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УМОВНІ СКОРОЧЕННЯ

АР — Андрогеновий рецептор

ДЕС — Діетилстилбестрол

ERE — Естрогеновий відповідний елемент

ER-a, ER-P — Естрогенові рецептори альфа і бета

ІФА — Імуноферментний аналіз

ІХА — Імунохроматографічний аналіз

LOD — Межа виявлення (Limit of Detection)

LOQ — Межа кількісного визначення (Limit of Quantification)

MRL — Мінімально обов’язковий робочий рівень (Minimum Required 

Level)

OE — Оптична густина

PIA — Радіоімунологічний аналіз

SPE — Твердофазна екстракція (Solid Phase Extraction)

SR — Стандартне відхилення відтворюваност

SD -  стандартне відхилення (англ. Standard Deviation)

орюваності (Standard deviation of Reproducibility)

CCa — Критичне значення виявлення (Decision Limit)

CCp — Порогове значення кількісного визначення (Detection Capability) 

CV -  коефіцієнт варіації (англ. coefficient of variation)

XJIIA — Хемілюмінесцентний імуноаналіз 

ВЕРХ — Високоефективна рідинна хроматографія



ВСТУП

Молоко та молочні продукти є одними з найпопулярніших продуктів у 

житті людини, завдяки їхньому вмісту білка, вітамінів, кальцію та інших 

необхідних поживних речовин. Тому питання його якості та безпеки 

надзвичайно важливі.

Стероїдні гормони широко використовуються у тваринництві, оскільки 

вони можуть сприяти росту тварин і покращувати ефективність конверсії корму. 

До стероїдних гормонів належать андрогени, естрогени, глюкокортикоїди, 

прогестагени та споріднені синтетичні сполуки [1]. У ветеринарії стероїдні 

гормони використовують у корів з лікувальною та зоотехнічною метою. Гормони 

в молоці можна розділити на дві групи: природні гормони та синтетичні гормони 

(наприклад, деякі естрогенні гормони).

Молоко містить групу естрогенних та андрогенних гормонів природного 

походження (17р-естрадіол, діетилстильбестрол (ДЕС), тестостерон), які 

впливають на кілька життєво важливих функцій організму, зокрема синтез білків 

і передачу сигналів між рецепторами, а також регулюють репродуктивну 

систему [2].

Стероїдні естрогенні гормони природного походження потрапляють у 

молоко внаслідок секреції внутрішніх залоз, тому певна їх кількість завжди 

присутня в сирому молоці. Гормони штучного походження можуть бути 

виявлені в молоці через лікування репродуктивної системи тварин або 

використання препаратів для підвищення продуктивності.

Однак сучасні методи визначення 17р-естрадіолу, діетилстилбестролу та 

тестостерону не дозволяють встановити їх походження. Тому дослідження 

спрямовані на визначення безпечного вмісту гормонів в молоці та молочних 

продуктах, тобто кількості гормону, який синтезується тваринами за нормальних 

фізіологічних умов. Разом із тим, існують випадки, коли тваринам вводять 17р- 

естрадіол та діетилстилбестрол для підвищення надоїв молока, що призводить до 

значного зростання концентрації цього гормону в молоці [3].
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Високий рівень гормонів в молоці та молочних продуктах викликає 

занепокоєння серед науковців, оскільки його споживання може призводити до 

підвищення рівня естрогенів чи андрогенів у крові людини. Дослідження 

показали, що передчасне статеве дозрівання, рак молочної залози у жінок і 

зростання захворюваності на рак передміхурової залози пояснюються 

залишками гормонів у їжі. Гіпертонія у чоловіків пов’язана з рівнем андрогенів. 

Обробка їжі, така як збивання та/або нагрівання не впливає на кількість 

стероїдних гормонів. Багато молочних фермерів зловживають препаратами, 

порушуючи закон, щоб збільшити виробництво сирого молока, що призвело до 

аномальної секреції гормонів у корів і підвищення рівня гормонів у сирому 

молоці. Це підвищить ризик стероїдних гормонів у сирому молоці. Хімічно 

синтезовані препарати змінюють природне вироблення гормонів [4]. Щоб їх 

застосування дало користь, а не шкоду, необхідно суворо дотримуватися 

дозування відповідно до ваги тварини і дотримуватися схеми застосування. 

Застосування гормонів має відбуватися під наглядом ветеринарного лікаря. 

Недотримання дозувань може призвести до того, що розвиток м'язів 

випереджатиме зростання кісток і суглобів, в результаті вони не витримають 

збільшення навантаження [5].

Одним із найефективніших методів аналізу є високоефективна рідинна 

хроматографія (ВЕРХ), яка забезпечує високу чутливість, селективність та 

точність результатів. Проте традиційні методики часто передбачають 

визначення окремих гормонів, що ускладнює процес дослідження, збільшує час 

аналізу та витрати на реагенти. Тому актуальним є розроблення та 

вдосконалення методики, яка дозволить одночасно визначати вміст 

діетилстилбестролу, 17р~естрадіолу та тестостерону в молоці за допомогою 

ВЕРХ.

Актуальність роботи

Сьогодні питання якості та безпечності харчових продуктів, зокрема 

молока, набуває все більшої актуальності у контексті зростаючих вимог 

споживачів і стандартів контролю. Одним із ключових аспектів є наявність
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залишкових кількостей гормональних речовин, таких як діетилстилбестрол, 170- 

естрадіол та тестостерон. Ці сполуки можуть потрапляти в молоко внаслідок їх 

цілеспрямованого застосування у тваринництві для стимуляції росту та 

підвищення продуктивності тварин, що, у свою чергу, становить потенційну 

загрозу для здоров’я споживачів.

Наявність таких гормонів навіть у слідових кількостях може впливати на 

ендокринну систему людини, а тому контроль їх вмісту є важливою складовою 

системи харчової безпеки. Саме тому виникає потреба у розробці та 

вдосконаленні високочутливих, точних і відтворюваних аналітичних методів. 

Метод ВЕРХ є одним із найперспективніших інструментів для одночасного 

визначення декількох гормонів у складних матрицях, таких як молоко.

У даній роботі буде досліджено можливість удосконалення методу ВЕРХ 

для одночасного визначення ДЕСу, 170-естрадіолу та тестостерону в зразках 

молока. Такий підхід дозволить не лише підвищити точність контролю якості 

молочної продукції, але й забезпечити її відповідність сучасним санітарно- 

гігієнічним нормам та вимогам харчового законодавства України та 

Європейського Союзу.

Мета: Розробити методику кількісного визначення вмісту найбільш 

поширених гормонів (ДЕС, 170-естрадіол, тестостерон) у коров’ячому молоці 

методом високоефективної рідинної хроматографії.

Відповідно до мети роботи були поставлені наступні завдання:

- розробити аналітичну методику одночасного кількісного визначення 

вмісту гормонів (діетилстильбестролу, 170-естрадіолу та тестостерону);

- визначити кількісний вміст діетилстильбестролу, 17-бета-естрадіолу та 

тестостерону у зразках молока різного походження з комерційного 

(магазинного), домашнього (від приватних господарств) та 

спеціалізованого дитячого молока, з метою порівняльного аналізу;

- здійснити порівняльний аналіз ефективності методу ВЕРХ та 

імуно ферментного аналізу (ІФА) для визначення гормонів у зразках 

молока;
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провести валідацію розробленої методики високоефективної рідинної 

хроматографії шляхом оцінки її основних аналітичних характеристик, 

зокрема лінійності, межі виявлення, межі кількісного визначення, 

відтворюваності та точності;

оцінити ефективність методу ВЕРХ для виявлення гормонів у молоці в 

порівнянні отриманих результатів з нормативними вимогами.



РОЗДІЛ 1 

ЛІТЕРАТУРНИЙ ОГЛЯД

1Л. Структурна характеристика та властивості досліджуваних 

сполук.

Загальноприйнятий погляд на дію стероїдних статевих гормонів 

передбачає взаємодію статевого гормону зі специфічними 

внутрішньоклітинними рецепторами, які згодом тісно зв’язуються зі 

специфічними послідовностями ДНК у геномі. Цей міцний ядерний зв’язок 

ініціює транскрипцію специфічних генів, що зрештою призводить до 

фізіологічних подій. До них належать розвиток репродуктивних тканин, 

дозрівання фолікула яєчника, розвиток матки та піхви та розвиток проток у 

грудях. Відміна естрогену призводить до менструації. У нерепродуктивних 

тканинах естрогени можуть впливати на ріст кісток і запобігати резорбції кісток, 

а також впливати на ліпідний профіль плазми через дію в печінці. Естрогени 

зазвичай сприяють росту або проліферації клітин у чутливих клітинах у культурі

[4].
Всі статеві гормони можна розглянути в якості аналогів холестирину, в їх 

молекулах знаходиться «стероїдна» група: одне п'ятичленне та 3 шестичленні 

вуглеводневі кільця [5].

Діетилстилбестрол та 17р-естрадіол відносяться до статевих гормонів, 

натуральних естрогенів, які містять 18 атомів вуглецю та їх замісників.

1.1.1. Структурна будова та властивості 17р-естрадіолу.

17р-естрадіол (1,3,5 естратирен-3,17в-діол) являє собою хімічну сполуку з 

температурою плвалення 178°С; нерозчинний у воді, але розчиняється в 

лужному розчині, спиртах, ацетоні [5]. Стероїдна структура з чотирма кільцями, 

має гідроксильні (-ОН) групи, що впливають на її біологічну активність.

Фізико-хімічні характеристики 17-бета естрадіолу [6]:

—  молекулярна формула: СівНиОг;

—  молекулярна маса: 272,38 г/моль;
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—  температура плавлення: приблизно 178°С;

—  розчинність: погано розчинний у воді; добре розчиняється в спиртах, 

ацетоні, хлороформі, органічних розчинниках;

—  полярність: амфіфільна сполука, з вираженими ліпофільними 

властивостями.

Естрадіол є найпотужнішим з природних естрогенів і вважається головним 

гормоном, який регулює менструальний цикл та підтримує функцію жіночої 

репродуктивної системи [6]. Його дія реалізується через специфічні 

внутрішньоклітинні рецептори — ER-a та ER-P (естрогенові рецептори), які 

після зв’язування з естрадіолом активують транскрипцію відповідних генів.

Після проникнення до клітини, естрадіол зв’язується з рецептором у 

цитоплазмі або ядрі, утворюючи гормон-рецепторний комплекс. Цей комплекс 

взаємодіє з регуляторними послідовностями ДЕГК — естрогеновими 

відповідними елементами (ERE), що ініціює експресію генів, відповідальних за 

ріст і розвиток статевих органів, вторинних статевих ознак, підтримання 

вагінального та ендометріального епітелію, а також функцію молочних залоз

[6,7].

Рис. 1.1. Структурна формула 17-бета естрадіолу

Наявність 17р-естрадіолу в молоці може бути зумовлена як ендогенними 

процесами, тобто гормональною активністю організму тварини, так і екзогенним 

введенням гормонів для стимуляції лактації. Навіть у слідових кількостях 

естрадіол у харчових продуктах може чинити вплив на ендокринну систему



людини, особливо у дітей, підлітків та осіб із гормонально-чутливими 

захворюваннями [7].

