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Модификация и валидация  
УФ-спектрофотометрической методики 

количественного определения доксиламина в крови: 
специфичность/селективность

Л.Ю.Клименко, С.Н.Трут, Г.П.Петюнин, И.М.Иванчук
Национальный фармацевтический университет, Харьковская медицинская академия последипломного образования  

Харьков, Украина

Работа посвящена апробации предложенных 
ранее авторами подходов к определению 

специфичности/селективности в ходе проведе-
ния валидации УФ-спектрофотометрических 
методик количественного определения в су-
дебно-токсикологическом анализе на примере 
количественного определения доксиламина в 
крови. Для проведения валидации применяли 
нормализованные координаты; аналитический 
диапазон методики составлял 25-175%. Резуль-
татом работы стала разработка оптимального 
поэтапного алгоритма подтверждения специ-
фичности/селективности УФ-спектрофотомет-
рических методик количественного определе-
ния аналитов в биологических жидкостях.

Для характеристики воспроизводимости 
значений оптических плотностей предложено 
использовать относительное стандартное от-
клонение в процентах к определенному номи-
нальному значению (0,1 либо Аblank/0,32) опти-
ческой плотности snom,r. Предложен критерий 
приемлемости воспроизводимости значений 
Аblank — snom,r должно быть незначимо по сравне-
нию с max As. Оптимальное количество blank-
проб для получения надежного среднего значе-
ния Аblank составляет 5. 

УФ-спектрофотометрическая методика коли-
чественного определения доксиламина в крови 
без предварительной ТСХ-очистки за счет влия-
ния компонентов blank-пробы отягощена значи-
мой систематической ошибкой; для методики с 
предварительной ТСХ-очисткой blank незначима 
по сравнению с max As. При этом для обоих слу-
чаев procedure является незначимой по сравнению с 

blank, что свидетельствует об адекватности пред-
ложенной процедуры пробоподготовки.

Ключевые слова: валидация, специфичность, УФ-
спектрофотометрия, доксиламин, биоаналитичес-
кие методики. 

Введение
В предыдущих работах нами были проана-

лизированы [5] описанные в международных 
руководящих и рекомендательных документах 
подходы к определению специфичности/селек-
тивности при проведении валидации методик 
для судебно-токсикологического анализа, сфор-
мулированы [6] теоретические подходы к опре-
делению специфичности/селективности при 
проведении валидации УФ-спектрофотометри-
ческих методик количественного определения 
аналитов в биологических жидкостях, предло-
жены и обоснованы [6] критерии приемлемости 
для данного валидационного параметра.

Целью данной работы является модифика-
ция описанной [4] УФ-спектрофотометричес-
кой методики количественного определения 
доксиламина в крови, апробация предложен-
ных [6] подходов к определению специфичнос-
ти/селективности на примере данной методики 
и формирование на основании полученных ре-
зультатов поэтапного алгоритма подтверждения 
специфичности/селективности УФ-спектрофо-
тометрических методик количественного опре-
деления в судебно-токсикологическом анализе. 

Материалы и методы 
исследования

Валидируемая методика: 20,00 мл крови за-
ливают 10,00 мл 10% водного раствора кислоты 
трихлоруксусной, перемешивают и оставляют 
на 1 час при постоянном перемешивании. Смесь 
центрифугируют (в течение 5 мин. при 5000 
об./мин.), сливают надосадочную жидкость, до-
водят ее объем до 30 мл водой очищенной, про-
веряют рН (должно равняться 2) и трижды экс-
трагируют хлороформом порциями по 10,00 мл. 
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Полученные хлороформные извлечения отде-
ляют и в дальнейшем не исследуют. Водный 
слой подщелачивают 50% раствором натрия 
гидроксида до рН=11 и трижды экстрагируют 
хлороформом порциями по 10,00 мл (при об-
разовании стойких эмульсий применяют цен-
трифугирование (в течение 5 мин. при 5000  
об./мин.). «Щелочные» хлороформные извле-
чения объединяют и фильтруют через бумаж-
ный фильтр («красная лента») с 1 г натрия суль-
фата безводного в мерную колбу емкостью 50,0 
мл, доводят объем хлороформом до метки. Да-
лее проводят исследование в двух вариантах:

1) 2/5 части полученного хлороформного 
извлечения (20,00 мл) упаривают на водяной 
бане при температуре 80°С до полного удале-
ния органического слоя. Сухой остаток раство-
ряют в 10,00 мл ( 0,5 по отношению к взятому 
на анализ объему крови) 0,1 моль/л раствора 
кислоты хлористоводородной. 

