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THE STUDY OF THE POLYSACCHARIDES OF COMMON TOADFLAX HERB 

The polysaccharides complex on fraction were obtained and studied for complex research of medicinal plant 
materials by paper chromatography. Amount of polysaccharides were determined.  

Key words: polysaccharides complexes, of common toadflax herba, water soluble polysaccharides, pectin 
substances, and gemmicelluloses. 
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ВАЛИДАЦИОННЫХ ХАРАКТЕРИСТИК УФ-
СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧЕСКОЙ МЕТОДИКИ КОЛИЧЕСТВЕННОГО 

ОПРЕДЕЛЕНИЯ ДОКСИЛАМИНА В КРОВИ В ВАРИАНТЕ МЕТОДА ДОБАВОК 
 

Л.Ю. Клименко, С.Н. Трут, В.И. Степаненко 
Национальный фармацевтический университет, г. Харьков, Украина 

 
Введение. В настоящее время существует ряд международных руководств, дающих 

направленные рекомендации по проведению валидации биоаналитических методик – 
«Guidance for Industry: Bioanalytical method validation» (U.S. FDA, 2001) [1], «Guideline on 
validation of bioanalytical methods» (ЕМА, 2011) [2], «Guidance for the Validation of 
Analytical Methodology and Calibration of Equipment used for Testing of Illicit Drugs in Seized 
Materials and Biological Specimens» (UNODC, 2009) [3] и «Standard Practices for Method 
Validation in Forensic Toxicology» (SWGTOX, 2012) [4].  

Указанные документы ориентированы на разработку методик количественного 
определения аналитов в биологических жидкостях в варианте метода калибровочного 
графика. Метод калибровочного графика, безусловно, позволяет учесть и частично 
нивелировать влияние фонового поглощения матрицы на результаты определения, но 
оправдывает себя лишь при выполнении рутинных анализов. В судебно-
токсикологическом анализе мы часто сталкиваемся с разовыми экспертизами, на которые 
направляются разнообразные биологические жидкости, органы и ткани, т. е. необходимо 
количественно определять аналит в нескольких различных биологических объектах, 
состояние которых может быть самым разнообразным; при этом необходимость 
выполнения такого определения может возникать достаточно редко. В такой ситуации 
значительно более эффективно применение метода стандарта или метода добавок.  

Представляет интерес изучение возможности использования метода добавок при 
проведении УФ-спектрофотометрического определения аналитов в биологических 
жидкостях, в связи с чем нами была предложена процедура определения и оценки 
приемлемости линейности, правильности и прецизионности для валидации таких методик 
в варианте метода добавок [5], разработанная с учетом [6]. В настоящей работе приведены 
результаты апробации предложенных подходов на примере УФ-спектрофотометрической 
методики количественного определения доксиламина в крови. 

Материалы и методы. В          я         : 20,00 мл крови заливают 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, доводят ее объем до 30 мл водой очищенной, 
проверяют рН (должно равняться 2) и трижды экстрагируют хлороформом порциями по 
10,00 мл. Полученные хлороформные извлечения отделяют 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 образовании стойких эмульсий 
применяют центрифугирование (в течение 5 мин. при 5000 об./мин.)). «Щелочные» 
хлороформные извлечения объединяют и фильтруют через бумажный фильтр («красная 
лента») с 1 г натрия сульфата безводного в мерную колбу емкостью 50,0 мл, доводят 
объем хлороформом до метки. 2/5 части полученного хлороформного извлечения (20,00 
мл) упаривают на водяной бане при температуре 80°С до полного удаления органического 
слоя. Сухой остаток растворяют в 10,00 мл (0,5 по отношению к взятому на анализ 
объему крови) 0,1 моль/л раствора кислоты хлористоводородной.  

Дизайн эксперимента по изучению валидационных характеристик данной методики 
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в варианте метода добавок представлен на рис. 1 – 4. 
В эксперименте использовали доксиламина сукцинат фармакопейной чистоты. 
Оптическую плотность растворов измеряли по 3 раза с рандомизацией положения 

кюветы при длине волны 262 нм на спектрофотометре СФ-46 в кювете с толщиной слоя 
10 мм. В качестве компенсационного раствора использовали 0,1 моль/л раствор кислоты 
хлористоводородной. 
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Vм.к =  500,0 мл