Дослідження вказують, що споживання продуктів із високим вмістом 

естрогенів пов’язане з підвищеним ризиком передчасного статевого дозрівання, 

гормонозалежних пухлин (рак молочної залози, яєчників, простати) та 

порушенням репродуктивної функції [8]. Саме тому контроль рівня 170- 

естрадіолу у харчовій продукції, зокрема в молоці, є важливим аспектом 

державної політики у сфері безпеки харчування.

1.1.2. Структурна будова та властивості Діетилстилбестролу

Діетилстилбестрол (транс-4-4-дигідрокси-б,в-диетистильбен) - 

синтетичний гормональний препарат з температурою плавлення 169-172 °С, 

розчиняється в розбавлених водних розчинах, ацетоні, ефірі, хлороформі, 

спиртах, рослинній олії; не розчиняється в воді [9]. Стилбенова (нестероїдна) 

структура, має два бензольні кільця, з ’єднані подвійним зв’язком.

Фізико-хімічні характеристики діетилстилбестролу [8]:

—  молекулярна формула: С 18Н20О2 ;

—  молекулярна маса: 268,35 г/моль;

—  температура плавлення: 169-172 °С;

—  розчинність: добре розчиняється в органічних розчинниках 

(етанол, ацетон, ефір, хлороформ), малорозчинний у воді;

—  структура: нестероїдна, але мімікрує під стероїдні гормони за 

рахунок планарної будови та наявності двох гідроксильних груп.
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Рис. 1.2. Структурна формула діетилстилбестролу



ДЕС є синтетичним гормоном, який дуже довго залишається в організмі, 

що посилює негативний вплив. Цей гормон є потужним агоністом естрогенових 

рецепторів, подібно до 17р-естрадюлу. Його гідроксильні групи зв’язуються з 

активними центрами рецепторів (ER-a і ER-P), активуючи транскрипцію 

естрогенозалежних генів. Еіроте, на відміну від природних гормонів, 

діетилстилбестрол має високу стійкість до метаболізму, тому довше 

затримується в організмі, викликаючи хронічну стимуляцію рецепторів [7,9].

Надмірна або тривала активація естрогенових рецепторів призводить до 

небажаних ефектів, таких як гіперплазія ендометрію, розвиток гормонозалежних 

пухлин, порушення статевого розвитку, фемінізація тощо.

Наявність діетилстилбестролу в продуктах харчування, зокрема в молоці, 

викликає особливе занепокоєння через кумулятивну дію і канцерогенний 

потенціал. Оскільки сполука погано розкладається у навколишньому середовищі 

та має високу біодоступність, навіть мікродози можуть викликати порушення 

ендокринної системи у людини [9].

За класифікацією Міжнародного агентства з вивчення раку (IARC), ДЕС 

відноситься до групи 1 — доведені канцерогени. Він має властивості 

ендокринного дизруптора, тобто здатен порушувати гормональний баланс навіть 

при низьких концентраціях [10].

1.1.3. Структурна будова та властивості Тестостерону

Тестостерон (4-андростен-17в-ол-3-он) -  головний чоловічий статевий 

гормон, являє собою хімічну сполуку з температурою плавлення 155 °С [11]. Цей 

гормон відносять до натуральних андрогенів -  чоловічі статеві органи, що 

містять 19 атомів вуглецю.

Фізико-хімічні характеристики тестостерону [12]:

—  молекулярна формула: CigEbsCb;

—  молекулярна маса: 288,42 г/моль;

—  температура плавлення: 153-155 °С;
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—  розчинність: практично нерозчинний у воді; добре розчиняється в 

органічних розчинниках — спиртах, ефірі, хлороформі.

Стероїдна структура, подібна до естрадіолу, але має кетонову (=0) групу 

на 3-й позиції та відмінності в бокових ланцюгах. Кетонова група бере участь у 

гідрофобних взаємодіях з андрогеновим рецептором (АР). Гідроксильна група 

формує водневі зв’язки, стабілізуючи зв’язування. Це викликає структурну 

зміну рецептора, що активує андроген-залежні гени (збільшення м’язової маси, 

ріст волосся, вплив на поведінку). Тестостерон може перетворюватися на 

дигідротестостерон, який має вищу афінність до АР, або на естрадіол (Е2) під 

дією ароматази [11,12].

Рис. 1.3. Структурна формула тестостерону.

Тестостерон рідко використовують у великої рогатої худоби, оскільки він 

не є основним гормоном для їхнього росту та продуктивності. Проте є кілька 

причин, чому його застосовувють [14]:

1. Підвищення м’язової маси та приросту ваги -  тестостерон або його 

синтетичні аналоги можуть використовуватися як анаболічні стероїди для 

стимуляції росту м'язів, особливо у м ’ясному скотарстві.

2. Контроль статевої поведінки -  у кастрованих бичків (волів) можуть 

вводити тестостерон, щоб вплинути на рівень агресії або стимулювати статеву 

активність.

3. Покращення ефективності відгодівлі -  тестостерон може сприяти 

кращому засвоєнню кормів і підвищенню загального приросту живої маси.



4. Введення тестостерону ефективний інструмент для виявлення 

еструсу у м'ясних корів.

Наявність тестостерону в молоці може мати небажані наслідки для 

здоров’я людини, особливо дітей. Тривале надходження тестостерону з 

харчовими продуктами може спричиняти порушення гормонального балансу, 

передчасне статеве дозрівання, акне, агресивність, порушення ендокринної 

функції [12,13].

Хоча його застосування у тваринництві обмежене, контроль вмісту 

тестостерону в молоці залишається важливим, оскільки навіть слідові 

кількості гормону можуть становити ризик при систематичному споживанні.

1.2. Методи визначення гормонів у молоці.

Виявлення стероїдних гормонів у біологічних та харчових матрицях є 

ключовим завданням аналітичної хімії та біоаналітики, оскільки ці сполуки 

мають потужну біологічну активність і навіть у слідових кількостях можуть 

впливати на ендокринну систему [7]. Протягом останніх десятиліть було 

розроблено широкий спектр методів для якісного та кількісного визначення 

стероїдних гормонів. Серед них особливої уваги заслуговують 

радіоімунологічний аналіз (РІА) та твердофазний імуноферментний аналіз 

(ІФА), які забезпечують високу чутливість, простоту виконання та можливість 

обробки великої кількості зразків за короткий час [14].

1.2.1. Твердофазний імуноферментний аналіз.

Імуноферментний аналіз є одним з найбільш поширених лабораторних 

методів, який широко застосовується для виявлення гормонів у біологічних 

зразках, зокрема й у молоці. Цей метод базується на специфічній взаємодії 

антигену (в даному випадку гормону) з відповідним антитілом, що дозволяє 

досягти високої чутливості та точності під час аналізу навіть незначних 

концентрацій речовини [14,15].

У класичній схемі ІФА використовується принцип конкурентного 

зв’язування. Проба, яка містить невідому кількість гормону, конкурує за
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зв’язування з антитілами зі стандартним антигеном, міченим ферментом. Ці 

антитіла попередньо закріплені на поверхні спеціальної мікропланшетної лунки. 

Після додавання зразку гормону та міченого аналогу відбувається конкуренція 

за місця зв’язування. Коли інкубація завершена, незв’язані компоненти ретельно 

змиваються буфером, і в лунки вносять субстрат, який вступає в реакцію з 

ферментом, утворюючи кольоровий продукт [16-18].

Інтенсивність забарвлення безпосередньо або обернено пропорційна 

концентрації аналізованого гормону залежно від формату ІФА (прямий, 

непрямий, "сендвіч", конкурентний). Після завершення ферментативної реакції 

додають стоп-реагент, і оптичну густину (ОГ) вимірюють за допомогою 

спектрофотометра. Виміряні значення ОГ переносять на калібрувальну криву, 

побудовану за результатами серії стандартів, що дозволяє розрахувати 

концентрацію гормону у досліджуваних зразках [18].
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Рис.2.1. Схема проведення ІФА.

Метод ІФА має ряд переваг, серед яких [19]:

— висока чутливість, що дозволяє виявляти мікрограмові або 

нанограмові концентрації аналіту;

— специфічність, яка досягається завдяки використанню 

моноклональних або поліклональних антитіл;



— можливість одночасного аналізу великої кількості зразків у 

мікропланшетному форматі;

— відносна простота виконання та доступність обладнання для 

більшості лабораторій.

Незважаючи на свої переваги, ІФА має й певні обмеження, які потрібно 

враховувати. По-перше, результат сильно залежить від зовнішніх факторів, 

таких як температура інкубації, час реакції, якість реагентів та точність 

промивань. Невідповідність умов протоколу може призвести до спотворення 

даних, особливо у випадках низьких концентрацій аналізованої речовини [19­

22].

Ще однією проблемою є можливість неспецифічних зв’язувань. Іноді 

антитіла можуть реагувати не лише з цільовим гормоном, а й з іншими 

молекулами в зразку, що створює ризик хибнопозитивних або хибнонегативних 

результатів [22].

Також недоліком є необхідність спеціального обладнання — 

мікропланшетних рідерів, промивальних станцій, дозаторів, інкубаторів тощо. 

Це підвищує вартість аналізу, ускладнює його проведення в польових умовах і 

вимагає підготовки персоналу [22].

Rahbar та ін. досліджували рівень стероїдних гормонів — 17р~естрадіолу, 

прогестерону та гідроксипрогестерону — у коров’ячому молоці в Ірані методом 

ELISA. Було встановлено, що навіть у сирому молоці концентрації 17Ц- 

естрадіолу можуть досягати 330,5 ± 190,2 мг/мл, що підтверджує високу 

чутливість методу для виявлення природних естрогенів у харчових матрицях. 

Автори наголосили на важливості моніторингу таких гормонів з метою захисту 

споживачів, особливо дітей [23].

Для коректного проведення ІФА необхідно суворо дотримуватись 

лабораторних процедур, зокрема контролювати якість стандартної кривої, 

застосовувати внутрішні калібратори та включати контрольні зразки. 

Високоякісні набори для ІФА зазвичай містять усі необхідні компоненти, проте 

їх вартість є досить значною [20].
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Під час кількісного аналізу гормонів у молоці ІФА часто застосовують на 

початкових етапах скринінгу, однак при потребі у точному підтвердженні та 

визначенні кількісних значень зазвичай вдаються до хроматографічних методів, 

зокрема ВЕРХ, які мають витну роздільну здатність і не залежать від імунної 

специфічності [24-26].

Для ІФА визначення гормонів у харчових продуктах, зокрема в молоці, 

застосовують переважно конкурентні тест-системи (competitive ELISA, cELISA). 

Вони ґрунтуються на конкурентному зв’язуванні вільного аналіту зі зразка та 

міченого аналогу аналізованої речовини за обмежену кількість специфічних 

антитіл. Метод відзначається високою чутливістю та специфічністю, що 

дозволяє виявляти слідові кількості заборонених або регульованих 

гормональних речовин [25].

Тест-системи для визначення 17р-естрадіолу здебільшого забезпечують 

межу виявлення (LOD) на рівні 0,01-0,03 нг/кг, а межа кількісного визначення 

(LOQ) складає приблизно 0,05-0,1 нг/кг. Аналітичний діапазон зазвичай 

охоплює концентрації від 0,1 до 10 нг/кг. Чутливість системи, що 

характеризується значенням ICso, становить близько 0,5-1 нг/кг. Крос- 

реактивність таких тестів можлива з естроном і його кон’югованими формами, 

що важливо враховувати при інтерпретації результатів [25].