2) 2/5 части полученного хлороформного 
извлечения (20,00 мл) упаривают на водяной 
бане при температуре 80°С до полного удале-
ния органического слоя; сухой остаток раство-
ряют в 0,5 мл хлороформа и количественно 
наносят на линию старта хроматографичес-
кой пластины «Sorbfil» ПТСХ-IIВ (пласти-
ны предварительно обрабатывают 0,1 моль/л 
раствором калия гидроксида в метаноле, а за-
тем высушивают при 110°С в течение 30 мин.) 
полосой шириной 2 см. Рядом наносят 10 мкл 
стандартного хлороформного раствора докси-
ламина сукцината (концентрация 1 мг/мл) в 
точку («свидетель»). Пластину дважды элюи-
руют в хлороформе. После высушивания плас-
тину элюируют с использованием подвижной 
фазы хлороформ — метанол (90:10), высушива-
ют, проявляют полосу «свидетеля» реактивом 
Драгендорфа и наблюдают пятно коричневого 
цвета в зоне Rf=0,5-0,7. С помощью скальпеля 
напротив пятна «свидетеля» с пластины тща-
тельным образом снимают сорбент с площади 
3 см  1 см в стеклянный флакон. Во флакон до-
бавляют 10,00 мл 0,1 моль/л раствора кислоты 
хлористоводородной и встряхивают в течение 
5 мин., после чего фильтруют в мерную колбу 
емкостью 10,0 мл ( 0,5 по отношению к взято-
му на анализ объему крови) и доводят объем 
раствора через фильтр («красная лента») рас-
творителем до метки. 

Рабочие растворы: 400,0 мг доксиламина 
сукцината вносили в мерную колбу емкостью 
100,0 мл, растворяли в воде очищенной и дово-
дили объем раствора этим же растворителем до 
метки (стандартный раствор 1, концентрация 
4000 мкг/мл). В три мерные колбы емкостью 

100,0 мл вносили из бюретки 32,50; 10,00 и 5,00 
мл стандартного раствора доксиламина сукци-
ната 1 соответственно и доводили объемы рас-
творов водой очищенной до метки (рабочие 
растворы 1, 2 и 3 соответственно, концентрация 
1300, 400 и 200 мкг/мл соответственно). 

Растворы сравнения: 100,0 мг доксиламина 
сукцината вносили в мерную колбу емкостью 
500,0 мл, растворяли в 0,1 моль/л растворе кис-
лоты хлористоводородной и доводили объем рас-
твора этим же растворителем до метки (стандар-
тный раствор 2, концентрация 200 мкг/мл). В три 
мерные колбы емкостью 100,0 мл вносили из бю-
ретки 26,00; 8,00 и 4,00 мл стандартного раство-
ра доксиламина сукцината 2 соответственно и до-
водили объемы растворов 0,1 моль/л раствором 
кислоты хлористоводородной до метки (раство-
ры сравнения 1, 2 и 3 соответственно, концентра-
ция 52, 16 и 8 мкг/мл соответственно). 

Анализируемые образцы: 1-3) 3 серии по 3 об-
разца (20,00 мл) модельной крови (матрица), по-
лученной от различных источников, в которые 
введено по 1,00 мл рабочих растворов 1-3 соот-
ветственно; 4) 10 образцов (20,00 мл) модельной 
крови, полученной от различных источников, в 
которые введено по 1,00 мл воды очищенной 
(blank-пробы); 5-7) 3 серии по 3 образца (20,00 
мл) воды очищенной, в которые введено по 1,00 
мл рабочих растворов 1-3 соответственно; 8) 10 
образцов (20,00 мл) воды очищенной.

Анализируемые растворы: полученные по 
приведенной методике растворы для анализи-
руемых образцов. Образцы 1-8 анализировали 
по первому варианту методики, образцы 2-4 и 8 
анализировали по второму варианту методики.

Измеряли оптическую плотность анализи-
руемых растворов 1-3 и 5-7 по 3 раза с вынима-
нием кюветы при длине волны 262 нм на спект-
рофотометре СФ-46 в кювете с толщиной слоя 
10 мм. В качестве компенсационного раствора 
использовали 0,1 моль/л раствор кислоты хло-
ристоводородной.