0,1 моль/л HCl

↓ 

 200 мкг/мл

модельные  растворы 1 – 7

V1 =  26,00; 24,00; 20,00; 16,00; 12,00; 8,00 и 4,00 мл 

Vм.к =  100,0 мл

0,1 моль/л HCl

↓ 

 

↓ 

 

мкг/мл 8 и 16 24, 32, 40, 48, 52,model

iC

model

iA

стандартный 

раствор 2

mн = 144,0 мг 

Vм.к =  100,0 мл

0,1 моль/л HCl

↓ 

 1440 мкг/мл

раствор сравнения 1

V2 =  2,00 мл 

Vм.к =  100,0 мл

0,1 моль/л HCl

↓ 

 ↓ 

 

мкг/мл 8,82model

referenceC

model

referenceA

нормализация

%100

%100





model

reference

model

imodel

i

model

reference

model

imodel

i

A

A
Y

C

C
X

критерии приемлемости линейной зависимости Ymodel = a + b∙Xmodel

model

a

modelmodel

c

model sgtaRRSD  )2%;95( 3)        ;9983,0 2)        %;18,3 )1 0
 

Рис. 1. Определение линейности по модельным растворам 
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стандартный 
раствор 4

mн = 250,0 мг 
Vм.к = 500,0 мл
0,1 моль/л HCl

↓ 
 500 мкг/мл

модельные  растворы 
8, 9, 10, 11, 12, 13

V4 = 48,00; 40,00; 32,00; 24,00; 16,00 и 8,00 мл 
Vм.к = 100,0 мл
0,1 моль/л HCl

↓ 
240, 200, 160, 120, 80 и 40 мкг/мл

модельные  растворы 
8-1, 9-1, 10-1, 11-1, 12-1, 13-1
Vп = 10,00 мл; Vм.к = 50,0 мл

0,1 моль/л HCl
↓ 

model

i

model

facti AC   мкг/мл 8 и 16 24, 32, 40, 48,, 

добавка 1 - 25%
mн = 100,0 мг 

Vм.к =  250,0 мл
0,1 моль/л HCl

↓ 
 400 мкг/мл

модельные  растворы 
8-2, 9-2, 10-2, 11-2, 12-2, 13-2
Vп = 10,00 мл; Vм.к = 50,0 мл
Vad = 1,00 мл; 0,1 моль/л HCl

↓ 
        model

adi

model

adi AC     мкг/мл 16 и 24 32, 40, 48, ,56

добавка 2 - 50%
mн = 200,0 мг 

Vм.к =  250,0 мл
0,1 моль/л HCl

↓ 
 800 мкг/мл

модельные  растворы 
9-3, 10-3, 11-3, 12-3, 13-3-1, 13-3-2

Vп = 10,00 мл; Vм.к = 50,0 мл
Vad = 1,00 мл; 0,1 моль/л HCl

↓ 
model

adi

model

adi AC     мкг/мл 24 и 24 32, 40, 48, ,56

добавка 3 - 75%
mн = 300,0 мг 

Vм.к =  250,0 мл
0,1 моль/л HCl

↓ 
 1200 мкг/мл

модельные  растворы 
10-4-1, 10-4-2, 11-4, 12-4, 13-4-1, 13-4-2

Vп = 10,00 мл; Vм.к = 50,0 мл
Vad = 1,00 мл; 0,1 моль/л HCl

↓ 
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Vad = 1,00 мл; 0,1 моль/л HCl
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Рис. 2. Определение линейности по калибровочным образцам 
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Рис 3. Определение правильности и сходимости по модельным растворам 
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стандартный раствор 5

mн = 1250,0 мг; Vм.к = 250,0 мл; H2О
↓ 

 5000 мкг/мл

рабочие  растворы 
8, 9, 10, 11, 12, 13

V4 = 60,00; 50,00; 40,00; 30,00; 20,00 и 10,00 мл 
Vм.к = 100,0 мл; H2О

↓ 
3000, 2500, 2000, 1500, 1000 и 500 мкг/мл

модельные образцы
8-1, 9-1, 10-1, 11-1, 12-1, 13-1
(3 серии из 3-х источников)