Для діетилстилбестролу, який є синтетичним естрогеном, доступні тест- 

системи з LOD приблизно 0,005-0,01 нг/кг і LOQ у межах 0,02-0,05 нг/кг. 

Чутливість тесту (ІС50) становить близько 0,3-0,8 нг/кг. Діапазон виявлення 

зазвичай обмежений 0,05-5 нг/кг. Через високу токсичність ДЕС особливо 

важливо забезпечити надійне виявлення навіть мінімальних залишкових 

кількостей [25].

Тест-системи для тестостерону також мають високу чутливість: межа 

виявлення становить близько 0,005-0,01 нг/кг, a LOQ — 0,02-0,05 нг/кг. 

Діапазон кількісного визначення переважно охоплює 0,05-5 нг/кг. Можлива 

крос-реакція з іншими андрогенами, зокрема андростендіоном або 

дигідротестостероном (DHT), що також варто враховувати в ході аналізу [25].
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Загальний час проведення ІФА становить від 60 до 90 хвилин, залежно від 

протоколу інкубації. Температурний режим зазвичай відповідає кімнатній 

температурі або інкубації при 37 °С. Виявлення здійснюється через ензимну 

мітку (HRP, AChE) з подальшим додаванням субстрату (наприклад, ТМБ) та 

вимірюванням оптичної густини[25].

Для підвищення точності результатів та зменшення впливу матриці на 

аналітичний сигнал, зразки молока перед аналізом обробляються за допомогою 

попереднього гідролізу стероїдних кон’югатів — або кислотного, або 

ферментативного. Після цього зазвичай застосовується твердофазна екстракція 

(SPE), що дозволяє ефективно очистити пробу від інтерференцій [26].

Усі тест-системи мають задовільну повторюваність, значення відносного 

стандартного відхилення (RSD) зазвичай не перевищує 15%, що відповідає 

вимогам методичної валідації. Термін зберігання готових наборів становить у 

середньому 6-12 місяців за умов дотримання температурного режиму (2-8 °С) 

[26].
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Табл. 1.1. Опис характеристик ІФА-тест-систем для визначення 170- 

естрадіолу, ДЕСу та тестостерону в молоці на основі даних із наукової 

літератури та типових комерційних наборів.
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Показник 170-естрадіол ДЕС Тестостерон

Тип ІФА конкурентний

(cELISA)

конкурентний

(сЕЕІБА)

конкурентний

(cELISA)

Матриця
молоко, знежирене

молоко,

знежирене

молоко,

знежирене

Час аналізу 60-90 хв 60-90 хв 60-90 хв

LOD -0,01-0,03 нг/кг -0,005-0,01

нг/кг

-0,005-0,01 нг/кг

LOQ

-0,05-0,1 нг/кг
-0,02-0,05

нг/кг
-0,02-0,05 нг/кг

Діапазон

визначення 0 ,1 -1 0  нг/кг 0,05 -  5 нг/кг 0,05 -  5 нг/кг

Відтворюваність 

(RSD, %)
< 15% < 15% < 15%

Крос-

реактивність з естроном, естроном- 

3 -глюкуронідом

3

синтетичними

естрогенами

3

андростендіоном,

DHT

Чутливість

(ICso)
-0 ,5-1 нг/кг -0,3-0,8 нг/кг -0,3-1 нг/кг

Час зберігання 

набору
6-12 місяців 

при 2-8 °С

6-12 місяців 

при 2-8 °С

6-12 місяців при 

2-8 °С



Отже, імуноферментний аналіз — це чутливий і доступний метод 

виявлення гормонів у молоці, однак у багатьох випадках його варто 

застосовувати як попередній метод аналізу, або у поєднанні з більш точними 

методиками. Його ефективність значною мірою залежить від якості реагентів, 

рівня лабораторної підготовки персоналу та дотримання умов проведення 

аналізу.

1.2.2. Радіоімунологічний аналіз (РІА).

Радіоімунологічний аналіз (РІА) є високочутливим методом, який широко 

використовується для кількісного визначення гормонів у різних біологічних 

зразках, включаючи молоко. Цей метод базується на конкурентному зв'язуванні 

радіоактивно міченого гормону та неміченого гормону зі специфічними 

антитілами, що дозволяє точно вимірювати концентрацію гормону в зразку [27].

В основі радіоімунологічного аналізу лежить конкуренція за зв'язування з 

антитілом антигену, міченого радіоактивним ізотопом, і неміченого антигену - 

гормону, кількість якого необхідно визначити [27]. РІА включає такі етапи 

(Рис.2.2) [28-30]:

—  до розчину антитіл додають мічений антиген і пробу, що містить 

невідому кількість немеченого антигену (гормону). Концентрація 

антитіл у реакційному середовищі повинна бути такою, щоб 

кількість місць зв'язування з антигеном була набагато меншою від 

загальної кількості антигенів. Концентрація міченого антигену має 

бути надлишку;

—  реакційну суміш інкубують за певної температури. Мічений та 

немічений антигени конкурують за місця зв'язування з антитілом і 

утворюються імунні комплекси, що містять або мічений, або 

немічений антиген. До кінця інкубації в реакційній суміші присутні 

мічені та немічені імунні комплекси, а також вільні мічені та 

немічені антигени. Кількість мічених імунних комплексів обернено 

пропорційно кількості не-міченого антигену в пробі;
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мічені імунні комплекси виділяють, підраховують радіоактивність і 

розраховують кількість немеченого антигену, тобто, досліджуваного 

гормону.

Радіоактивно
Антитіло Антиген  ̂ мічений

ш  —  ♦ V  / V
. Змішування

антиген 

і та
реагування

v
Зв'язкова

Вільна *  » фракція

фракція ^  *  Розділення <9 ^
Вимірювання радіоактивності

Рис.2.2. Схема проведення РІА [28].

Розроблено безліч варіантів РІА. Методика, описана вище, називається 

рідиннофазний РІА (всі реагенти знаходяться в розчиненому стані). Існує і 

твердофазний РІА, в якому антитіла іммобілізовані на водонеразчинному носії, 

наприклад, на полістиролі. Особливий різновид методу -  імунорадіометрічний 

аналіз(ІРМА), в якому використовуються мічені антитіла, а не мічений антиген. 

Принцип РІА поширюється і на інші імунохімічні та неімунохімічні методи 

аналізу [31]. Наприклад, у ІФА замість радіоактивного ізотопу в якості мітки 

використовують ферменти, а в імунофлуоріметрічному аналізі -  флуоресціюючі 

речовин [32]. У неімунохімічних методах роль антитіл виконують реагенти, яки 

специфічно зв'язують речовину, що визначається. Цими реагентами можуть бути 

рецептори гормонів або білки плазми, яки зв'язують [33].

На відміну від біологічних методів аналізу, РІА є кількісним імунохімічних 

методом і дає можливість точно виміряти вміст речовини (антигену) в пробі [32]. 

Результат РІА залежить тільки від співвідношення компонентів реакції антиген- 

антитіло.



PIA є одним із найстаріших методів визначення гормонів, проте з 

розвитком сучасних технологій він поступово втрачає свою актуальність. Однією 

з головних проблем цього методу є використання радіоактивних ізотопів, що 

потребує спеціальних дозволів, дорогого обладнання та дотримання суворих 

заходів безпеки [33]. Це значно ускладнює його застосування та обмежує 

доступність у звичайних лабораторіях.

Buttle та Forsyth (1974) [34] застосували РІА для вимірювання 

концентрацій пролактину в коров’ячому молоці, продемонструвавши, що рівні 

пролактину в молоці відображають його концентрації в плазмі крові.

Крім того, метод супроводжується високими витратами на утилізацію 

радіоактивних відходів [35,36]. Використані радіоактивні реагенти підлягають 

спеціальній процедурі знешкодження, що регламентується строгими 

нормативними вимогами. Це створює додаткові фінансові та логістичні труднощі 

для лабораторій, які застосовують цей метод.

Ще одним значним недоліком РІА є тривалий час проведення аналізу 

[30,37]. На відміну від більш сучасних методик, таких як високоефективна 

рідинна хроматографія, виконання допомогою РІА потребує більше часу, що 

може бути критичним у діагностичних процесах, де важлива швидкість 

отримання результатів.

Окрім цього, сам метод є застарілим порівняно з новими, більш точними та 

безпечними технологіями. Завдяки появі альтернативних методів, які не 

потребують роботи з радіоактивними матеріалами і водночас забезпечують вищу 

чутливість та специфічність, РІА поступово витісняється з лабораторної 

практики.

1.2.3. Іммунохроматографічний метод (ІХА).

ІХА є одним із найбільш швидких, зручних та доступних методів 

визначення біомолекул, зокрема антигенів, антитіл, гормонів, токсинів або 

маркерів захворювань [38]. Цей метод отримав широке розповсюдження у 

клінічній практиці та побутовій діагностиці завдяки своїй простоті,
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оперативності та можливості виконання без складного лабораторного 

обладнання [39].

Перші комерційні зразки експрес-тестів, побудованих на принципах ІХА, 

з'явилися наприкінці 1990-х років. їх розробили провідні фармацевтичні компанії 

СІЛА, Німеччини та Франції, орієнтуючи продукцію на потреби ургентної 

медицини [40-43]. Основна мета полягала у швидкому отриманні результатів для 

невідкладної клінічної оцінки. Завдяки такому підходу час очікування результату 

скоротився до 10-20 хвилин, а точність, за умови дотримання умов тестування, 

могла досягати 99-100%.

ІХА зазвичай використовується для експрес-скринінгу гормонів завдяки 

швидкості та простоті. Хи Т. та ін. (2021) розробили імунохроматографічний тест 

для виявлення ДЕС у молоці [44]. Метод базувався на використанні колоїдного 

золота та дозволяв візуально визначити ДЕС на рівні нижче 1 нг/мл. Автори 

зазначили, що ІХА є придатним для польового тестування, однак потребує 

підтвердження результатів хроматографічними методами через ймовірність 

неспецифічних зв’язувань.

ІХА базується на специфічній реакції між антигеном (який присутній у 

біологічному зразку) та антитілом, що входить до складу тест-системи. Аналіз 

проводиться з використанням спеціальних смужок, касет, панелей або тест- 

полосок, які містять відповідні реагенти у стабілізованому вигляді [45]. Рухомою 

фазою в ІХА є біологічна рідина — зразок сечі, слини, плазми, сироватки або 

крові. При нанесенні зразка на тест-смужку рідина капілярно переміщується 

вздовж неї, викликаючи каскадну реакцію взаємодії компонентів.

У типових імунохроматографічних системах застосовуються три основні 

типи антитіл [45]:

1. Моноклональні антитіла, які зв’язані з видимим маркером 

(наприклад, колоїдним золотом або латексом) — вони наносяться біля зони 

занурення тесту й забезпечують первинну реакцію з антигеном у зразку.
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2. Поліклональні антитіла, іммобілізовані у тестовій зоні смужки 

— забезпечують фіксацію імунного комплексу та утворення видимого 

сигналу (забарвлення).

3. Антитіла до моноклональних антитіл, які жорстко 

іммобілізовані у контрольній зоні, — забезпечують внутрішній контроль 

правильності тестування.