Для анализируемых растворов 4 и 8 снима-
ли УФ-спектры поглощения на спектрофото-
метре СФ-46 в диапазоне длин волн 220-350 
нм в кювете с толщиной слоя 10 мм. В качестве 
компенсационного раствора использовали 0,1 
моль/л раствор кислоты хлористоводородной. 

Растворы сравнения, анализируемые раство-
ры 5-7 и 0,1 моль/л раствор кислоты хлористо-
водородной анализировали методом ВЭЖХ на 
хроматографе «Милихром А-02» (ЗАО «Эко-
Нова», Новосибирск); условия хроматогра-
фирования [7]: колонка 2 75 мм; обращен-
ная фаза ProntoSIL-120-5-C18-AQ («Bischoff 
Analysentechnik und Ger te GmbH», Герма-
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ния); эффективность не менее 5000 теоретичес-
ких тарелок; элюент А — [4 моль/л LiClO4 — 0,1 
моль/л НСlO4] — Н2O (5:95); элюент Б — аце-
тонитрил «для ВЭЖХ»; элюирование — линей-
ный градиент от 5% до 100% ацетонитрила за 
40 мин., потом 100% ацетонитрил в течение 3 
мин.; скорость потока — 100 мкл/мин.; темпе-
ратура колонки — 40°С; детектор — УФ-спект-
рофотометр ( =262 нм).

Результаты исследования  
и их обсуждение

Ранее [4] была разработана методика изолиро-
вания доксиламина из крови с использованием в 
качестве осадителя белков и форменных элемен-
тов 10% водного раствора кислоты трихлорук-
сусной. В представленной работе данная мето-
дика модифицирована нами путем увеличения 
объемов крови и используемых реагентов, а так-
же замены диэтилового эфира на хлороформ. 

Для проведения валидации УФ-спектрофо-
тометрической методики количественного оп-
ределения доксиламина в крови применяли 
нормализованные координаты [1, 6]; аналити-
ческий диапазон методики составляет 25-175% 
[6]; за 100% принимали летальную концентра-
цию доксиламина в крови [8] — 25 мг/л (что со-
ответствует 36 мг/л доксиламина сукцината).

На основании предложенных в работе [6] 
подходов нами сформирован поэтапный алго-
ритм выполнения эксперимента для определе-
ния специфичности/селективности УФ-спект-
рофотометрической методики количественного 
определения доксиламина в крови. Его основ-
ные этапы приведены на схемах 1, 2 и проил-
люстрированы полученными эксперименталь-
ными данными. 

На приведенных схемах 1 и 2 жирным 
шрифтом выделены измерения и расчеты, ре-
комендуемые нами в дальнейшем к обязатель-
ному выполнению при проведении валидации 
УФ-спектрофотометрических методик коли-
чественного определения аналитов в биологи-
ческих жидкостях, все остальные измерения и 
расчеты носят вспомогательный характер и вы-
полнены с целью формирования оптимальной 
схемы выполнения эксперимента по проверке 
специфичности/селективности.

Чтобы охарактеризовать воспроизводи-
мость значений оптических плотностей, полу-
ченных в ходе выполнения эксперимента, на 
схемах 1 и 2 указаны относительные стандар-
тные отклонения в процентах к номинальному 
значению оптической плотности snom,r. В качест-
ве номинального значения использована мини-

мально допустимая оптическая плотность Аmin, 
для определения которой исходили из таких 
условий: с одной стороны, оптическая плот-
ность blank-пробы должна быть незначима по 
сравнению со значением оптической плотнос-
ти анализируемого раствора в точке 25%, в со-
ответствии с [2]:

Аblank  0,32·Аsample(~25%) ,
отсюда:

Аsample(~25%)  Аblank/0,32,

Аnom=Аmin=Аblank/0,32;
с другой стороны, для определения Аmin не-

обходимо учитывать наличие кюветной разни-
цы Аdif [3], вносящей систематическую погреш-
ность dif, которая должна быть незначима по 
сравнению с максимально допустимой система-
тической погрешностью, в соответствии с [2]:

dif  0,32 • max  = 0,32 • 0,32 • max As = 
= 0,1 • max As = 0,1 • 20 = 2,0%;

Аdif / Аmin  dif

Так как в соответствии с [3] Аdif 0,002, то 
0,02·Аmin 0,002, следовательно Аmin 0,1. 

Таким образом, для расчета snom,r использо-
вали либо Аnom=0,1 (для случаев, когда Аblank/ 
0,32 0,1), либо Аnom=Аblank / 0,32 (для случаев, 
когда Аblank/0,32>0,1). 