Vп =  1,00 мл; Vmatrix =  50,00 мл
↓ 

мкг/мл 10 и 20 30, 40, 50, ,06, factiC

добавка 5 - 25%
mн = 100,0 мг 

Vм.к =  500,0 мл
H2О

↓ 
 200 мкг/мл

Vsample = 20,00 мл
Vп =  10,00 мл

Vsample = 20,00 мл
Vad = 1,00 мл

0,1 моль/л HCl
Vп =  10,00 мл

↓ 
Ai+ad

Ai ← 0,1 моль/л HCl

модельный 
раствор 7←/

+adiA

модельные образцы
9-2, 10-2, 11-2, 12-2, 13-2-1, 13-2-2

(3 серии из 3-х источников)
Vп =  1,00 мл; Vmatrix =  50,00 мл

↓ 
мкг/мл 10 и 20,10 30, 40, 50,=,factiC

добавка 6 - 50%
mн = 100,0 мг 

Vм.к =  250,0 мл
H2О

↓ 
 400 мкг/мл

Vsample = 20,00 мл
Vп =  10,00 мл

Vsample = 20,00 мл
Vad = 1,00 мл

0,1 моль/л HCl
Vп =  10,00 мл

↓ 
Ai+ad

Ai ← 0,1 моль/л HCl

модельный 
раствор 6←/

+adiA

модельные образцы
10-3-1, 10-3-2, 11-3, 12-3, 13-3-1, 13-3-2

(3 серии из 3-х источников)
Vп =  1,00 мл; Vmatrix =  50,00 мл

↓ 
мкг/мл 10 и 20,10 30, 40, 40,=,factiC

добавка 7 - 75%
mн = 300,0 мг 

Vм.к =  500,0 мл
H2О

↓ 
600 мкг/мл

Vsample = 20,00 мл
Vп =  10,00 мл

Vsample = 20,00 мл
Vad = 1,00 мл

0,1 моль/л HCl
Vп =  10,00 мл

↓ 
Ai+ad

Ai ← 0,1 моль/л HCl

модельный 
раствор 5←/

+adiA

модельные образцы
11-4-1, 11-4-2, 12-4-1, 12-4-2, 13-4-1, 13-4-2

(3 серии из 3-х источников)
Vп =  1,00 мл; Vmatrix =  50,00 мл

↓ 
мкг/мл 10 и 20,10 20, 30, 30,=,factiC

добавка 8 - 100%
mн = 200,0 мг 

Vм.к =  250,0 мл
H2О

↓ 
800 мкг/мл

Vsample = 20,00 мл
Vп =  10,00 мл

Vsample = 20,00 мл
Vad = 1,00 мл

0,1 моль/л HCl
Vп =  10,00 мл

↓ 
Ai+ad

Ai ← 0,1 моль/л HCl

модельный 
раствор 4←/

+adiA

критерии приемлемости

↑

↑
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*Ablank определена на предварительной стадии валидации;

**K – коэффициент разведения;

**R определена на предварительной стадии валидации

Рис. 4. Определение правильности и сходимости по модельным образцам 
 

Результаты и их обсуждение. Использование метода добавок в судебной 
токсикологии предполагает работу в двух направлениях: 

В       1: из поступившего на анализ образца отбирают две пробы одинакового 
объема; в одну из них вводят определенное количество стандартного раствора-добавки 
целевого аналита. Затем оба образца подвергают процедуре анализа в соответствии с 
методикой и получают значения оптических плотностей Ai и Ai+ad соответственно. 
Концентрацию аналита в анализируемом образце Сi рассчитывают из соотношения 

  
     

 
  

      
          

  
        

   (1) 

В       2: из поступившего на анализ образца отбирают одну пробу 
фиксированного объема и подвергают процедуре анализа в соответствии с методикой. На 
последней стадии приготовление спектрофотометрируемого раствора выполняют дважды 
– с использованием растворителя и стандартного раствора-добавки целевого аналита – и 

получают значения оптических плотностей Ai и      
 

 соответственно. Концентрацию 

аналита в конечном спектрофотометрируемом растворе   
  рассчитывают из соотношения 
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   (2) 

Для расчета содержания аналита в анализируемом образце необходимо выполнить 
перерасчет с учетом разведения К и степени извлечения аналита из данной биологической 
матрицы R [7].  

