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Нами разработана стандартизованная процедура валидации биоаналитических 
методик для химико-токсикологического анализа, которую предложено использовать как 
механизм разработки, модификации и оптимизации данных методик. 

Предложенная стандартизованная процедура предполагает принципиальную оценку 
пригодности аналитической процедуры путем выполнения валидации методики с 
использованием модельных растворов; проведение предварительной фазы валидации для 
оценки возможностей применения предлагаемой процедуры пробоподготовки; изучение 
линейности, правильности и прецизионности методики с использованием образцов матрицы 
в ходе основной фазы валидации; прогноз суммарной неопределенности методики. 

С использованием данной стандартизованной процедуры валидации была проведена 
систематическая разработка и модификация серии методик количественного определения 
доксиламина в крови и моче для применения в химико-токсикологическом анализе. 

Пробоподготовку биологических жидкостей проводили путем их обработки 
депротеинизирующими агентами с последующей жидко-жидкостной экстракцией 
несмешивающимися с водой органическими растворителями. Такая схема пробоподготовки 
биологических жидкостей имеет три изменяемых параметра: 1) депротеинизирующий агент, 
используемый для осаждения форменных элементов крови и разрушения связей аналита с 
белками; 2) растворитель для экстракции в кислой среде; 3) растворитель для экстракции в 
щелочной среде. 

Нами предложен дизайн эксперимента, в рамках которого на первом этапе проводили 
настаивание биологической жидкости с половинным (по отношению к объему крови) 
объемом 10% раствора ССЬСООН, с таким же объемом 10% раствора ССЬСООН, но после 
предварительного разбавления крови в 5 раз водой, а также с половинным объемом 
0,1 М раствора НС1 с последующим доведением рН смеси до 2 с помощью 6 М раствора НС1. 
На втором этапе для экстракции в кислой среде использовали - (СгНз^О и СНСІз, а на 
третьем этапе - для экстракции в щелочной среде - использовали СНСІз и смесь СНСІз с -
(СНз)гСНОН в соотношении (80:20). Количественное определение доксиламина выполняли 
методами УФ-спектрофотометрии, экстракционной фотометрии и ВЭЖХ/УФ с 
предварительной ТСХ-очисткой извлечений из биологических жидкостей и без таковой. 
Таким образом, всего было изучено 60 методик количественного определения доксиламина в 
крови и моче. 

Согласно результатам анализа полученных многомерных экспериментальных данных, 
для крови оптимальные показатели специфичности/селективности, степени извлечения, 
правильности, прецизионности и общей неопределенности зафиксированы для методик с 
использованием в качестве депротеинизирующего агента половинного объема 10% раствора 
ССІзСООН после предварительного разбавления крови в 5 раз водой, в качестве экстрагента 
в кислой среде - СНСІз, а в качестве экстрагента в щелочной среде - смеси СНСІз-
(СН 3) 2СНОН (80:20). 

Для мочи оптимальным также является использование в качестве экстрагента в 
кислой среде - СНСІз, а в качестве экстрагента в щелочной среде - смеси СНСІ3-
(СНз)гСНОН (80:20), но в качестве депротеинизирующего агента - половинного объема 
0,1 М раствора НС1 с последующим доведением рН смеси до 2 с помощью 6 М раствора НС1. 

Данные выводы касаются всех вариантов изучаемых конечных аналитических 
операций. 
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