Для оценки приемлемости воспроизводи-
мости значений Аblank предложен следующий 
критерий — snom,r должно быть незначимо по 
сравнению с максимально допустимой неопре-
деленностью анализа As, в соответствии с [2]:

snom,r  0,32 • max As,

вклад ошибки определения среднего значе-
ния Аblank в суммарную неопределенность ана-
лиза должен быть незначим. 

Согласно полученным результатам УФ-
спектрофотометрическая методика количест-
венного определения доксиламина в крови без 
предварительной ТСХ-очистки за счет влияния 
компонентов blank-пробы отягощена значимой 
систематической ошибкой, которая превыша-
ет не только величину max , но и максималь-
но допустимую неопределенность анализа As, 
поэтому данную методику анализа можно ис-
пользовать лишь при условии корректировки 
значений оптических плотностей анализируе-
мых растворов Аsample на среднее значение Аblank, 
ранее полученное для образцов донорской или 
трупной крови. При этом procedure является не-
значимой по сравнению с blank, что свидетельс-
твует об адекватности предложенной процеду-
ры пробоподготовки.



ОРИГIНАЛЬНЕ ДОСЛIДЖЕННЯ

194 Український журнал клiнiчної та лабораторної медицини • 2013, том 8, №4

Схема 1
Алгоритм выполнения эксперимента по проверке специфичности/селективности  

для УФ-спектрофотометрических методик количественного определения аналитов  
в биологических жидкостях без предварительной ТСХ-очистки

Стадия 1. Оценка blank — систематической ошибки, вносимой компонентами blank-пробы в определение анализируемого вещества 

1 Измерение оптической плотности анализируемых растворов 4
A262 ��нм: 0,051; 0,077; 0,064; 

0,045; 0,062; 
0,063; 0,058; 
0,047; 0,071; 0,059 

Аblank=0,064 (n=3; snom,r=6,93%)
Аblank=0,060* (n=5; snom,r=6,61%)
Аblank=0,060 (n=7; snom,r=5,46%)
Аblank=0,060 (n=10; snom,r=5,39%)
*использовано для расчетов

Amax: 0,058; 0,077; 0,064; 
0,052; 0,062; 
0,063; 0,063; 
0,054; 0,071; 0,063

Аblank max=0,066 (n=3; snom,r=5,18%)
Аblank max=0,063* (n=5; snom,r=4,94%)
Аblank max=0,063 (n=7; snom,r=4,03%)
Аblank max=0,063 (n=10; snom,r=3,93%)
*использовано для расчетов 

2 Измерение оптической плотности анализируемых растворов 1-3
A262 ��нм: 0,222; ������������ 0,195; 0,205 Аsample( 25%)=0,207 (snom��,�r=7,28%)

A262 ��нм: 0,3����������������  6���������������  8; 0,3��������� 47������� ; 0,3��52 Аsample( 50%)=0,3���� 56��  (snom,r=������5,85��%)

A262 ��нм: 1������������������  ,�����������������  021; ������������ 1,008������� ; �����1,015 Аsample( 175%)=������� 1,015��  (snom,r=������3,65��%)

3 blank( 25%)=28,84%>0,32*25% [6]=8%

blank max( 25%)=30,19%>0,32*25%=8%

blank( 50%)=16,81%>0,32*20% [6]=6,4%

blank max( 50%)=17,60%>0,32*20%=6,4%

blank( 175%)=5,89%<0,32*20%=6,4%

blank max( 175%)=6,17%<0,32*20%=6,4%

Вывод: blank превышает максимально допустимую систематическую погрешность  ⇒ необходимо оценить procedure [6]

Стадия 2. Оценка procedure — систематической ошибки, вносимой процедурой пробоподготовки в определение анализируемо-
го вещества 
1 Измерение оптической плотности анализируемых растворов 8

A262 ��нм: 0,018; 0,020; 0,019; 
0,018; 0,019; 
0,017; 0,020; 
0,019; 0,019; 0,018 

Аprocedure=0,019 (n=3; snom,r=0,53%)
Аprocedure=0,019 (n=5; snom,r=0,45%)
Аprocedure=0,019 (n=7; snom,r=0,59%)
Аprocedure=0,019 (n=10; snom,r=0,51%)

Amax: 0,019; 0,021; 0,019; 
0,020; 0,020; 
0,021; 0,020; 
0,021; 0,019; 0,019 

Аprocedure max=0,020 (n=3; snom,r=0,62%)
Аprocedure max=0,020 (n=5; snom,r=0,45%)
Аprocedure max=0,020 (n=7; snom,r=0,44%)
Аprocedure max=0,020 (n=10; snom,r=0,47%)