Определение валидационных параметров УФ-спектрофотометрической методики 
количественного определения доксиламина в крови для обоих вышеизложенных 
вариантов метода добавок проводили в соответствии со следующей процедурой – рис. 1 – 
4 [5]: 

1) применение нормализованных координат;  
2)          – 25 – 175%; за 100% принимали среднюю летальную 

концентрацию доксиламина в крови [8] – 25 мг/л (что соответствует 36 мг/л доксиламина 
сукцината); количество концентрационных уровней – g = 7 с постоянным шагом 25%; 

3)     й    ь методики определяют в два этапа – на модельных растворах (без 
матрицы) и калибровочных образцах соответственно:  

 определение линейности по модельным растворам проводят в рамках одной 
последовательности; нормализацию полученных средних значений оптической плотности 
проводят по раствору сравнения с концентрацией аналита, соответствующей точке 100% в 
нормализованных координатах; 

 в ходе проверки линейности по калибровочным образцам их количество для 
каждого концентрационного уровня составляет не менее трех и определяется на 
основании результатов расчета величины snom,r, оценка приемлемости которой проводится 
по следующему критерию: 

                                                     (3) 
каждый параллельный эксперимент выполняют в рамках отдельной 
последовательности/дня на образцах биологической матрицы, полученной из одного 
источника; расчет параметров линейной зависимости проводится для каждой 
последовательности (within-run линейность) и по средним значениям параллельных 
опытов (between-run линейность); 

для нормализации полученных экспериментальных данных используют раствор 
сравнения с концентрацией аналита, соответствующей его концентрации в конечном 
спектрофотометрируемом растворе при условии нулевых потерь для точки 100% в 
нормализованных координатах; оптическая плотность такого раствора сравнения 
корректируется на величину recovery R, полученную на предварительном этапе валидации 
[7]; 

 критерии приемлемости – см. рис. 1 – 2. 
4)       ь    ь      ц         ь: 
 определение правильности и сходимости методик на первом этапе выполняют с 

использованием серии модельных растворов (n = 6): 
 при Xad = 25% – 25%, 50%, 75%, 100%, 125%, 150%; 
 при Xad = 50% – 25%, 25%, 50%, 75%, 100%, 125%; 
 при Xad = 75% – 25%, 25%, 50%, 75%, 100%, 100%; 
 при Xad = 100% – 25%, 25%, 50%, 50%, 75%, 75%; 
каждый из которых анализируют дважды – без и с введением добавки 

соответственно. На основании полученных данных рассчитывают 
model

calcX , %, 
modelRR , % 

и                             
          

 на втором этапе определяют правильность и сходимость методик на модельных 
образцах для трех параллельных последовательностей /run, каждая из которых состоит из 
6 (концентрации см. выше) затравленных аналитом образцов биологической матрицы, 
полученной из одного источника (один источник матрицы – одна последовательность); 

каждый образец анализируют дважды – без и с введением добавки соответственно – 
и с использованием В        1 и В        2 выполнения эксперимента. На основании 
полученных данных рассчитывают Xcalc, %, RR, % и                        

 критерии приемлемости – см. рис. 3 – 4. 
 для проверки внутрилабораторной (between-run) прецизионности для трех 
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последовательностей, полученных в ходе проверки сходимости, рассчитывают 

объединенное среднее значение 
intraRR , стандартное отклонение ,%intra

RRRSD  и 

относительный доверительный интервал ,%intra

RR . Величина 
intra

RR  не должна превышать 
максимальную неопределенность анализа maxΔAs:  

.max)13 %,95( As

intra

RR

intra

RR RSDnt   (4) 

Результаты определения линейности, правильности и сходимости УФ-
спектрофотометрической методики количественного определения доксиламина с 
использованием модельных растворов приведены в табл. 1 – 2 и свидетельствует о том, 
что для УФ-спектрофотометрического определения доксиламина в исследуемом 
диапазоне применения можно применять метод добавок только в случае введения 
добавки, соответствующей точке 50, 75 или 100% в нормализованных координатах.  

В случае введения добавки, соответствующей точке 25% в нормализованных 
координатах, требования к сходимости и правильности методики не соблюдаются. 

Результаты определения линейности, правильности, сходимости и 
внутрилабораторной прецизионности УФ-спектрофотометрической методики 
количественного определения доксиламина в крови с использованием модельных 
образцов приведены в табл. 3–5 – требования к линейности методики выполняются в 
полном объеме, что же касается правильности и прецизионности, то они находятся в 
рамках критериев приемлемости только для В        2 выполнения эксперимента.  

Использование В        1 методики возможно лишь в случае введения добавки, 
соответствующей точке 50, 75 или 100% в нормализованных координатах. При этом 
необходимо отметить, что применение В        1 обеспечивает более низкую величину 
систематической погрешности, чем В       2, но в то же время приводит к худшим 
показателям прецизионности. 

Оптимальные показатели правильности и прецизионности методики наблюдаются в 
случае введения добавки, соответствующей точке 75% в нормализованных координатах. 