Процес відбувається так: після занурення смужки в біологічний зразок, 

рідина просувається по смужці, захоплюючи рухомі антитіла з маркером. Якщо 

в зразку є цільовий антиген (наприклад, гормон), він зв’язується з цими 

антитілами, і комплекс рухається далі до тестової зони, де його фіксують 

іммобілізовані антитіла. Візуально це проявляється як кольорова лінія. У 

контрольній зоні формується друга лінія, що свідчить про правильне 

проходження аналізу (Рис. 2.3.) [45].
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Рис.2.3. Схема проведення ІХА [45].



Основні переваги ІХА-тестів [46]:

- Швидкість — отримання результату за 5-20 хвилин.

- Зручність — не потребує спеціального обладнання або лабораторних 

навичок.

- Економічність — тести є недорогими та доступними.

- Анонімність та мобільність — можуть використовуватись у будь-яких 

умовах.

- Надійність — за правильної експлуатації точність досягає 99,9%. 

Незважаючи на переваги, ІХА аналіз має і суттєві обмеження [46-48],

особливо у контексті визначення концентрацій гормонів у складних біоматрицях, 

таких як молоко:

- Низька чутливість — тест не дозволяє виявляти гормони у надзвичайно 

низьких концентраціях, які є критично важливими при аналізі харчових 

продуктів.

- Можливість хибнопозитивних або хибнонегативних результатів — 

викликана неспецифічними взаємодіями або наявністю домішок у зразку.

- Обмежена кількісна здатність — ІХА здебільшого використовується для 

якісної або напівкількісної оцінки, що недостатньо для точного моніторингу 

рівня гормонів.

- Нестабільність та короткий термін зберігання тест-систем — створює 

складнощі при застосуванні у великомасштабних дослідженнях або 

тривалому зберіганні.

Отже, імунохроматографічний аналіз є доцільним для швидкої 

скринінгової оцінки біологічних зразків, однак для точного кількісного аналізу, 

особливо у харчовій галузі, потребує заміни на методи з вищою аналітичною 

чутливістю — зокрема ВЕРХ, яка забезпечує необхідний рівень точності та 

відтворюваності результатів.
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1.2.4. Хемілюмінесцентний імуноаналіз (ХЛІА)

26

Хемілюмінесцентний імуноаналіз є різновидом кінетичного методу, що 

використовується для визначення концентрації іонів та хімічних сполук шляхом 

аналізу інтенсивності хемілюмінесценції [49]. Цей метод базується на хімічній 

реакції, в якій певні речовини випромінюють світло без додаткового джерела 

збудження [50]. Його особливістю є висока чутливість і широкий діапазон 

визначення концентрацій аналізованих речовин.

Основний принцип ХЛІА полягає у взаємодії специфічних реагентів із 

досліджуваною речовиною, що супроводжується хемілюмінесцентною реакцією 

[50]. Інтенсивність світіння пропорційна кількості цільового аналізованого 

компонента, що дозволяє проводити кількісне визначення. Як окисники 

найчастіше застосовуються гідроген пероксид, пероксикислоти або 

молекулярний оксиген. Важливими елементами цього методу є 

хемілюмінесцентні індикатори, які забезпечують світіння завдяки утворенню 

проміжних сполук.

Однією з головних переваг хемілюмінесцентного імуноаналізу є його 

висока чутливість та можливість реєстрації навіть низьких концентрацій речовин 

[50,51]. Це забезпечує точність результатів і дозволяє застосовувати метод у 

медичній діагностиці, фармацевтичних дослідженнях, екологічному моніторингу 

та інших галузях. Завдяки тому, що в процесі аналізу не використовується 

зовнішнє джерело світла, усувається фонове розсіювання, що покращує точність 

вимірювань.

Етапи методики хемілюмінесцентного імуноаналізу [52] (Рис 2.4.):

Підготовка проби -  здійснюється забір досліджуваного матеріалу 

(наприклад, кров, сеча або інша біологічна рідина). Проба може проходити 

попередню обробку, таку як центрифугування або розведення.

Інкубація з антитілами -  до проби додають специфічні антитіла, що 

зв’язуються з цільовою молекулою. Антитіла можуть бути мічені 

хемілюмінесцентним індикатором або кон’юговані з ферментом, що каталізує 

хемілюмінесцентну реакцію.



Додавання хемілюмінесцентного реагенту -  реакційна суміш обробляється 

спеціальним реагентом, що ініціює хемілюмінесценцію. Це може бути гідроген 

пероксид або інші окисники, які активують світіння міченого комплексу.

Реєстрація світіння -  вимірювання інтенсивності світла проводиться за 

допомогою хемілюмінометра. Інтенсивність світіння є пропорційною до 

концентрації аналізованої речовини.

ТІ

Підготовка
проби

Інкубація 
з антитілами

Додавання
хемілюмінессцентного

реагенту

Реєстрація
світіння

Рис.2.4. Схема проведення XJIIA [52].

Аналіз отриманих даних -  результати порівнюються зі стандартною 

кривою для визначення точної концентрації речовини в пробі. Вимірювання 

можуть бути дискретними або безперервними, залежно від типу аналізатора.

Хемілюмінесцентний імуноаналіз має широке застосування в 

діагностичних лабораторіях [50, 51], особливо для визначення рівнів гормонів, 

онкомаркерів, вірусних антигенів та інших біомолекул.

Park et al. (2022) розробили XJIIA для визначення діетилстилбестролу в 

молоці з використанням антитіл, кон’югованих з пероксидазою хріну. Автори 

відзначили виняткову чутливість (LOD = 0,005 нг/мл), проте зіткнулися з 

проблемами відтворювано сті через інтерференцію з білками молока та 

нестабільність реагентів у довготривалому зберіганні [53].

Херез низку істотних недоліків, цей метод не має популярності. Висока 

чутливість аналізу вимагає ретельного контролю та налаштування приладів, що



ускладнює його застосування. Реакції можуть піддаватися впливу різних 

факторів, таких як інтерференція з іншими речовинами, що може спотворювати 

результати. Процес аналізу потребує спеціальної підготовки персоналу, оскільки 

робота з хемілюмінесцентними системами має високі вимоги до умов 

проведення досліджень [54]. Можлива ймовірність хибнопозитивних або 

хибнонегативних результатів через фактори, що впливають на 

хемілюмінесценцію [52,54].

На відміну від ІФА, XJIIA чи РІА, де можливі перехресні реакції між 

антитілами та подібними до гормонів молекулами, ВЕРХ дозволяє чітко 

розділити навіть структурно близькі сполуки [54-56]. Це особливо важливо для 

визначення стероїдних гормонів, які можуть мати схожі хімічні властивості та 

створювати помилкові сигнали при використанні менти специфічних методів. У 

традиційних імунохімічних методах можуть спостерігатися неспецифічні 

реакції, що спричиняє ризик отримання хибнопозитивних або хибнонегативних 

результатів [56]. ВЕРХ усуває цю проблему завдяки використанню високоточного 

поділу аналітів у рідинній фазі, що дозволяє визначити лише цільову молекулу 

навіть у складному біологічному середовищі, такому як плазма, сироватка чи 

молоко.

Ще однією значною перевагою ВЕРХ є можливість мультианалізу, тобто 

одночасного визначення кількох гормонів у межах одного дослідження [57-59]. У 

випадку імуноферментного аналізу кожен гормон потребує окремого тесту, що 

значно збільшує час проведення досліджень та витрати на реагенти. ВЕРХ, 

дозволяє аналізувати широкий спектр гормонів в одному зразку, що робить метод 

особливо привабливим для клінічної діагностики.

Враховуючи викладене, метою роботи було розробити методику 

кількісного визначення вмісту найбільш поширених гормонів (ДЕС, 17ß- 

естрадіол, тестостерон) у коров’ячому молоці методом високоефективної 

рідинної хроматографії.
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РОЗДІЛ 2

ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА 

2Л. Матеріали та реактиви

Для визначення вмісту гормонів (діетилстилбеетролу, тестостерону, 17(3- 

естрадіолу) у зразках молока методом високоефективної рідинної хроматографії 

були використані наступні реактиви та матеріали:

- ацетонітрил (CHaCN) HPLC grade, Sigma-Aldrich, CAS: 75-05-8;

- метанол (СНзОН) HPLC grade, Sigma-Aldrich, CAS: 67-56-1;

- етанол (C2H 5O H ) чистий для аналізу (хч), CAS: 64-17-5;

- хлороводнева кислота (НС1), ACS Reagent, CAS: 7647-01-0;

- гексан (СбНіД, ACS Reagent, CAS: 110-54-3;

- дистильована вода (Н2О), CAS: 7732-18-5;

Усі розчинники та реагенти відповідали вимогам до аналітичної чистоти. 

У дослідженні для побудови градуювальних кривих та кількісного 

визначення вмісту гормонів у зразках молока використовували такі стандартні 

зразки речовин високої чистоти:

- діетилстилбестрол (С18Н20О2), CAS: 56-53-1 (з вмістом основної речовини 

не менше ніж 99%, виробник Sigma-Aldrich).

- тестостерон (С19Н28О2), CAS: 58-22-0 (з вмістом основної речовини не 

менше ніж 99%, виробник Sigma-Aldrich);

- 17(3-естрадіол (С18Н24О2), CAS: 50-28-2 (з вмістом основної речовини не 

менше 99%, виробник Sigma-Aldrich).

Усі розчинники та реагенти відповідали вимогам до аналітичної чистоти. 

Для підготовки зразків також використовували:

- сорбент "LiChroprep RP-18", пористість 50 мкм;

- мембранні фільтри (0,45 мкм);

- паперові фільтри типу "синя стрічка";

- мікрошприци Hamilton (100 мкл);

- колби мірні та конічні, піпетки, шприци -  згідно вимог ДСТУ та інструкцій 

до методики;
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- рідинний хроматограф UltiMate 3000 з детекторами DAD-3000 та FLD-

3100;

- аналітична колонка "Ascentis", 150x4,6 мм, 5 мкм із захисним картриджем.

Всі вимірювання проводилися при дотриманні лабораторних норм безпеки,

із забезпеченням чистоти аналітичного посуду та точності дозування.

2.2. Побудова градуювальної характеристики для визначення гормонів 

методом ВЕРХ.

Для побудови градуювальної характеристики були використані стандартні 

зразки діетилстилбеетролу, тестостерону та 17р-естрадіолу високої чистоти 

(>99%), придбані у компанії Sigma-Aldrich. Кожен стандартний зразок зважували 

на аналітичних вагах з точністю до другого десяткового знаку та розчиняли в 

етанолі хч, дотримуючись умов зберігання та температурного режиму (2-8 °С).

Розчини готували у мірних колбах об'ємом 50 або 100 см3. Для кожного 

гормону було підготовлено градаційний ряд розчинів із концентраціями, що 

охоплювали весь діапазон вимірювань, рекомендований методикою: від 0,025 до 

50 мг/дм3.

Визначення проводили на рідинному хроматографі UltiMate 3000 з 

використанням флуоресцентного детектора FLD-3100 та колонки С18 (150 х 4Д 

мм, 5 мкм). Рухома фаза складалась із суміші буфера А (вода) та буфера С 

(метанол) у співвідношенні 60:40. Температура колонки підтримувалась на рівні 

ЗО °С, швидкість потоку -  0,8 мл/хв, об’єм інжекції -  20 мкл. Хроматографування 

тривало 15 хвилин (табл.2.1).