2 procedure( 25%)=�����������������9,���������������16%<0,32*28,84%

procedure max( 25%)=�����������������9,4��������������9%<0,32*30,19%

procedure( 50%)=�����������������5,���������������34%<0,32*16,81%

procedure max( 50%)=�����������������5,���������������53%<0,32*17,60%

procedure( 175%)=1,87%<0,32*5,89%

procedure max( 175%)=1,94%<0,32*6,17%

Вывод: procedure незначима по сравнению с blank ⇒ необходимо корректировать значения Аsample на среднее значение Аblank

Стадия 3. Оценка storage — систематической ошибки, вносимой продуктами разложения целевого аналита, образующимися в 
процессе хранения, в определение анализируемого вещества 
1 Анализ растворителя 

(0,1 моль/л раствор кислоты хлористоводородной) мето-
дом ВЭЖХ

S solvent=0,000069

2 Анализ растворов сравнения методом ВЭЖХ
S reference�( 25%)=0,001381
S reference�( 50%)=0,002692
S reference�( 175��%)=0,008599

Sanalyte�( 25%)=0,0013��03
Sanalyte�( 50%)=0,0026��05
Sanalyte�( 175��%)=0,00847�0
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3 storage/analyte( 25%)=0,69%

storage/analyte( 50%)=0,69%

storage/analyte( 175%)=0,70%*
*использовано для расчетов

4 storage( 25%)=0,50%

storage max( 25%)=0,49%

storage( 50%)=0,58%

storage max( 50%)=0,58%

storage( 175%)=0,66%

storage max( 175%)=0,6��6�%

Вывод: вклад продуктов разложения целевого аналита, образующихся в процессе хранения, в оптическую плотность 
аналита storage��������/analyte не зависит от концентрации аналита в растворе; storag�e стремится к storage��������/analyte с увеличением концент-
рации аналита в растворе
Стадия 4. Оценка degradation — систематической ошибки, вносимой продуктами разложения целевого аналита, образующими-
ся в процессе пробоподготовки, в определение анализируемого вещества 
1 Измерение оптической плотности анализируемых растворов 5-7 

A262 ��нм: 0,220; 0,227; 0,225 Аsample�����������  ����������procedure( 25%)=0,224 (�snom��,�r=1,92%)

A262 ��нм: 0,�����������������  427��������������  ; 0,���������� 431������� ; 0,���424 Аsample procedure( 50%)=0,������ 427���  ��(�snom��,�r=1,87%)

A262 ��нм: 1,�����������������  32���������������  6; 1,���������� 328������� ; 1,���334 Аsample procedure( 175%)=1,������ 330���  ��(�snom,�r=2,29%)

2 procedure/sample procedure( 25%)=8,48%

procedure/sample procedure max( 25%)=8,78%

procedure/sample procedure( 50%)=4,45%

procedure/sample procedure max( 50%)=4,60%

procedure/sample procedure( 175%)=1,43%

procedure/sample procedure max( 175%)=1,48%

3 Исследование анализируемых растворов 5 — 7 методом ВЭЖХ
S sample procedure( 25%)=0,001439
S sample procedure( 50%)=0,002717
S sample procedure( 175%)=0,008418

Sanalyte�( 25%)=0,00����1187
Sanalyte�( 50%)=0,00����23��96
Sanalyte�( 175��%)=0,007793

