company” (США).

Для приготовления хлопковых дисков исполь-
зовали хлопковое полотно и лабораторную плен-
ку Parafilm M (Bemis Company, Inc, США), из ко-
торых вырезали диски внутренним диаметром
10 ± 1 мм (рис. 1). Затем каждый диск из хлопко-
вого полотна аккуратно разделяли на два слоя.
Пленку Parafilm M и вкладыш магнитной мешал-
ки (металлическая проволока, длина 10 мм, внут-
ренний диаметр 1 мм) помещали между двумя
слоями хлопка. Систему накрывали двумя пред-
метными стеклами и помещали в сушильный
шкаф (100°С, 10 мин) для плавления пленки Para-
film M и склеивания дисков между собой. На диск
помещали 50 мкл расплавленного 1-додеканола
(30°С). При охлаждении 1-додеканол кристалли-
зовался на диске. Диски хранили в холодильнике
в эксикаторе.

Для определения 17-β-эстрадиола использова-
ли систему ВЭЖХ LC-20 Prominence (Shimadzu,
Япония) с УФ-детектором. Хроматографическое
разделение выполняли на колонке Luna C18
(250 × 4.6 мм, 5 мкм). Элюирование осуществля-
ли в изократическом режиме. Подвижную фазу,
состоящую из деионизованной воды и ацетонит-
рила (в соотношении 2 : 3), подавали со скоростью
1.0 мл/мин. Объем пробы составлял 20 мкл. Детек-
тирование выполняли при длине волны 280 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
На основании данных в качестве экстрагента

для извлечения 17-β-эстрадиола выбрали 1-доде-
канол, который имеет ограниченную раствори-
мость в водной фазе (0.004 г/л [21]), низкую лету-
честь и температуру кристаллизации, близкую к
комнатной (температура плавления 24°C [22]).

Рис. 1. Схема изготовления хлопкового диска.
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Перечисленные свойства этого длинноцепочеч-
ного спирта позволили применить его в диспер-
сионной жидкостной микроэкстракции с кри-
сталлизацией экстракта.

Для исключения применения полярных рас-
творителей в процессе диспергирования экстра-
гента в водной фазе реализовали способ, предпо-
лагающий переход твердой фазы 1-додеканола в
жидкую и ее диспергирование в водной фазе при
вращении хлопкового диска при нагревании. Для
нагрева экстракционной системы использовали
лабораторную магнитную мешалку с контролиру-
емой температурой. Температура играет ключе-
вую роль для фазового перехода и диспергирова-
ния экстрагента. С целью оптимизации условий
микроэкстракции варьировали температуру от 30
до 80°С. Предварительно на диск помещали
60 мкл расплавленного экстрагента, затем выпол-
няли микроэкстракцию из 3 мл раствора 17-β-
эстрадиола (10 мг/л) при вращении диска
(700 об/мин) в течение 15 мин. Установили, что
при 30°С 1-додеканол не полностью переходит с
поверхности диска в водную фазу и как следствие
воспроизводимость результатов определения
аналита в экстрактах оказывается неудовлетвори-
тельной (рис. 2). При охлаждении экстракцион-
ной системы на поверхности диска оставались ча-
стицы твердой фазы 1-додеканола. Удовлетвори-
тельное извлечение гормона и минимальное
значение относительного стандартного отклоне-
ния (sr) (5%) достигаются при 70°С. В этом случае
после охлаждения остатки твердой фазы 1-доде-
канола на поверхности диска не наблюдали.

Трансдермальные гели 17-β-эстрадиола явля-
ются высоковязкими пробами, в состав которых
входят полярные вспомогательные органические
вещества (карбомеры, многоатомные спирты),
снижающие эффективность извлечения гормона в

фазу 1-додеканола. Для снижения вязкости гелей
и устранения мешающего влияния вспомогатель-
ных веществ использовали растворение проб в де-
ионизованной воде. Установили, что при 80-крат-
ном разбавлении проб трансдермальных гелей ме-
шающее влияние вспомогательных веществ
устраняется.

Объем раствора пробы влияет на эффектив-
ность концентрирования и достигаемую чувстви-
тельность определения целевого аналита. Изучи-
ли влияние объема раствора пробы в диапазоне от
1 до 3 мл на эффективность микроэкстракции пу-
тем сравнения площадей пиков на хроматограм-
мах. При увеличении объема раствора пробы до
2 мл аналитический сигнал возрастает (рис. 3).
Следует также отметить, что при экстракции из
2.5 и 3.0 мл раствора пробы получали невоспроиз-
водимые результаты, что можно объяснить не-
равномерным диспергированием 1-додеканола в
большом объеме водной фазы. Таким образом,
для дальнейших исследований выбрали объем
пробы 2 мл.