В обоих вариантах применения метода добавок фоновое поглощение, обусловленное 
матрицей, будет одинаковым для обоих спектрофотометрируемых растворов, чего 
невозможно достичь в методе стандарта. Таким образом, проводя корректировку 
оптической плотности Ai на величину Ablank, мы значительно уменьшаем систематическую 
ошибку методики, что и подтверждают полученные результаты эксперимента в сравнении 
с данными, полученными нами ранее для метода стандарта [9]. 

Преимущество же использования именно В        1 состоит в том, что он 
позволяет нивелировать ошибку, связанную c различиями во влиянии биологической 
матрицы на аналит (в частности на степень извлечения аналита из матрицы) в 
зависимости от ее состояния (гнилостные изменения, время, прошедшее после 
наступления смерти, термическое воздействие и т. д.) и источника происхождения 
(возраст пациента, наличие у него хронических заболеваний и др.), что, как уже 
обсуждалось ранее [7], в наибольшей степени искажает результаты анализа. 

Тем не менее, В       2 выполнения эксперимента также имеет право на 
существование, особенно в тех случаях, когда количество анализируемого образца, 
поступившее в лабораторию, является недостаточным для отбора двух параллельных 
проб. 

Выводы. Таким образом, предложенная ранее [5] процедура определения и оценки 
приемлемости линейности, правильности и прецизионности для валидации УФ-
спектрофотометрических методик количественного определения аналитов в 
биологических жидкостях, применяемых в судебно-токсикологическом анализе, в 
варианте метода добавок апробирована на примере УФ-спектрофотометрической 
методики количественного определения доксиламина в крови. Показано, что в 
исследуемом диапазоне применения можно применять метод добавок только в случае 
введения добавки, соответствующей точке 50, 75 или 100% в нормализованных 
координатах, оптимальным же является использование добавки, соответствующей точке 
75%. 
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Таблица 1. Метрологические характеристики калибровочных прямых Y = b·X + a, 
полученных с использованием модельных растворов доксиламина сукцината 

Аналитический диапазон 
применения методики 

Характеристика 
modelb  model

bs  
m odela  model

as  
modelRSD0  

model

cR  

D = 25 – 175% (g = 7) 0,995 0,012 0,321 1,498 1,724 0,9996 

Критерий приемлемости – – 
 015,2 model

a

model sa   
– 

≤ 3,18% ≥ 0,9983 

соотв. соотв. соотв. 
 

Таблица 2. Результаты определения правильности и сходимости УФ-
спектрофотометрической методики количественного определения доксиламина 

сукцината по модельным растворам в варианте метода добавок 
model

adX = 25% 
model

adX = 50% 

Концентрация 
доксиламина 
сукцината в 
модельном 
растворе 

(
model

referenceC  = 

28,8 мкг/мл) 

Оптическая 
плотность 

Рассчитанн
ая 

концентрац
ия 

доксиламин
а сукцината 

в 
модельном 
растворе 

,,

model

calciX % 

modelRR , 
% 

Концентрация 
доксиламина 
сукцината в 
модельном 
растворе 

(
model

referenceC  = 28,8 

мкг/мл) 

Оптическая 
плотность 

Рассчитанна
я 

концентраци
я 

доксиламин
а сукцината 
в модельном 
растворе 

,,

model

calciX % 

modelRR , 
% 

model

factiC , , 

мкг/мл 

model

factiX , , 

% 

model

iA

 

model

adiA 

 
  

model

factiC , , 

мкг/мл 

model

factiX , , 

% 

model

iA

 

model

adiA 

 
  

8,00 27,78 
0,22

7 
0,44

3 
29,19 

105,0
8 

8,00 27,78 
0,22

7 
0,66

7 
28,66 

103,1
7 

16,00 55,56 
0,44

2 
0,65

7 
57,11 

102,7
9 

8,00 27,78 
0,22

5 
0,66

4 
28,48 

102,5
2 

24,00 83,33 
0,65

6 
0,89

1 
77,55 93,06 16,00 55,56 

0,44
2 

0,89
1 

54,69 98,43 

32,00 
111,1

1 
0,88

9 
1,12

1 
106,45 95,81 24,00 83,33 

0,65
6 

1,11
2 

79,93 95,92 

40,00 
138,8

9 
1,12

0 
1,34

8 
136,46 98,25 32,00 

111,1
1 

0,88
9 

1,33
8 

110,01 99,01 

48,00 
166,6

7 
1,34

7 
1,57

1 
167,05 

100,2
3 

40,00 
138,8

9 
1,12

0 
1,57

1 
137,98 99,34 

               99,20                99,73 

     
        4,44      

        2,70 

   
           

                 
     

       

8,95 
   
           

                 
     

       

5,44 

нет 
соот
в. 