4 storage/sample procedure( 25%)=0,61%

storage/sample procedure( 50%)=0,64%

storage/sample procedure( 175%)=�����0,66�%

5

noise/sample procedure( 25%)=13,36%

noise/sample procedure( 50%)=9,52%

noise/sample procedure( 175%)=�����6,66�%

degradation/sample procedure( 25%)=4,27%

degradation/sample procedure max( 25%)=3,97%

degradation/sample procedure( 50%)=4,43%

degradation/sample procedure max( 50%)=4,28%

degradation/sample procedure( 175%)=4,57%

degradation/sample procedure max( 175%)=4,52%

6 degradation/analyte( 25%)=4,66%

degradation/analyte max( 25%)=4,35%

degradation/analyte( 50%)=4,64%

degradation/analyte max( 50%)=4,48%

degradation/analyte( 175%)=4,64%

degradation/analyte max( 175%)=4,59%

7 degradation( 25%)=3,32%

degradation max( 25%)=3,04%

degradation( 50%)=3,86%

degradation max( 50%)=3,70%

degradation( 175%)=�����4,37�%

degradation max( 175%)=�����4,31�%

Вывод: вклад продуктов разложения целевого аналита, образующихся в процессе пробоподготовки, в оптическую 
плотность аналита degradation��������/analyte не зависит от концентрации аналита в растворе; degradation стремится к degradation��������/�������analyte с уве-
личением концентрации аналита в растворе
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Стадия 5. Оценка impurities — систематической ошибки, вносимой продуктами разложения целевого аналита в определение 
анализируемого вещества 
1 impurities/analyte( 25%)=5,35%<0,32*25%=8%

impurities/analyte max( 25%)=5,04%<0,32*25%=8%

impurities/analyte( 50%)=5,33%<0,32*20%=6,4%

impurities/analyte max( 50%)=5,17%<0,32*20%=6,4%

impurities/analyte( 175%)=5,34%<0,32*20%=6,4%

impurities/analyte max( 175%)=5,30%<0,32*20%=6,4%

2 impurities( 25%)=3,82%<0,32*25%=8%

impurities max( 25%)=3,53%<0,32*25%=8%

impurities( 50%)=4,44%<0,32*20%=6,4%

impurities max( 50%)=4,27%<0,32*20%=6,4%

impurities( 175%)=5,03%<0,32*20%=6,4%

impurities max( 175%)=4,97%<0,32*20%=6,4%

Вывод: вклад продуктов разложения целевого аналита в оптическую плотность аналита impurities��������/analyte не зависит от 
концентрации аналита в растворе; impurities стремится к impurities��������/�������analyte с увеличением концентрации аналита в растворе;  

impurities не превышает ����max� 
Заключение: методика соответствует требованиям по параметру «специфичность/селективность» 

Использованная для количественного оп-
ределения доксиламина в крови процедура 
пробоподготовки является одной из обще-
принятых в судебно-токсикологическом ана-
лизе, а Аmin задается исходя из полученного 
значения Аblank (от 0,1 и выше), поэтому сфор-
мулированные выше выводы относитель-
но влияния компонентов blank-пробы могут 
быть распространены на всю совокупность 
УФ-спектрофотометрических методик коли-
чественного определения аналитов в крови 
с использованием данной процедуры пробо-
подготовки. 

С целью определения количества blank-проб 
для получения надежного среднего значения 
Аblank анализировали 10 образцов крови, полу-
ченных от различных источников, и последова-
тельно усредняли полученные 3, 5, 7 и 10 значе-
ний Аblank, не ранжируя их. Полученные данные 
свидетельствуют о том, что оптимальным явля-
ется проведение анализа 5 blank-проб — даль-
нейшее увеличение их количества не приводит 
ни к изменению среднего значения Аblank, ни к 
значимому улучшению воспроизводимости по-
лученных результатов. 

С другой стороны, с учетом полученных 
данных о воспроизводимости Аblank, для кор-
ректировки значений оптических плотностей 
анализируемых растворов можно накапливать 
значения Аblank в лаборатории (за счет образцов, 
поступивших на анализ и не содержащих ве-
ществ экзогенной природы), динамически ус-
реднять их и использовать при последующей 
валидации новых методик и в работе с анали-
зируемыми образцами.

Для «холостых» и blank-проб (анализиру-
емые образцы 8 и 4 соответственно) на схе-
мах указаны значения оптических плотностей, 
полученные при аналитической длине вол-
ны ( =262 нм), и максимальные зафиксиро-
ванные значения в диапазоне длин волн 220-
350 нм. Средние значения величин Aprocedure и  
Aprocedure max (0,019 и 0,020), Ablank и Ablank max (0,060 
и 0,063) незначимо отличаются друг от дру-
га, поэтому можно предложить лаборатори-
ям два альтернативных варианта — накапли-
вать и усреднять значения Ablank по длинам волн 
(сохраняя их в виде оцифрованных УФ-спек-
тров blank-проб) либо фиксировать и исполь-
зовать в дальнейшей работе только максималь-
ные значения Ablank max.