Объем экстрагента существенно влияет на сте-
пень извлечения аналита. Для оптимизации этого
параметра проводили процедуру микроэкстрак-
ции с различными объемами 1-додеканола (от 10
до 70 мкл), который предварительно наносили на
диск. Установили, что объем экстрагента 50 мкл
обеспечивает самые высокие значения площадей
хроматографических пиков (рис. 4) при переме-
шивании фаз в течение 10 мин. При уменьшении
времени перемешивания фаз возрастало значе-
ние sr.

На основе полученных результатов разработа-
ли способ определения 17-β-эстрадиола в тран-
сдермальных гелях (рис. 5): 0.025 ± 0.005 г пробы
помещают в стеклянный флакон, добавляют 2 мл
деионизованной воды и интенсивно встряхивают

Рис. 2. Влияние температуры на эффективность мик-
роэкстракции 17-β-эстрадиола. Концентрация ана-
лита 10 мг/л, объем водной фазы 3 мл, объем органи-
ческой фазы 60 мкл, время перемешивания 15 мин,
700 об/мин.
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Рис. 3. Влияние объема раствора пробы на эффектив-
ность микроэкстракции 17-β-эстрадиола. Концен-
трация аналита 10 мг/л, объем органической фазы
60 мкл, время перемешивания 15 мин, 700 об/мин.
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смесь в течение 2 мин. Хлопковый диск с 1-доде-
канолом (50 мкл) помещают во флакон с раство-
ром пробы и перемешивают со скоростью
700 об/мин в течение 10 мин при 70°С. Плотность
экстракта меньше плотности водной фазы, по-
этому органическую фазу выделяют в форме кап-
ли в центральном вихре в водной фазе. Для кри-
сталлизации экстракта стеклянный флакон поме-
щают в криостат (–5°С, 5 мин). После этого
твердую фазу экстракта (в форме капли) аккурат-
но переносят в другой сосуд с помощью шпателя,
растворяют в 100 мкл метанола при комнатной
температуре и вводят приготовленный раствор в
хроматографическую систему.

Для построения градуировочного графика ис-
пользовали водные растворы 17-β-эстрадиола.
Градуировочный график линеен в диапазоне кон-
центраций от 0.1 до 15.0 мг/л (y = 64.363х). Достиг-
нут предел обнаружения (3σ) 0.03 мг/л. Значение sr

не превышало 10% (n = 5). Степень извлечения со-
ставила 90%, коэффициент концентрирования 36.

Разработанный способ использовали для
определения содержания 17-β-эстрадиола в тран-
сдермальных гелях “Дивигель” и “Эстрожель”.
Правильность результатов подтверждали мето-
дом введено–найдено. Найденные результаты
определения содержания эстрадиола в лекар-
ственных препаратах представлены в табл. 1.

* * *

Разработан эффективный вариант дисперси-
онной жидкостной микроэкстракции, включаю-
щий диспергирование экстрагента в водном рас-
творе пробы при вращении хлопкового диска,
оснащенного вкладышем магнитной мешалки, с
последующей кристаллизацией экстракта. Опи-
сан способ изготовления хлопкового диска для
реализации дисперсионной жидкостной микро-
экстракции. Показана возможность применения
1-додеканола в качестве экстрагента для микро-
экстракционного выделения 17-β-эстрадиола.
Разработанный способ микроэкстракции исклю-
чает необходимость применения полярных рас-
творителей для диспергирования экстрагентов.
Предложенный способ ВЭЖХ-УФ-определения
17-β-эстрадиола в лекарственных препаратах по
сравнению с аналогами [4–8] позволил упростить
процедуру пробоподготовки и сократить расход
экстрагентов (на одно определение требуется
50 мкл экстрагента). Разработанный способ мик-
роэкстракции может в дальнейшем найти приме-
нение в практике персонализированной медици-
ны для определения гормонов в биологических
жидкостях методом ВЭЖХ-МС/МС.

Рис. 4. Влияние объема экстрагента на эффектив-
ность микроэкстракции 17-β-эстрадиола. Концен-
трация аналита 10 мг/л, объем водной фазы 50 мкл,
время перемешивания 10 мин, 700 об/мин.
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Рис. 5. Схема проведения дисперсионной жидкостной микроэкстракции с последующей кристаллизацией экстракта.
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