 
                                

0,80 
 
                                

0,27 
соотв

. 
соот
в. 

model

adX = 75% 
model

adX = 100% 

Концентрация  
доксиламина 
сукцината  
в модельном 
растворе 

(
model

referenceC  = 

28,8 мкг/мл) 

Оптическая 
плотность 

Рассчитанн
ая 

концентрац
ия 

доксиламин
а сукцината 

в 
модельном 
растворе 

,,

model

calciX % 

modelRR , 
% 

Концентрация 
доксиламина 
сукцината в 
модельном 
растворе 

(
model

referenceC  = 28,8 

мкг/мл) 

Оптическая 
плотность 

Рассчитанна
я 

концентраци
я 

доксиламин
а сукцината 
в модельном 
растворе 

,,

model

calciX % 

modelRR , 
% 
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model

factiC , , 

мкг/мл 

model

factiX , , 

% 

model

iA

 

model

adiA 

 
  

model

factiC , , 

мкг/мл 

model

factiX , , 

% 

model

iA

 

model

adiA 

 
  

8,00 27,78 
0,22

7 
0,88

8 
28,62 

103,0
2 

8,00 27,78 0,227 1,112 28,50 102,59 

8,00 27,78 
0,22

5 
0,89

2 
28,11 

101,1
9 

8,00 27,78 0,225 1,106 28,38 102,16 

16,00 55,56 
0,44

2 
1,11

2 
54,97 98,94 16,00 55,56 0,442 1,332 55,18 99,32 

24,00 83,33 
0,65

6 
1,32

8 
81,35 97,62 16,00 55,56 0,444 1,341 55,00 98,99 

32,00 
111,1

1 
0,88

9 
1,55

1 
111,90 

100,7
1 

24,00 83,33 0,656 1,551 81,44 97,73 

32,00 
111,1

1 
0,89

2 
1,55

3 
112,45 

101,2
1 

24,00 83,33 0,658 1,557 81,32 97,59 

               
100,4

5                99,73 

     
        1,90      

        2,16 

   
           

                 
     

       

3,83 
   
           

                 
     

       

4,35 
соотв

. 
соотв. 

 
                                

0,45 
 
                                

0,27 
соотв

. 
соотв. 

 
Таблица 3. Метрологические характеристики калибровочных прямых Y = b·X + a для 
УФ-спектрофотометрической методики количественного определения доксиламина 

в крови 
Аналитический диапазон  
применения методики 

Характеристика 
b sb a sa RSD0 Rc 

D = 25 – 175%  
(g = 7) 

1-й день 0,993 0,026 3,825 3,149 3,624 0,9983 
2-й день 1,007 0,026 –1,193 3,130 3,602 0,9984 
3-й день 1,005 0,028 0,533 3,453 3,974 0,9980 
среднее 1,002 0,026 1,028 3,210 3,694 0,9983 

Критерий приемлемости – – 
 015,2 asa   

– 
≤ 9,93% ≥ 0,9830 

соотв. соотв. соотв. 
 

Таблица 4. Результаты определения правильности и сходимости УФ-
спектрофотометрической методики количественного определения доксиламина в 

крови в варианте метода добавок 
Xad = 25% 

Концент
рация 
доксила
мина 
сукцина
та в 
крови 

(Сst = 36 
мкг/мл) 

Оптическая 
плотность 

Ai 
(Ablank = 
0,060) 

В       1 В       2 

Оптическая 
плотность 

Ai+ad 

Рассчитанна
я 

концентраци
я 

доксиламина 
сукцината в 
модельном 
растворе 
Xi,calc, % 

RR, % 

Оптическая 
плотность 

     
 

  