Полученные данные о величинах degradation 
и storage свидетельствуют, что систематическая 
погрешность, вносимая продуктами распада 
доксиламина, не превышает максимально до-
пустимую систематическую погрешность. Ко-
личество продуктов разложения прямо про-
порционально количеству доксиламина в 
пробе, т.е. вклад продуктов разложения в опти-
ческую плотность аналита impurities/analyte не зави-
сит от концентрации аналита в растворе. В по-
добных случаях вклад продуктов разложения 
в оптическую плотность анализируемого об-
разца impurities минимален вблизи нижней точки 
аналитического диапазона методики и с ростом 
концентрации аналита стремится к impurities/analyte, 
поэтому систематическую погрешность, вноси-
мую продуктами распада аналита, можно оце-
нивать по величине impurities/analyte, не определяя  

impurities, что позволяет сократить объем выпол-
няемых расчетов.
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Схема 2
Алгоритм выполнения эксперимента по проверке специфичности/селективности  

для УФ-спектрофотометрических методик количественного определения аналитов  
в биологических жидкостях c предварительной ТСХ-очисткой

Стадия 1. Оценка blank 

1 Измерение оптической плотности анализируемых растворов 4 
A262 ��нм: 0,010; 0,010; 0,011; 

0,012; 0,010; 
0,012; 0,011; 
0,010; 0,011; 0,011

Аblank=0,010 (n=3; snom,r=0,58%)
Аblank=0,011* (n=5; snom,r=0,89%)
Аblank=0,011 (n=7; snom,r=0,90%)
Аblank=0,011 (n=10; snom,r=0,79%)
*использовано для расчетов

Amax: 0,012; 0,011; 0,011; 
0,012; 0,010; 
0,013; 0,011; 
0,011; 0,011; 0,011

Аblank max=0,011 (n=3; snom,r=0,58%)
Аblank max=0,011 (n=5; snom,r=0,84%)
Аblank max=0,011 (n=7; snom,r=0,98%)
Аblank max=0,011 (n=10; snom,r=0,82%)

2 Измерение оптической плотности анализируемых растворов 2 и 3
A262 ��нм: 0,159; 0,147; 0,151 Аsample( 25%)=0,152 (snom��,�r=6,08%)

A262 ��нм: 0,297; 0,295; 0,287 Аsample( 50%)=0,293 (snom��,�r=5,18%)

3 blank( 25%)=6,97%<0,32·25%=8%

blank max( 25%)=7,36%<0,32·25%=8%

blank( 50%)=3,62%<0,32·20%=6,4%

blank max( 50%)=3,82%<0,32·20%=6,4%

Вывод: blank не превышает ����max�  

Стадия 2. Оценка procedure

1 Измерение оптической плотности анализируемых растворов 8
A262 ��нм: 0,0������������������  03����������������  ; 0,0����������� 02��������� ; 0,0����02��; 

0,0����������� 02��������� ; 0,0����03��; 
0,0����������� 03��������� ; 0,0����02��; 
0,0�����������������  02���������������  ; 0,0���������� 02�������� ; 0,0���03� 

Аprocedure=0,002 (n=3; snom,r=0,58%)
Аprocedure=0,002 (n=5; snom,r=0,55%)
Аprocedure=0,002 (n=7; snom,r=0,53%)
Аprocedure=0,002 (n=10; snom,r=0,52%)

Amax: 0,0������������������  03����������������  ; 0,0����������� 03��������� ; 0,0����02��; 
0,������������ 003; 0,004; 
0,004; 0,002; 
0,0����������������  03��������������  ; 0,0��������� 03������� ; 0,0��03 

Аprocedure max=0,003 (n=3; snom,r=0,58%)
Аprocedure max=0,003 (n=5; snom,r=0,71%)
Аprocedure max=0,003 (n=7; snom,r=0,82%)
Аprocedure max=0,003 (n=10; snom,r=0,67%)

2 procedure( 25%)=1,53%<0,32*6,82%

procedure max( 25%)=1,75%<0,32*7,21%

procedure( 50%)=0,80%<0,32*3,69%

procedure max( 50%)=0,91%<0,3*3,90%
Вывод: procedure незначима по сравнению с blank 

Заключение:	методика соответствует требованиям по параметру «специфичность/селективность» 

Для УФ-спектрофотометрической методи-
ки количественного определения доксиламина 
в крови с предварительной ТСХ-очисткой blank 
незначима по сравнению с максимальной не-
определенностью анализа; procedure, в свою оче-
редь, незначима по сравнению с blank, что свиде-
тельствует о корректности условий проведения 
ТСХ-очистки и предложенной процедуры про-
боподготовки.

