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ВАЛИДАЦИЯ   УФ-СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧЕСКИХ  
МЕТОДИК   КОЛИЧЕСТВЕННОГО   ОПРЕДЕЛЕНИЯ  В  
СУДЕБНО-ТОКСИКОЛОГИЧЕСКОМ  АНАЛИЗЕ:  ОЦЕНКА 
ПОТЕРЬ  ЦЕЛЕВОГО  АНАЛИТА 

 
Лина Ю. Клименко1, Станислав Н. Трут1, Геннадий П. Петюнин2 

1Национальный фармацевтический университет, Украина  
2Харьковская медицинская академия последипломного образования, Украина 
 
Ключевые слова: валидация, степень извлечения, УФ-спектрофотометрия, доксила-
мин, биоаналитические методики 

 
Введение 
 

 Данная статья является продолжением 
работы авторов [1-4] в области валидации 
УФ-спектрофотометрических методик коли-
чественного определения для целей судеб-
но-токсикологического анализа и посвящена 
вопросам изучения потерь целевого аналита 
в ходе выполнения процедуры анализа. 

Количество аналита, достигшее конца 
процедуры анализа и выраженное в процен-
тах по отношению к начальному количеству, 
характеризуется валидационным парамет-
ром «recovery» [5]. 

Международные рекомендательные до-
кументы в области валидации биоаналити-
ческих методик определяют recovery как 
«эффективность экстракции аналитического 
процесса, представляющую собой выражен-
ную в процентах часть известного количест-
ва аналита, доведенную до конца экстракции 
и технологических стадий методики» [6, 7] 
либо как «процентное отношение отклика 
детектора, полученного от количества ана-
лита, добавленного в матрицу до экстрак-
ции, и отклика детектора, полученного от 
того же количества аналита, добавленного 
после экстракции» [8].   

Таким образом, все три международных 
документа так или иначе увязывают валида-
ционный параметр recovery с процедурой 
экстракции, что, в свою очередь, подразуме-
вает, что экстракция – это основная стадия 
процедуры пробоподготовки, приводящая к 
потерям целевого аналита [5 – 7]. В то же 
время, авторы [8] в качестве основного ме-
ханизма повышения количества аналита, 
извлекаемого из биологического материала, 
рассматривают разрушение связей между 
белками и анализируемым веществом. 

Целью данной работы является форми-

рование оптимальной процедуры выполнения 
эксперимента для определения стадий проце-
дуры пробоподготовки, приводящих к наи-
большим потерям целевого аналита; оценка 
величины потерь целевого аналита на стади-
ях пробоподготовки; выделение критических 
стадий пробоподготовки, нуждающихся в 
оптимизации для повышения recovery. 

 
Материалы и методы исследования 
 

Валидируемая методика: 20,00 мл крови 
заливают 10,00 мл 10% водного раствора 
кислоты трихлоруксусной, перемешивают и 
оставляют на 1 час при постоянном переме-
шивании. Смесь центрифугируют (в течение 
5 мин. при 5000 об./мин.), сливают надоса-
дочную жидкость, доводят ее объем до 30 
мл водой очищенной, проверяют рН (долж-
но равняться 2) и трижды экстрагируют 
хлороформом порциями по 10,00 мл. Полу-
ченные хлороформные извлечения отделяют 
и в дальнейшем не исследуют. Водный слой 
подщелачивают 50% раствором натрия гид-
роксида 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 хлорофор-
мом до метки. Далее 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 уда-
ления органического слоя. Сухой остаток 
растворяют в 10,00 мл (×0,5 по отношению к 
взятому на анализ объему крови) 0,1 моль/л 
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раствора кислоты хлористоводородной.   
2) 2/5 части полученного хлороформного 

извлечения (20,00 мл) упаривают на водяной 
бане при температуре 80°С до полного уда-
ления органического слоя; сухой остаток 
растворяют в ∼0,5 мл хлороформа и количе-
ственно наносят на линию старта хромато-
графической пластины «Sorbfil» ПТСХ-ІІВ 
(пластины предварительно обрабатывают 
0,1 моль/л раствором калия гидроксида в 
метаноле, а затем высушивают при 110°С в 
течение 30 мин.) полосой шириной 2 см. Ря-
дом наносят 10 мкл стандартного хлоро-
формного раствора доксиламина сукцината 
(концентрация 1 мг/мл) в точку («свиде-
тель»). Пластину дважды элюируют в хло-
роформе. После высушивания пластину 
элюируют с использованием подвижной фа-
зы хлороформ – метанол (90:10), высуши-
вают, проявляют полосу «свидетеля» реак-
тивом Драгендорфа и наблюдают пятно ко-
ричневого цвета в зоне Rf = 0,5 – 0,7. С по-
мощью скальпеля напротив пятна «свидете-
ля» с пластины тщательным образом сни-
мают сорбент с площади 3 см × 1 см в стек-
лянный флакон. Во флакон добавляют 10,00 
мл 0,1 моль/л раствора кислоты хлористово-
дородной и встряхивают в течение 5 мин., 
после чего фильтруют в мерную колбу ем-
костью 10,0 мл (×0,5 по отношению к взято-
му на анализ объему крови) и доводят объем 
раствора через фильтр («красная лента») 
растворителем до метки.  
Рабочие растворы: 400,0 мг доксиламина 

сукцината вносили в мерную колбу емко-
стью 100,0 мл, растворяли в воде очищенной 
и доводили объем раствора этим же раство-
рителем до метки (стандартный раствор 1, 
концентрация 4000 мкг/мл). В три мерные 
колбы емкостью 100,0 мл вносили из бюрет-
ки 32,50; 20,00 и 5,00 мл стандартного рас-
твора доксиламина сукцината 1 соответст-
венно и доводили объемы растворов водой 
очищенной до метки (рабочие растворы 1, 2 
и 3 соответственно, концентрация 1300, 800 
и 200 мкг/мл соответственно).  