Рассчитанна
я 

концентраци
я 

доксиламина 
сукцината в 
модельном 
растворе 
Xi,calc, % 

RR, % 

Сi,fa

ct, 
мкг
/мл 

Xi,fa

ct, 
% 

ден
ь 1 

ден
ь 2 

ден
ь 3 

ден
ь 1 

ден
ь 2 

ден
ь 3 

ден
ь 1 

ден
ь 2 

ден
ь 3 

ден
ь 1 

ден
ь 2 

ден
ь 3 

ден
ь 1 

ден
ь 2 

ден
ь 3 

ден
ь 1 

ден
ь 2 

ден
ь 3 

ден
ь 1 

ден
ь 2 

ден
ь 3 

10,
00 

27,
78 

0,18
7 

0,23
1 

0,23
5 

0,33
8 

0,37
2 

0,38
2 

23,7
1 

33,6
9 

33,0
7 

85,3
5 

121,
27 

119,
04 

0,41
3 

0,45
6 

0,46
2 

23,7
8 

31,6
2 

32,2
2 

85,6
0 

113,
82 

115,
98 

20, 55, 0,33 0,37 0,36 0,50 0,54 0,54 43,6 53,8 47,8 78,6 96,9 86,0 0,55 0,59 0,59 50,5 60,1 57,2 90,9 108, 102,
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00 56 2 7 8 5 1 6 8 7 0 2 6 3 6 9 2 2 4 1 3 24 97 
30,
00 

83,
33 

0,51
4 

0,54
6 

0,55
6 

0,67
2 

0,68
1 

0,69
1 

80,5
1 

100,
21 

101,
32 

96,6
2 

120,
26 

121,
59 

0,73
8 

0,77
2 

0,78
2 

85,2
7 

90,4
6 

91,7
2 

102,
33 

108,
56 

110,
07 

40,
00 

111
,11 

0,64
3 

0,67
1 

0,67
5 

0,78
5 

0,80
2 

0,81
6 

113,
26 

130,
78 

122,
23 

101,
94 

117,
70 

110,
01 

0,86
8 

0,89
5 

0,90
3 

108,
29 

114,
69 

113,
41 

97,4
6 

103,
22 

102,
07 

50,
00 

138
,89 

0,76
8 

0,80
6 

0,81
0 

0,96
6 

0,95
5 

0,95
5 

99,3
3 

139,
27 

142,
71 

71,5
2 

100,
27 

102,
75 

0,99
4 

1,03
2 

1,03
2 

130,
35 

138,
75 

141,
19 

93,8
5 

99,9
0 

101,
66 

60,
00 

166
,67 

0,95
5 

0,97
9 

0,99
5 

1,11
6 

1,14
0 

1,14
0 

153,
48 

158,
57 

179,
13 

92,0
9 

95,1
4 

107,
48 

1,18
1 

1,20
2 

1,22
2 

164,
77 

171,
46 

172,
14 

98,8
6 

102,
87 

103,
28 

          
87,6

9 
108,
60 

107,
82 

          
94,8

4 
106,
10 

106,
01 

        
11,4

1 
12,3

7 
12,8

1 
        6,01 5,05 5,78 

                             

22,9
9 

24,9
3 

25,8
1 

         
            
        

12,1
1 

10,1
8 

11,6
5 

нет 
н
ет 

н
ет 

соот
в. 
соот
в. 
соот
в. 

                       

12,3
1 

8,60 7,82 
                

       

5,16 6,10 6,01 

н
ет 

н
ет 

н
ет 

соот
в. 
соот
в. 
соот
в. 

Xad = 50% 

Концент
рация 
доксила
мина  
сукцина
та в 
крови 

(Сst = 36 
мкг/мл) 

Оптическая 
плотность 

Ai 
(Ablank = 
0,060) 

В       1 В       2 

Оптическая  
плотность 

Ai+ad 

Рассчитанна
я 

концентраци
я 

доксиламина 
сукцината в 
модельном 
растворе 
Xi,calc, % 

RR, % 

Оптическая 
плотность 

     
 

 

Рассчитанна
я 

концентраци
я 

доксиламина 
сукцината в 
модельном 
растворе 
Xi,calc, % 

RR, % 

Сi,fa

ct, 
мкг
/мл 

Xi,fa

ct, 
% 

ден
ь 1 

ден
ь 2 

ден
ь 3 

ден
ь 1 

ден
ь 2 

ден
ь 3 

ден
ь 1 

ден
ь 2 

ден
ь 3 

ден
ь 1 

ден
ь 2 

ден
ь 3 

ден
ь 1 

ден
ь 2 

ден
ь 3 

ден
ь 1 

ден
ь 2 

ден
ь 3 

ден
ь 1 

ден
ь 2 

ден
ь 3 

10,0
0 

27,78 
0,19

1 
0,22

1 
0,21

4 
0,48

6 
0,55

1 
0,55

6 
25,2

2 
27,0

2 
25,1

8 
90,7

8 
97,2

6 
90,6

4 
0,63

0 
0,67

3 
0,67

3 
25,3

8 
29,7

7 
28,2

9 
91,3

6 
107,
16 

101,
84 

10,0
0 

27,78 
0,19

7 
0,21

4 
0,22

0 
0,49

6 
0,52
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22 

        7,08 6,81 6,45         4,27 3,16 3,87 

                             

14,2
7 

13,7
2 

13,0
0 

         
            
        

8,60 6,37 7,80 

соот
в. 
соот
в. 
соот
в. 