Табл.2.1. Умови хроматографування

з і

Хроматографічна колонка С18, 150 х 4,6 мм, 5 мкм

Температура колонки ЗО °С

Детектор Флуоресцентний

Рухома фаза Буфер А. Вода 

Буфер С. Метанол

Умови градієнту Час (хв) % буферу А % буферу С

0 60 40

15 60 40

Довжина хвилі збудження 246 нм

Довжина хвилі емісії 395 нм

Об’єм інжекції 20 мкл

Режим введення проби Автоматичний

Режим елюювання Ізократичний

Швидкість потоку 0,8 см3/хв

Час хроматографування 15 хвилин

Детектування проводилось при довжині хвилі збудження 246 нм і довжині 

емісії 395 нм. Режим елюювання -  ізократичний. Усі вимірювання здійснювались 

в автоматичному режимі.

Для побудови градуювальної кривої використовували метод найменших 

квадратів, що реалізований у програмному забезпеченні хроматографа. Для 

кожного гормону будували окрему градуювальну криву, яка описувала 

залежність площі хроматографічного піку від масової концентрації речовини. 

Кількість рівнів концентрацій становила не менше п’яти, і для кожного рівня 

виконували щонайменше три вимірювання.

Лінійність градуювальної залежності перевірялась за коефіцієнтом 

кореляції, який у всіх випадках перевищував 0,99, що свідчить про високу 

точність моделі.



Оперативний контроль стабільності градуювальної характеристики 

проводили перед кожним вимірюванням за допомогою перевірки одного з 

проміжних рівнів концентрацій. Якщо відхилення сигналу перевищувало 5% від 

розрахованого значення, проводили повторне градуювання. Також здійснювали 

періодичне повне градуювання системи не рідше одного разу на квартал.

Побудовані градуювальні характеристики забезпечили можливість 

надійного та відтворюваного визначення діетилстилбестролу, тестостерону та 

17р-естрадіолу у зразках молока різного походження. Отримані дані свідчать про 

ефективність та чутливість методу ВЕРХ у поєднанні з флуоресцентною 

детекцією для аналізу гормонів у харчових матрицях.

Оцінку лінійності проводили за результатами побудови калібрувальних 

кривих, отриманих шляхом аналізу серії стандартних розчинів з різними 

концентраціями аналітів. Для побудови калібрувальної характеристики 

використовували п ’ять рівнів концентрацій для кожної сполуки в діапазоні, 

встановленому методикою.

Лінійність оцінювали за коефіцієнтом детермінації (Я2). Метод визнавався 

лінійним, якщо Я2 становив не менше 0,98.

Фактор відгуку для кожного рівня концентрації розраховували за 

формулою:
_С ереднє значення сигналу (площа піка)

К Е ---------------------------------------------------------- ,де
Концентрація

Б — площа піка аналіта, отримана з хроматограми (у одиницях площі, 

наприклад, мкВ с).

С — концентрація аналіта у стандартному зразку (наприклад, мкг/кг або 

нг/мл).

Для отриманих факторів відгуку було розраховано:

1. Середнє арифметичне фактора відгуку:

п.р _Иі=і ДН
Ысер. і Де.п

БНл — значення фактора відгуку для і-го зразка.
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п — кількість вимірювань.

2. Стандартне відхилення фактора відгуку:

о - г  _  / £ ; = і ( ^ і - 5 / с е р .)2

Ь І С К В - УІ п—  1

3. Відносне стандартне відхилення:

_( £/ски_\ 

\ ^ 7 с е р ./
ВСКВ, %=( ^ ) X 100

/сер..

2.3 Підготовка проб для вимірювання.

Підготовка проб є критично важливим етапом у визначенні вмісту гормонів 

у харчових продуктах тваринного походження методом ВЕРХ. Від правильності 

виконання цього етапу залежить точність, відтворюваність та достовірність 

результатів вимірювання.

2.3.1 Відібрання та гомогенізація проби.

Одним із найважливіших етапів аналітичного дослідження є правильне 

відібрання та підготовка проб, що безпосередньо впливає на достовірність і 

точність отриманих результатів. Тому процедуру підготовки проби слід 

виконувати згідно з установленими стандартами, з урахуванням усіх вимог до 

чистоти, однорідності, стабільності зразка та запобігання контамінації.

Згідно з методикою, відбір зразків харчової продукції здійснюється 

відповідно до вимог національних стандартів. Зокрема, при дослідженні молока, 

м ’яса, печінки, нирок та інших біологічних субстратів важливо забезпечити 

репрезентативність відібраного зразка, оскільки гормони можуть бути 

нерівномірно розподілені в тканинах або рідких фракціях. Також слід 

враховувати умови транспортування та зберігання проб, які не повинні допускати 

мікробіологічного псування, ферментативного розпаду або окиснення цільових 

речовин.



Для підготовки проби до аналізу береться наважка масою 100,0 г, зважена 

з точністю до другого десяткового знака. Це значення вибране з урахуванням 

необхідності досягнення концентрацій гормонів, які піддаються надійному 

виявленню при подальшому екстрагуванні та концентруванні. Наважку 

переносять у відповідну лабораторну ємність, яка повинна бути хімічно 

інертною, чистою та сухою.

До зразка додають 75 см3 етанолу, що виступає як органічний розчинник, 

ефективний для попередньої екстракції гідрофобних стероїдних гормонів, і 25 

см3 дистильованої води. Об’ємне співвідношення 3:1 (етанол:вода) є 

оптимальним для екстрагування як вільних, так і гідролізованих форм гормонів, 

зберігаючи при цьому розчинність та стабільність біологічних речовин. Етанол 

додатково виконує роль консерванту, запобігаючи мікробіологічному 

розкладанню зразка в процесі підготовки.

Отриману суміш ретельно гомогенізують. Гомогенізація — це процес 

механічного подрібнення та перемішування, що дозволяє досягти повної 

однорідності зразка. Вона забезпечує рівномірне розподілення гормонів у всьому 

об’ємі суміші, що особливо важливо для точності наступних аналітичних етапів. 

Залежно від природи зразка (молоко, м ’ясо, субпродукти), можуть 

використовуватись різні пристрої для гомогенізації: механічні мішалки, 

гомогенізатори або подрібнювані тканин. Тривалість гомогенізації 

встановлюється емпірично, однак зазвичай триває не менше кількох хвилин до 

отримання однорідної емульсії або суспензії без видимих фрагментів тканини 

або згустків.

Особливу увагу слід приділяти якості використовуваного етанолу та води. 

Для приготування екстракційної суміші допускається використання етанолу не 

нижче хч (чда) або НРЬС^гасІе чистоти, а вода повинна бути двічі 

дистильованою або очищеною методом зворотного осмосу.

Після завершення гомогенізації отриману суспензію використовують для 

подальших етапів пробопідготовки, зокрема кислотного гідролізу. Важливо, щоб 

уся процедура підготовки проби до аналізу здійснювалася із дотриманням
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чистоти посуду та уникаючи перехресного забруднення. Посуд, який контактує з 

біологічним матеріалом, має бути ретельно промитий, висушений і попередньо 

оброблений органічними розчинниками (наприклад, ацетоном), що виключає 

залишки попередніх аналізів.

Таким чином, етап відібрання та гомогенізації проби є основою для 

отримання точних результатів визначення гормонів методом ВЕРХ. Ретельне 

дотримання вимог до зважування, додавання екстрагентів та гомогенізації 

знижує похибки та забезпечує стабільну відтворюваність методу. Цей підхід 

відповідає вимогам сучасної аналітичної хімії щодо дослідження слідових 

концентрацій біологічно активних речовин у харчових матрицях.

2.3.2 Метод кислотного гідролізу.

Кислотний гідроліз є важливим етапом у підготовці проб до 

хроматографічного аналізу гормональних сполук, зокрема стероїдних гормонів, 

які можуть бути присутні у зразках у зв’язаних формах — у вигляді глюкуронідів, 

сульфатів або інших кон’югатів. Ці форми не завжди можуть бути безпосередньо 

виявлені хроматографічними методами, тому необхідно попередньо провести 

процес їх руйнування для перетворення у вільну, аналітично активну форму. Для 

цього застосовується кислотний гідроліз, який забезпечує розрив ковалентних 

зв’язків між гормоном та його кон’югатом, тим самим підвищуючи ефективність 

екстракції та чутливість аналізу.

Після завершення процесу гомогенізації зразка та додавання до нього 

екстрагентів (етанолу і води у співвідношенні 3:1), підготовлену суспензію 

переносять до конічної колби з притертою пробкою об’ємом не менше 150 см3. 

До суміші додають 20 см3 2 М розчину хлоридної кислоти (НС1). Вибір саме цієї 

кислоти пояснюється її здатністю забезпечувати гідролітичне розщеплення 

ефірних і глікозидних зв’язків у стероїдних кон’югатах без надмірного окиснення 

або руйнування самих аналітів.

Після додавання кислоти колбу щільно закривають скляною пробкою для 

уникнення випаровування летких компонентів і підтримання стабільного
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кислотного середовища. Далі колбу встановлюють у водяну баню, температура 

якої підтримується на рівні (60 ± 2) °С (Рис. 2.1). Інкубація зразка в таких умовах 

триває 6 годин. Цей час є достатнім для повного розщеплення більшості 

кон’югованих форм гормонів, водночас не викликаючи їх деградації. Слід 

зазначити, що недотримання температурного режиму або тривалості гідролізу 

може призвести до неповного вивільнення аналітів або, навпаки, до їх часткового 

розпаду, що зумовить недостовірність результатів аналізу.

20 см3 2М розчину
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60 ± 2 °С
водяна баня

Ч_____________________ У

Рис. 2.1. Схема кислотного гідролізу.

Всі операції з кислотами повинні проводитися з дотриманням вимог 

техніки безпеки: у витяжній шафі, з використанням захисного одягу, гумових 

рукавичок та окулярів. Робоча поверхня, де проводиться гідроліз, повинна бути 

хімічно стійкою, а персонал — підготовлений до роботи з концентрованими 

кислотами.

Після завершення гідролізу колбу охолоджують до кімнатної температури, 

що є важливим для попередження термічного впливу на подальші етапи обробки 

проби, зокрема центрифугування. Гідролізований зразок набуває підвищеної 

кислотності, тому в деяких випадках може вимагати нейтралізації або подальшої 

буферизації перед наступними етапами, хоча у даній методиці цього не 

передбачено, оскільки подальше центрифугування та екстракція усувають 

надлишок кислоти.



Таким чином, кислотний гідроліз є необхідною процедурою для повного 

вивільнення гормонів із зв’язаних форм у досліджуваних зразках. Він забезпечує 

перехід гормональних препаратів у вільний стан, придатний до кількісного 

визначення методом ВЕРХ. Дотримання встановлених умов гідролізу гарантує 

високу ефективність цього процесу, зменшує ризик втрат аналітів та сприяє 

отриманню достовірних результатів вимірювання.

2.3.3 Етапи центрифугування та фільтрації

Після проведення кислотного гідролізу в процесі підготовки проби до 

хроматографічного визначення стероїдних гормонів, зразок підлягає очищенню 

шляхом послідовного центрифугування та фільтрації. Ці операції мають на меті 

видалення нерозчинних залишків тканин, ліпідів, зважених частинок і 

нецільових речовин, які можуть заважати точному вимірюванню вмісту аналітів.