Таким образом, грамотно подобранные 
условия проведения ТСХ-очистки позво-

ляют свести к минимуму систематическую 
ошибку, вносимую компонентами blank-про-
бы, сделать ее незначимой по сравнению с  

As, что дает определенные преимущества ис-
пользованию УФ-спектрофотометрических 
методик с предварительной ТСХ-очисткой. 
Тем не менее УФ-спектрофотометрические 
методики без предварительной ТСХ-очист-
ки не теряют своей значимости за счет отно-
сительной простоты выполнения процедуры 
анализа.
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Выводы
Нами модифицирована УФ-спектрофото-

метрическая методика количественного опре-
деления доксиламина в крови путем замены на 
стадии пробоподготовки диэтилового эфира 
на хлороформ, проведено определение ее спе-
цифичности/селективности с использованием 
предложенных ранее подходов и на основании 
полученных результатов разработан оптималь-
ный поэтапный алгоритм подтверждения специ-
фичности/селективности УФ-спектрофотомет-
рических методик количественного определения 
для судебно-токсикологического анализа. 
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Роботу присвячено апробацiї запропонованих 
ранiше авторами пiдходiв до визначення специфiч-
ностi/селективностi пiд час проведення валiдацiї 
УФ-спектрофотометричних методик кiлькiсно-
го визначення в судово-токсикологiчному аналiзi 
на прикладi кiлькiсного визначення доксиламiну в 
кровi. Для проведення валiдацiї застосовували нор-
малiзованi координати; аналiтичний дiапазон ме-
тодики складав 25-175%. Результатом роботи 
стала розробка оптимального поетапного алго-
ритму пiдтвердження специфiчностi/селектив-
ностi УФ-спектрофотометричних методик кiль-
кiсного визначення аналiтiв в бiологiчних рiдинах.

Для характеристики вiдтворюваностi значень 
оптичної густини запропоновано використовува-
ти вiдносне стандартне вiдхилення у вiдсотках до 
певного номiнального значення (0,1 або Аblank/0,32) 
оптичної густини snom,r. Запропоновано критерiй 
прийнятностi вiдтворюваностi значень Аblank — 
snom,r повинне бути незначущим у порiвняннi з  
max As. Оптимальна кiлькiсть blank-проб для от-
римання надiйного середнього значення Аblank скла-
дає 5. 

УФ-спектрофотометричну методику кiлькiс-
ного визначення доксиламiну в кровi без поперед-
ньої ТШХ-очистки за рахунок впливу компонентiв 
blank-проби обтяжено значущою систематич-
ною похибкою; для методики з попередньою ТШХ-
очисткою blank незначуща в порiвняннi з max As. 
При цьому для обох випадкiв procedure є незначущою 
в порiвняннi з blank, що свiдчить про адекватнiсть 
запропонованої процедури пробопiдготовки.

L.Yu.Klimenko, S.M.Trut, G.P.Petyunin, 
I.M.Ivanchuk. Modification and validation of UV-
spectrophotometric method of doxylamine quanti-
tative determination in blood: specificity/selectiv-
ity. Kharkiv, Ukraine. 

Key words: validation, specificity, UV-spectro-
photometry, doxylamine, bioanalytical methods. 

The paper is devoted to testing the approaches to 
determination of specificity/selectivity when carrying 
out the validation of UV-spectrophotometric methods 
of quantitative determination in forensic and toxico-
logical analysis offered by authors previously by the 
example of doxylamine quantitative determination in 
blood. The normalized coordinates have been applied 
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for carrying out the validation; the analytical range of 
the method is 25-175%. The result of the investigations 
is the development of the optimal step-by-step algo-
rithm of confirmation of specificity/selectivity of UV-
spectrophotometric methods of analytes quantitative 
determination in biological fluids.

To describe the reproducibility of absorbance val-
ues, relative standard deviation in percents to cer-
tain nominal value (0,1 or Аblank/0,32) of absorbance 
snom,r has been suggested for application. The accept-
ability criterion for reproducibility of Аblank values has 
been offered — snom,r should be insignificant against  

max As. The optimal quantity of blank-samples for 
obtaining the valid mean value of Аblank is 5.

UV-spectrophotometric method of doxylamine 
quantitative determination in blood without prelimi-
nary TLC-purification is burdened with significant sys-
tematic error due to influence of components of blank-
sample; for method with preliminary TLC-purification 

blank is insignificant against max As. In the same time, 
for both cases procedure is insignificant against blank that 
is the evidence of adequacy of the offered procedure 
of sample preparation.

Надiйшла до редакцiї 30.08.2013 р.
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