соот
в. 
соот
в. 
соот
в. 

                       
3,78 2,15 2,63 

                
       

3,45 6,10 4,22 
соот
в. 
соот
в. 
соот
в. 

соот
в. 
соот
в. 
соот
в. 

Xad = 75% 
Концент
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доксила
мина  
сукцина
та в 
крови 

(Сst = 36 
мкг/мл) 

Оптическая 
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Ai 
(Ablank = 
0,060) 

В       1 В       2 

Оптическая 
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Рассчитанна
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концентраци
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доксиламина 
сукцината в 
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Оптическая 
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Рассчитанна
я 

концентраци
я 

доксиламина 
сукцината в 
модельном 

RR, % 



198 

 

растворе 
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растворе 
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Сi,fa
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мкг
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13 
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        5,69 4,60 4,13         4,35 2,59 1,70 

                             

11,4
7 

9,27 8,32          
            
        

8,77 5,22 3,43 

соот
в. 
соот
в. 
соот
в. 

соот
в. 
соот
в. 

соот
в. 

                       
1,60 4,13 4,90 
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соот
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мина  
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0,28 4,59 5,98 

                
       

2,15 6,12 6,24 
соот
в. 
соот
в. 
соот
в. 

соот
в. 
соот
в. 

соот
в. 
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Таблица 5. Результаты определения внутрилабораторной прецизионности УФ-

спектрофотометрической методики количественного определения доксиламина в 
крови в варианте метода добавок 

Характеристика 
В       1 В       2 
Xad = 
25% 

Xad = 
50% 

Xad = 
75% 

Xad = 
100% 

Xad = 
25% 

Xad = 
50% 

Xad = 
75% 

Xad = 
100% 

               101,37 98,58 102,47 103,43 102,32 102,29 103,56 103,40 

     
        12,21 6,79 4,85 4,66 5,63 3,79 3,08 3,46 

   
                   

            
21,24 11,81 8,44 8,11 9,79 6,59 5,36 6,02 
соотв. соотв. соотв. соотв. соотв. соотв. соотв. соотв. 

 
                                

1,37 1,42 2,47 3,43 2,32 2,29 3,56 3,40 
соотв. соотв. соотв. соотв. соотв. соотв. соотв. соотв. 
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ВАЛИДАЦИОННЫХ ХАРАКТЕРИСТИК УФ-СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧЕСКОЙ 
МЕТОДИКИ КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ ДОКСИЛАМИНА В КРОВИ В ВАРИАНТЕ 

МЕТОДА ДОБАВОК 
Проведено определение и оценка приемлемости линейности, правильности и прецизионности УФ-

спектрофотометрической методики количественного определения доксиламина в крови в варианте метода 
добавок и показано, что в исследуемом диапазоне применения можно применять метод добавок только в 
случае введения добавки, соответствующей точке 50, 75 или 100% в нормализованных координатах, 
оптимальным же является использование добавки, соответствующей точке 75%. 

Ключевые слова: валидация, биоаналитические методики, УФ-спектрофотометрия, доксиламин, 
метод добавок. 

 
DETERMINATION OF VALIDATION CHARACTERISTICS OF UV-SPECTROPHOTOMETRIC 

METHOD OF DOXYLAMINE QUANTIFICATION IN BLOOD IN THE VARIANT OF THE METHOD 
OF ADDITIONS 

Determination and acceptability estimation of linearity, accuracy and precision of UV-spectrophotometric 
method of doxylamine quantitative determination in blood in the variant of the method of additions have been 
carried out. It has been shown that the method of additions can be applied only in the case of addition introduction 
corresponded to the point of 50, 75 or 100% in the normalized coordinates for researched range of application; 
application of addition corresponded to the point of 75% is optimal. 

Key words: validation, bioanalytical methods, UV-spectrophotometry, doxylamine, method of additions.  
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