Після закінчення 6-годинного гідролізу при температурі (60 ± 2) °С 

гідролізовану суміш охолоджують до кімнатної температури. Далі пробу 

переносять у відповідну центрифужну посудину (конічну пробірку або склянку), 

яка встановлюється у лабораторну центрифугу. Центрифугування проводять зі 

швидкістю 1500 об/хв протягом 10-15 хвилин. Під час цього процесу 

відбувається розшарування зразка: щільні фрагменти білкової матриці та 

залишки тканин осідають на дно пробірки, тоді як верхній шар, що містить 

розчинені цільові речовини, залишається у надосадовій рідині.

Після завершення центрифугування надосадову рідину обережно 

декантовують або відбирають мікропіпеткою, намагаючись не порушити осад. 

Цей етап особливо критичний для запобігання потраплянню твердих залишків у 

подальший аналітичний процес.

Для підвищення повноти вилучення аналітів із матриці, до отриманого 

осаду додають 10 см3 суміші етанолу з дистильованою водою у співвідношенні 

3:1. Суміш перемішують для повторної екстракції залишкових гормонів, після 

чого повторно центрифугують за аналогічних умов. Надосадову рідину знову 

відбирають та об’єднують із попереднім фільтратом. Такий підхід дозволяє
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значно підвищити вихід стероїдних гормонів і мінімізувати втрати на стадії 

пробопідготовки.

Об'єднаний екстракт, що містить цільові сполуки, фільтрують через 

паперовий фільтр типу "синя стрічка" або інший фільтр відповідної щільності. 

Фільтрація усуває залишкові зважені частинки, які могли залишитися у рідині 

навіть після центрифугування. Важливо, щоб фільтр був хімічно стійким до 

розчинників, які використовуються в методиці (етанол, гексан тощо), і не 

взаємодіяв із стероїдними гормонами.

У разі високої жирності зразка (наприклад, при дослідженні вершків, 

печінки, молочних продуктів) можливе введення додаткового етапу знежирення. 

Для цього екстракт переносять у ділильну лійку та додають 10 см3 гексану, 

насиченого етанолом. Суміш інтенсивно струшують, після чого гексановий шар 

(жирова фракція) відокремлюють та утилізують. Цю операцію дозволяється 

повторювати до трьох разів, залежно від вмісту жиру. Потім водно-етанольний 

шар знову фільтрують.

10 см3 
СгНбОН + ЩО 

(3 :1 )

%

Центрифугування Надосздову рідину 
обережно відбирють 

піпеткою
Фільтрація

Рис. 2.2. Схема центрифугування та фільтрації.

Усі операції виконуються за кімнатної температури, у чистому 

лабораторному посуді. Обов’язковим є використання рукавичок та фільтрованих



розчинників, аби виключити стороннє забруднення. Від етапів центрифугування 

та фільтрації значною мірою залежить успішність подальшого аналізу, оскільки 

присутність нерозчинених домішок або жирів може забруднити хроматографічну 

систему, спотворити піки або підвищити фон базової лінії.

2.3.4 Випарювання та перерозчинення.

Після завершення етапів центрифугування та фільтрації, отриманий 

фільтрат містить цільові аналіти — стероїдні гормони (діетилстилбестрол, 

тестостерон, 17р-естрадіол) у розчиненій формі разом із залишками розчинників 

та незначною кількістю супутніх речовин. Щоб підготувати зразок до 

твердофазної очистки та хроматографічного аналізу, необхідно провести 

випарювання фільтрату до сухого залишку з подальшим перерозчиненням у 

контрольованому об’ємі органічного розчинника. Ці дії дозволяють зосередити 

аналіти у мінімальному об’ємі, підвищити чутливість методу та забезпечити 

стабільність досліджуваної речовини.

Процедура випарювання здійснюється з використанням ротаційного 

випарника, який дозволяє делікатно видаляти розчинники під зниженим тиском, 

уникаючи термічного руйнування аналітів. Температура випарювання повинна 

бути строго контрольованою — (60 ±1) °С, що забезпечує ефективне видалення 

етанолу, води або гексану, не порушуючи хімічної стабільності гормонів. 

Випарювання проводиться доти, поки на стінках колби не залишиться сухий або 

слабо вологий залишок.

Перед випарюванням важливо переконатися, що проба попередньо добре 

профільтрована, оскільки наявність зважених частинок може викликати 

перегрівання або забруднення приладу. Використовувані посудини повинні бути 

сухими, з притертою пробкою, і сумісними з органічними розчинниками.

Після випарювання сухий залишок піддають перерозчиненню з метою 

приведення зразка до форми, придатної для подальшого хроматографічного 

аналізу або твердофазної екстракції. Згідно з методикою, залишок розчиняють у 

1 см3 метилового спирту .
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До розчину додають 4 см3 дистильованої води, створюючи водно-органічне 

середовище, необхідне для ефективної взаємодії з сорбентами на наступному 

етапі твердофазної очистки. Така пропорція (1:4) забезпечує достатню 

розчинність гідрофобних і частково полярних компонентів, а також оптимізує 

умови для адсорбції на RP-18 сорбентах.

Отриманий розчин необхідно ретельно перемішати — вручну або на 

вібраційній мішалці — до повного розчинення залишку. У разі наявності 

видимого осаду або каламутності, розчин повторно фільтрують через 

мембранний фільтр із розміром пор 0,45 мкм.

2.3.5 Метод твердофазної очистки на сорбенті (Solid Phase Extraction,

SPE).

SPE — це сучасна, широко застосовувана технологія підготовки проб для 

аналітичного визначення, яка дозволяє ефективно концентрувати, очищати або 

фракціонувати аналіти з рідких матриць (кров, сеча, молоко, вода тощо).

Принцип методу SPE базується на розподілі компонентів суміші між двома 

фазами:

—  рухомою фазою (рідина — зразок або розчинник),

—  нерухомою фазою (сорбент, закріплений у картриджі або 

шприці).

Цільові аналіти взаємодіють із сорбентом, затримуються на ньому, а 

домішки видаляються. Після цього аналіти елююють (вимиваються) відповідним 

розчинником.

Після етапу перерозчинення зразка у водно-метанольній суміші, проводять 

твердофазну очистку проби з використанням зворотно фазного сорбенту RP-18 

(С І8). Цей етап є необхідним для видалення залишкових домішок матриці, таких 

як білки, полярні сполуки, барвники та мікродисперсні частинки, які можуть 

негативно впливати на результати хроматографічного аналізу. Твердофазна 

екстракція дозволяє сконцентрувати цільові стероїдні гормони, зменшити фон 

базової лінії та підвищити чутливість методу.
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Сорбент ЯР-18 перед використанням готують у вигляді суспензії у 

метанолі у співвідношенні 1:1. Його інтенсивно збовтують та зберігають у 

щільно закритому посуді. У шприц, який виконує роль мініколонки, на дно 

поміщають паперовий фільтр типу «червона стрічка», вирізаний у формі кола. 

Потім до шприца вносять 2 см3 суспензії сорбенту. Щоб активувати сорбент і 

забезпечити його ефективну адсорбцію цільових компонентів, його послідовно 

промивають спочатку 2 см3 метанолу, а потім 2 см3 дистильованої води.

Після активації на поверхню сорбенту обережно наносять зразок, 

розчинений у метанолі та воді. Важливо наносити розчин повільно, уникаючи 

турбулентності або утворення повітряних бульбашок, які можуть порушити 

структуру сорбційного шару. Рідина, яка проходить крізь сорбент у цьому етапі, 

не використовується. Вона відкидається, оскільки цільові аналіти на цьому етапі 

адсорбуються на поверхні БІР-18.

Далі сорбент піддають промиванню серією розчинів. Спочатку 

використовують 2 см3 дистильованої води, потім 4 см3 суміші метанолу з водою 

у співвідношенні 1:3, після чого ще 2 см3 суміші метанолу з водою у 

співвідношенні 1:1. Кожна порція вводиться поступово, без надлишкового тиску, 

щоб уникнути руйнування сорбентного шару. Промивні рідини також 

утилізуються.
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Рис. 2.2. Схема проведення твердофазної очистки на сорбенті.



Після промивання проводиться елюювання цільових гормонів шляхом 

пропускання через сорбент 2 см3 чистого метанолу. Метанол ефективно десорбує 

стероїдні гормони, які збирають у чисту лабораторну посудину. Отриманий 

елюент далі випарюють до сухого залишку на ротаційному випарнику при 

температурі (60 ± 1) °С. Після висушування залишок розчиняють у 0,5 см3 

ацетонітрилу та фільтрують через мембранний фільтр з розміром пор 0,45 мкм 

безпосередньо перед інжекцією у хроматограф.

Ефективність твердофазної очистки залежить від правильного вибору 

сорбенту, точного дотримання послідовності дій, а також якості 

використовуваних розчинників. Зворотнофазний ИР-18 забезпечує високу 

селективність до гідрофобних стероїдних структур, водночас дозволяючи 

видалити полярні домішки, що значно покращує роздільну здатність і 

стабільність хроматографічної системи. Таким чином, твердофазна очистка є 

критичним етапом пробопідготовки, що забезпечує аналітичну надійність у 

визначенні гормонів методом ВЕРХ.

2.3.6 Методика дереватизації для флуоресцентного детектування.

Застосування флуоресцентного детектора у методиці ВЕРХ дозволяє 

досягати вищої чутливості порівняно з ультрафіолетовим детектуванням, 

особливо у випадках аналізу низьких концентрацій стероїдних гормонів, таких 

як діетилстилбестрол, тестостерон і 17р-естрадіол. Однак ці сполуки самі по собі 

мають слабко виражену природну флуоресценцію. Тому для підвищення 

інтенсивності сигналу та забезпечення коректного виявлення перед 

хроматографуванням проводиться спеціальна процедура активації зразка — 

фотохімічна обробка в присутності соляної кислоти.

Після завершення етапу твердофазної очистки (2.3.5), висушений елюент 

розчиняють у 0,5 см3 ацетонітрилу. Цей розчин є попередньо очищеним і 

сконцентрованим зразком, готовим до аналізу. Щоб зробити стероїдні гормони 

флуоресцентно активними, до зразка додають 100 мм3 соляної кислоти з 

молярною концентрацією 2 моль/дм3. Це створює необхідне кислотне
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середовище для активації молекул під впливом ультрафіолетового 

випромінювання.

Отриману реакційну суміш поміщають у прозору скляну ємність, придатну 

для опромінення. Дуже важливо, щоб посудина була виготовлена з хімічно 

стійкого скла, не флуоресціювала сама по собі та не поглинала УФ-промені. 

Посудину з пробою розміщують на відстані приблизно 10 см від бактерицидної 

УФ-лампи, яка генерує випромінювання з довжиною хвилі, що відповідає 

максимуму поглинання активаційного комплексу (близько 254 нм). Час 

опромінення становить одну годину.

У ході опромінення під дією ультрафіолету відбувається часткове 

структурне перетворення стероїдних молекул у форми, здатні до флуоресценції. 

Соляна кислота виконує функцію каталізатора цього процесу, забезпечуючи 

необхідну протонізацію іоногенних груп та сприяючи утворенню кон’югованих 

систем. У результаті формується стабільний аналітичний сигнал, який може бути 

зареєстрований флуоресцентним детектором при збудженні на довжині хвилі 

246 нм та емісії на 395 нм.

Після завершення опромінення проба негайно охолоджується та вводиться 

у хроматографічну систему. Термін придатності активованого зразка становить 

не більше ніж 1 година, тому проба повинна бути проаналізована якомога 

швидше після фотохімічної обробки. Зволікання може призвести до деградації 

флуоресцентних форм і втрати аналітичного сигналу.
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АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ

ЗЛ. Встановлення градуйовочної залежності хроматографічної 

системи.

У процесі встановлення градуйовочної залежності хроматографічної 

системи було проведено серію вимірювань для побудови калібрувальних кривих 

кожного з трьох досліджуваних гормонів — діетилстилбестролу, тестостерону 

та 17р-естрадіолу. (Рис. 3.1, Рис. 3.2, Рис. 3.3).

Рис. 3.1. Калібрувальна крива для 17р-естрадіолу методом ВЕРХ з FLD у 

діапазоні 0,025-0,75 мкг/см3.
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Рис. 3.2. Калібрувальна крива для ДЕС методом ВЕРХ з FLD у діапазоні

0,025-0,75 мкг/см3.

Рис. 3.3. Калібрувальна крива для тестостерону методом ВЕРХ з FLD у 

діапазоні 0,025-0,75 мкг/см3.

У процесі побудови градуйовочних характеристик для кожного з 

досліджуваних гормонів було отримано рівняння прямолінійної регресії, що



характеризують залежність площі хроматографічного піка (у) від концентрації 

аналіту (х) у відповідному діапазоні вимірювань.

Отримані рівняння мають вигляд:

Для 17р-естрадіолу:

у=11224х+25,129

Для ДЕС:

у=32675х+64,253 

Для тестостерону:

у=9970,5х+24,3

Для кожного рівня концентрації стандартного розчину обчислюється 

окремий КЕ, після чого визначається його середнє значення (ІНДсг.), яке 

використовується для розрахунку концентрації аналітів у дослідних зразках. 

Стабільність значень КЕ оцінюється за допомогою середньоквадратичного 

відхилення (БО), яке показує ступінь розсіювання індивідуальних значень КЕ 

відносно середнього.

3.2. Рохрахунок валідаційних даних.

3.2.1. Оцінка точності та відтворюваності.

Для кількісної оцінки відтворюваності та точності використовують 

відносне стандартне відхилення (ЯБО, %), яке визначають як відношення БО до 

КЕкг* у відсотках. Низькі значення ЯБО (як правило, <2-5%) свідчать про високу 

прецизійність аналітичного сигналу, стабільність роботи детектора та 

правильність приготування калібрувальних розчинів.
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Табл. 3.1. Розрахунок факторів відгуку, М^сг., 8 0  та ЯБО, % для контролю 
лінійності при визначенні 17р-естрадіолу методом ВЕРХ.

Аналіт
Рівні КЕ сер. 8 0

Я8
о ,
%

1 2 3 4 5

Концент­
рація (С), 
нг/см3

0,025 0,05 0,10 0,50 0,75

Сигнал 
(площа 
піку), ум. 
одиниці

346,81 584,03 1166,27 5532,86 8489,88

Фактор
відгуку,

^ 7  _  $піка
с

13872,35 11680,61 11662,69 11065,72 11319,85 11920,24 1120,84 9,40

Табл. 3.2. Розрахунок факторів відгуку, ЯЕ*,., 8 0  та ЯБО, % для контролю 

лінійності при визначенні ДЕС методом ВЕРХ.

Аналіт
Рівні КЕ сер.

%

1 2 3 4 5

Концентрація 
(С), нг/см3

0,025 0,05 0,10 0,50 0,75

Сигнал 
(площа піку), 
ум. одиниці

1014,41 1693,12 3387,27 16063,22 24713,72

Фактор
відгуку,

_  $піка
с

40576,36 33862,41 33872,66 32126,44 32951,62 34677,90 3376,21 9,74



Табл. 3.3. Розрахунок факторів відгуку, БН^., 8 0  та ЯБО, % для контролю 

лінійності при визначенні тестостерону методом ВЕРХ.
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Аналіт
Рівні RF сер. SD

RSD,
%

1 2 3 4 5

Концентрація 
(С), нг/см3

0,025 0,05 0,10 0,50 0,75

Сигнал 
(площа піку), 
ум. одиниці

313,05 521,64 1036,14 4916,54 7543,80

Фактор

відгуку,

^ 7  _  $піка
с

12521,90 10432,88 10361,40 9833,07 10058,40 10641,53 1078,36 10,13

Усі три залежності демонструють високу лінійність, що підтверджується 

значенням коефіцієнта детермінації R2 = 0,9997 для кожної кривої. Такий ступінь 

кореляції вказує на надійність отриманих результатів та відсутність суттєвих 

відхилень від моделі прямої залежності.

Наявність додатного вільного члена в рівняннях пояснюється впливом 

фонових сигналів та базової шумової активності детектора, що є типовим при 

аналізі матриць біологічного походження. Ці рівняння були використані для 

кількісного визначення концентрацій гормонів у зразках молока різного 

походження, що дозволило отримати достовірні та відтворювані результати.

В процесі валідації аналітичної методики особливе значення має оцінка 

правильності (accuracy) та точності (precision) вимірювань, оскільки саме ці 

характеристики визначають аналітичну придатність методу у практичному 

застосуванні.

Правильність методу відображає ступінь наближення отриманих 

результатів до істинного значення концентрації аналіту у зразку. Вона
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оцінюється через розрахунок відсотка повернення (recovery, %), що 

обчислюється за формулою:

Виміряне значення
П овернення %  ------------------------------------ 100%

Д одана концентрація

У проведеному дослідженні для трьох цільових гормонів (17р~естрадіол, 

тестостерон, діетилстилбестрол) було додано відому концентрацію 0,0005 мкг/кг 

до контрольного зразка молока. В результаті було отримано наступні середні 

значення повернення:

17р-естрадіол — 92,8%

Тестостерон — 91,7%

ДЕС — 92,0%

3.2.2. Оцінка межі виявлення (LOD) і межі кількісного визначення 

(LOQ).

Для встановлення чутливості аналітичного методу було проведено 

розрахунок LOD та LOQ згідно з методичними рекомендаціями, 

використовуючи середні значення холостих зразків та внутрішньолабораторну 

відтворюваність.

Межа виявлення (LOD) була розрахована за формулою:

І ПП  =  Y  -І- Д • ‘sR
\ - a \ j u  л сер.загальне холостих зразків ~  ^  014

Тобто, до середнього значення сигналу, отриманого при аналізі холостих 

зразків (зразків, які не містять цільового аналізованого компонента), додається 

три стандартні відхилення (SR), що враховує розкид вимірювань і дозволяє 

відрізнити справжній сигнал від фонових шумів.

Межа кількісного визначення (LOQ) — за формулою:

LOQ =" ^сер .загал ьне холостих зразків 6  * S R

У цьому випадку до середнього сигналу холостих зразків додається шість 

стандартних відхилень, що забезпечує значно вищий рівень впевненості в 

точності визначення аналіту у межах допустимого рівня похибки.



Отримані результати підтверджують надзвичайно високу чутливість 

методу:

Табл. 3.4. Межі виявлення (ЬСЮ) та кількісного визначення (ЬОО) для 

досліджуваних гормонів.
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Гормон LOD LOQ

17р-естрадіол 0,00003 нг/кг 0,0001 мкг/кг

Тестостерон 0,00001 нг/кг 0,00003 мкг/кг

ДЕС 0,00001 нг/кг 0,00002 мкг/кг

Ці показники дозволяють використовувати метод для визначення 

гормонів навіть у надзвичайно низьких концентраціях, що особливо важливо для 

контролю безпеки харчових продуктів.

Відтворюваність (reproducibility), у контексті аналітичної хімії, показує 

наскільки стабільно метод дає однакові результати при повторенні вимірювань в 

різних умовах (в інший день, іншим оператором, на іншому обладнанні тощо). У 

даному випадку використовувалась внутрішньолабораторна відтворюваність, 

тобто багаторазові вимірювання одного і того ж зразка в одній лабораторії.

Формула для розрахунку відтворюваності у відсотках (CV%) виглядає так:

CV% =  (%) • 100, де
4  X '

X -  середнє значення вимірювань;

SR-  Стандартне відхилення відтворюваності;

CV, % -  Коефіцієнт варіації -  це відносна міра варіації результатів.

Звідси, якщо відоме середнє значення та коефіцієнт варіації, можна 

вивести SR:

CV -х
SR = -------
R 100

У ході валідації було визначено, що всі три гормони мали високу 

відтворюваність при доданій концентрації 0,0005 мкг/кг.

17р-естрадіол:

SR =  0,000009



Тестостерон:

SR =  0,000005

ДЕС:

SR =  0,0000038

Середні значення, отримані при повторюваних вимірюваннях, становили 

0,00046 мкг/кг для кожної сполуки, що свідчить про відсутність суттєвих втрат 

при підготовці проб. Коефіцієнт варіації (CV%) не перевищував 2% у жодному з 

випадків, що свідчить про високу стабільність методу:

Для 17р-естрадіолу CV становив 1,9%;

Для тестостерону — 1,1%;

Для ДЕС — 0,8%.

3.2.3. Порогові значення виявлення (ССа та ССР).

Важливим етапом валідації є встановлення порогових значень виявлення 

— ССа (критичного рівня прийняття) та ССР (рівня прийняття надійності).

Ці параметри використовуються, коли потрібно оцінити здатність методу 

виявляти аналіт на рівні або нижче мінімального обов’язкового робочого рівня 

(MRL, від англ. M inimum R equired Level), що становить для 17р-естрадіолу -  

0,0005 мкг/кг, для тестостерону -  0,015 мкг/кг, для ДЕС -  не допускається.

ССа — це критичне значення, вище якого з імовірністю 95% можна 

стверджувати, що зразок містить аналіт. Воно обчислюється за формулою:

CCa=MRL+1,64 • SR

де:

MRL — мінімально допустимий рівень (у нашому випадку половина 

стандартного значення, тобто 0,250 мкг/кг),

SR — стандартне відхилення відтворюваності.

ССР — це мінімальний рівень, на якому аналіт буде виявлено з імовірністю 

95% після перевищення ССа. Його розрахунок здійснюється за формулою:

CCp=CCa+1,64 • SR
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Табл. 3.5. Розрахунок порогових значень виявлення (ССа) та визначення 

(ССР) для гормонів методом ВЕРХ.
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Гормон 8 К (мкг/кг) м к г ССа с с р

17р-естрадіол 0,000009 0,0005 0,00051 0,00052

Тестостерон 0,000005 0,015 0,00050 0,00051

ДЕС 0,0000038
Не

допускається
0,00050 0,00051

3.3. Розрахунок параметрів розділення.

Для оцінки ефективності хроматографічного поділу гормонів у зразках 

молока були обчислені ключові параметри розділення: селективність (а), 

роздільна здатність (Ид) та число теоретичних тарілок (ЇМ). Ці характеристики 

дозволяють кількісно оцінити ступінь поділу піків та якість аналізу

Всі розрахунки проводилися на основі середньої (третьої) точки 

калібрувальної кривої, що відповідає концентрації 0,1 мкг/кг (Рис. 3.4). Обрання 

саме цієї точки зумовлено тим, що вона представляє середнє значення 

калібрувального діапазону, а отже, є репрезентативною для оцінки ефективності 

хроматографічного розділення в типових умовах аналізу.

Рис. 3.4. Хроматограма суміші діетилстилбестролу, 17р-естрадіолу та 

тестостерону при концентрації 0,1 мкг/мл кожного компоненту.



3.3.1. Розрахунок ефективності колонки.

Одним з важливих параметрів, що характеризують роздільну здатність 

хроматографічної системи, є ефективність аналітичної колонки, яка вимірюється 

числом теоретичних тарілок та їх висотою (НЕТР — height equivalent to а 

theoretical plate).

Для обчислення числа теоретичних тарілок використовується формула:

м =  і б - ф 2

де:

t R— час утримування піку (у хвилинах),

W— ширина основи піка (у хвилинах).

Табл. 3.6. Розрахунок ефективності хроматографічної колонки (числа

теоретичних тарілок N) за середньою калібрувальною точкою (0,1 мкг/кг)

Сполука
Час утримування 

t R, хв

Ширина основи 

W, хв

Число тарілок

N

17р-естрадіол 5,180 0,43 2317

Тестостерон 8,300 0,38 7616

ДЕС 11,897 0,41 13 456

Середнє значення ефективності колонки за трьома компонентами 

становить:

2317 +  7616 +  13456
N  = -----------------------   =  7796

З

Цей результат підтверджує достатню роздільну здатність 

хроматографічної колонки та придатність методики для аналізу гормонів у 

зразках молока.

3.3.2. Розрахунок фактору селективності.

Селективність характеризує здатність хроматографічної системи 

розрізняти два сусідні аналіти і розраховується як:



де:

^я2 — часи утримування піків 1 і 2,

1:0—час "мертвого" об’єму (неутримуваного компонента).

Для розрахунку а між сусідніми піками на хроматограмі можна 

скористатися спрощеною формулою (якщо не відомий точно час 

незатримуваного компонента і 0)\
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Табл. 3.7. Розрахунок а між суміжними компонентами на основі середньої 

калібрувальної точки (0,1 мкг/кг).

Компоненти
Час утримування 

х в

Час утримування 

гК2, хв

Селективність

а

17р-естрадіол 

—> Тестостерон
5,180 8,300 1,60

Тестостерон ^  

ДЕС
8,297 11,897 1,43

ДЕС^17р-

естрадіол
5,180 11,897 2,3

Селективність системи достатня: обидва значення а > 1, що свідчить про 

наявність ефективного розділення між піками. Найкраще селективність 

спостерігається між естрадіолом і тестостероном (а ~ 1,60).

3.3.3. Розрахунок роздільної здатності.

Цей параметр дозволяє оцінити, наскільки добре два піки відокремлені 

один від одного:

_  2 0 * 2 ~  ЕКі)
5 Щ  + Щ

де:

Щ , Щ —ширини піків на основі (або на половині висоти),

1:Кі, 1:К2— часи утримування піків.
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Табл. 3.8. Розрахунок 1^ м іж  суміжними компонентами на основі 
середньої калібрувальної точки (0,1 мкг/кг).

Компоненти

Час

утримування

хв

Час

утримування

хв

Ширина 

піків на 

основі 

ДДД, хв

Ширина 

піків на 

основі ДД/2, 

хв

1*5

17Р-

естрадіол —► 

Тестостерон

5,180 8,300 0,43 0,38 7,70

Тестостерон

ДЕС
8,297 11,897 0,38 0,41 9,10

ДЕС—П7Р- 

естрадіол
5,180 11,897 0,35

0,40
17,91

Отримані значення іЦ> 1, свідчать про високу роздільну здатність 

хроматографічної системи, що забезпечує повне та чітке розділення гормонів.

3.3. Порівняння зразків молока залежно від їх походження.

У процесі дослідження ВЕРХ було проаналізовано зразки молока, відібрані 

з різних джерел: промислових ферм, приватних господарств та торговельної 

мережі. Метою аналізу було визначити вміст залишкових кількостей стероїдних 

гормонів — 17(3-естрадіолу, тестостерону та ДЕС — і оцінити залежність їх 

концентрацій від типу походження продукції.

За результатами аналізу було встановлено наступне:

1. У зразку комерційного молока були виявлені слідові кількості 

гормональних речовин, зокрема 17р-естрадіолу -  0,00046 мкг/кг (ретенційний 

час 5,173 хв) та тестостерону - 0,035 мкг/кг (ретенційний час 8,293 хв). Це 

свідчить про систематичне застосування гормональних препаратів у 

технологічному процесі виробництва, ймовірно, для підвищення надоїв або 

прискорення росту тварин. Незважаючи на те, що виявлені концентрації можуть



не перевищувати МИЕ, їх присутність вже вимагає уваги з боку контролюючих 

органів та споживачів. (Рис. 3.5).

2. Хроматограма зразка домашнього молока показала повну відсутність 

характерних піків у часових інтервалах, що відповідають ретенційним часам 170- 

естрадіолу (-5,17 хв), тестостерону (-8,29 хв) та ДЕСу (-11,89 хв). Це свідчить 

про відсутність залишкових кількостей гормонів у дослідженому зразку. 

Отримані результати підтверджують гіпотезу про те, що в умовах 

індивідуального тваринництва, як правило, не застосовуються гормональні 

препарати з метою стимуляції росту або продуктивності. Таким чином, домашнє 

молоко є найбільш «чистим» з точки зору хімічної безпеки. (Рис. 3.6).

3. У зразку дитячого молока гормональні речовини не були виявлені. 

Хроматографічний аналіз не зафіксував жодних характерних піків у зонах 

ретенційного часу для 170-естрадіолу (-5,17 хв), тестостерону (-8,29 хв) та ДЕСу 

(-11,89 хв). Це свідчить про відсутність залишкових кількостей гормонів у 

дослідженому зразку. Отримані результати підтверджують належну якість 

даного виду продукції та відповідність вимогам щодо харчової безпеки, 

особливо важливої у випадку харчування дітей раннього віку. (Рис. 3.7).
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Рис. 3.5. Хроматограма зразка комерційного молока: Іпік — 170-естрадіол (Ш 

= 5,173 хв), 2 пік — тестостерон (Ш = 8,293 хв).
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сигнали, що відповідають 17р-естрадіолу та ДЕСу в діапазоні утримування 5 -

12 хв.

Рис. 3.7. Хроматограма зразка дитячого спеціалізованого молока: 

відсутні аналітичні сигнали, що відповідають 17р-естрадіолу та ДЕСу в

діапазоні утримування 5-12 хв.



3.4. Порівняльна характеристика методів ІФА та ВЕРХ у визначенні 

гормонів у молоці.

У сучасній аналітичній практиці для визначення стероїдних гормонів у 

харчових матрицях, зокрема молоці, застосовуються як ІФА, так і ВЕРХ. 

Обидва методи мають свої переваги, проте результати дослідження та огляд 

літератури чітко вказують на перевагу ВЕРХ як точнішого, селективнішого та 

надійнішого методу для кількісного аналізу.
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Табл. 3.8. Еіорівняльна характеристика методів ІФА та ВЕРХ для 

визначення гормонів у молоці.

Параметр ІФА ВЕРХ

Принцип
Імунна взаємодія 

«антиген-антитіло», 
ферментна мітка

Розділення на колонці, 
детекція за сигналом 

(флуоресценція)

ЬОБ 0,005-0,03 нг/кг 0,00001-0,00003 нг/кг

ЬОО 0,02-0,1 нг/кг 0,00002-0,0001 мкг/кг

< 15% <5%

Кількість гормонів за 
один аналіз

Один тест — один 
гормон

Одночасне визначення 
кількох гормонів

Специфічність
Можлива крос- 

реактивність

Висока роздільна 
здатність між структурно 

подібними сполуками

Стійкість до 
матричних ефектів

Низька, інтерференції 
білків, жирів

Висока завдяки 
пробопідготовці та 

селективності

Призначення Скринінг
Підтвердження та 
кількісний аналіз

Вартість аналізу
Вища через 

комерційні набори
Нижча при серійному 

аналізі

Регламентне 
використання (ЄС)

Допустимий як 
попередній метод

Затверджений як 
офіційний 

підтверджувальний метод



1. Надзвичайно низькі межі виявлення і кількісного визначення: 

методика, розроблена у дослідженні, забезпечує LOD до 0,00001 нг/кг і LOQ 

до 0,00002 мкг/кг, що суттєво перевершує ІФА.

2. Мультианаліз: ВЕРХ дозволяє одночасно аналізувати кілька 

гормонів в одному зразку, що зменшує витрати часу та реагентів у 

порівнянні з ІФА, де кожен гормон вимагає окремого тесту.

3. Регламентна відповідність: ВЕРХ є офіційно визнаним методом у 

системах контролю ЄС та Codex Alimentarius для визначення залишків 

ветеринарних препаратів, включаючи гормони.

Попри те, що ІФА є зручним і чутливим методом для скринінгу, він 

поступається ВЕРХ у точності, відтворюваності, специфічності та можливості 

одночасного аналізу кількох аналітів. Тому метод високоефективної рідинної 

хроматографії є кращим вибором для підтвердження і кількісного визначення 

гормонів у молочній продукції, особливо у випадках, коли необхідно відповідати 

міжнародним вимогам до точності й достовірності результатів.
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1. Розроблено аналітичну методику одночасного кількісного 

визначення ДЕСу, 17р-естрадіолу та тестостерону у зразках молока різного 

походження. Оптимізовано умови високоефективної рідинної хроматографії з 

флуоресцентною детекцією, підібрано склад рухомої фази, тип хроматографічної 

колонки та параметри елюювання, що забезпечили ефективне розділення 

гормонів за 15 хвилин. Метод дозволяє проводити одночасний аналіз трьох 

стероїдних сполук без потреби в попередньому розділенні проби, що значно 

скорочує час і витрати на аналіз. Вибірка з різних типів молока підтвердила 

універсальність методики для аналізу зразків з різною матрицею.

2. Виявлено, що рівень гормонів варіює залежно від походження 

зразка. У комерційних зразках концентрації перебували у межах допустимих 

значень, хоча в деяких випадках фіксувались слідові кількості 

діетилстильбестролу. У домашньому молоці вміст естрогенів був нижчим або 

близьким до межі виявлення. У зразках дитячого молока гормони виявлені не 

були. Отримані дані свідчать про потенційну необхідність регулярного 

моніторингу гормонального профілю харчових продуктів для різних вікових 

груп.

3. Встановлено, що метод ВЕРХ має значно вищу селективність і 

дозволяє уникнути проблеми перехресної реактивності, властивої ІФА. При 

одночасному визначенні трьох гормонів метод ВЕРХ забезпечує більшу 

точність, чутливість та швидкість аналізу. ІФА рекомендовано застосовувати як 

скринінгову методику, тоді як ВЕРХ — для кількісного підтвердження та 

моніторингу.

4. Метод продемонстрував високу лінійність у робочому діапазоні 

концентрацій (коефіцієнти детермінації Я2 > 0,98 для всіх гормонів), низькі межі 

виявлення (до 0,055 мг/дм3), хорошу відтворюваність та точність (ВСКВ < 5%). 

Таким чином, методика відповідає сучасним вимогам до аналітичних методів 

згідно з міжнародними рекомендаціями ІСН.



5. Отримані концентрації гормонів у проаналізованих зразках молока 

не перевищували гігієнічні нормативи, встановлені в Україні та ЄС. Це 

підтверджує адекватність методу ВЕРХ для моніторингу харчової безпеки та 

контролю за вмістом гормонів у молочній продукції.
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