400,0 мг доксиламина сукцината вносили 
в мерную колбу емкостью 100,0 мл, раство-
ряли в хлороформе и доводили объем рас-
твора этим же растворителем до метки 
(стандартный раствор 2, концентрация 4000 
мкг/мл). В три мерные колбы емкостью 
100,0 мл вносили из бюретки 32,50; 20,00 и 
5,00 мл стандартного раствора доксиламина 
сукцината 2 соответственно и доводили объ-

емы растворов хлороформом до метки (ра-
бочие растворы 4, 5 и 6 соответственно, 
концентрация 1300, 800 и 200 мкг/мл соот-
ветственно).  
Растворы сравнения: 100,0 мг доксила-

мина сукцината вносили в мерную колбу 
емкостью 500,0 мл, растворяли в 0,1 моль/л 
растворе кислоты хлористоводородной и 
доводили объем раствора этим же раствори-
телем до метки (стандартный раствор 3, 
концентрация 200 мкг/мл). В три мерные 
колбы емкостью 100,0 мл вносили из бюрет-
ки 26,00; 16,00 и 4,00 мл стандартного рас-
твора доксиламина сукцината 3 соответст-
венно и доводили объемы растворов 0,1 
моль/л раствором кислоты хлористоводо-
родной до метки (растворы сравнения 1, 2 и 
3 соответственно, концентрация 52, 32 и 8 
мкг/мл соответственно).  
Анализируемые образцы: 1 – 3) 3 серии 

по 3 образца (20,00 мл) модельной крови 
(матрица), полученной от различных источ-
ников, в которые введено по 1,00 мл рабо-
чих растворов 1 – 3 соответственно; 4) 5 об-
разцов (20,00 мл) модельной крови, полу-
ченной от различных источников, в которые 
введено по 1,00 мл воды очищенной (blank-
пробы); 5 – 34) 30 серий по 3 образца (20,00 
мл) модельной крови, полученной от раз-
личных источников, в которые введено по 
1,00 мл воды очищенной; 35 – 37) 3 серии по 
3 образца (20,00 мл) воды очищенной, в ко-
торые введено по 1,00 мл рабочих растворов 
1 – 3 соответственно; 38 – 64) 27 серий по 3 
образца (20,00 мл) воды очищенной.  
Анализируемые растворы: полученные 

по соответствующим методикам растворы 
для анализируемых образцов (см. пояснения 
в тексте). 

Измеряли оптическую плотность анали-
зируемых растворов и растворов сравнения 
по 3 раза с выниманием 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 хлористоводо-
родной. 
 
Результаты и обсуждение 
 

Оценку величины потерь целевого анали-
та на стадиях пробоподготовки и выделение 
критических стадий пробоподготовки, нуж-
дающихся в оптимизации, проводили на 
примере УФ-спектрофотометрической мето-
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дики количественного определения докси-
ламина в крови. Основные этапы данной 

методики представлены на рис. 1. 

 

настаивание c 10,00 мл 10% водного раствора кислоты трихлоруксусной

центрифугирование

1-я экстракция 10,00 мл хлороформа при рН = 2

2-я экстракция 10,00 мл хлороформа при рН = 2

3-я экстракция 10,00 мл хлороформа при рН = 2

подщелачивание водного слоя 50% раствором натрия гидроксида до рН = 11,
трехкратная экстракция хлороформом порциями по 10,00 мл

упаривание 20,00 мл 
хлороформного извлечения,
растворение сухого остатка 

в 10,00 мл 0,1 моль/л раствора 
кислоты хлористоводородной

упаривание 20,00 мл 
хлороформного извлечения,
растворение сухого остатка 

в 0,5 мл хлороформа

количественное нанесение 
на линию старта 

хроматографической пластины 
сконцентрированного 

хлороформного извлечения

элюирование 
хроматографической пластины 

элюирование аналита
с хроматографической пластины 

10,00 мл 0,1 моль/л раствора 
кислоты хлористоводородной

спектрофотометрирование 
полученного раствора

спектрофотометрирование 
полученного раствора

20,00 мл крови
образцы 1 – 3 и 35 – 37

образцы 5 – 7

образцы 8 – 10 и 38 – 40

образцы 11 – 13 и 41 – 43

образцы 14 – 16 и 44 – 46

образцы 17 – 19 и 47 – 49

образцы 20 – 22 и 50 – 52

образцы 23 – 25 и 53 – 55

образцы 26 – 28 и 56 – 58

образцы 29 – 31 и 59 – 61

образцы 32 – 34 и 62 – 64

 
 

Рисунок 1. Основные этапы УФ-спектрофотометрической методики количественного оп-
ределения доксиламина в крови 

 

Для проведения валидации УФ-спектро-
фотометрической методики количественно-
го определения доксиламина в крови приме-
няли нормализованные координаты [2. 9]; 
аналитический диапазон методики составля-
ет 25 – 175% [2]; за 100% принимали ле-
тальную концентрацию доксиламина в кро-
ви [10] – 25 мг/л (что соответствует 36 мг/л 
доксиламина сукцината). 

Для того, чтобы оценить потери докси 
 

ламина на каждой стадии пробоподготовки, 
выполняли анализ blank-проб матрицы и 
растворителя, в которые вводили аналит в 
количестве, соответствующем точкам 25%, 
100% и 175%, последовательно на каждом 
этапе методики (как показано на рис. 1), и 
определяли параметр «recovery» (R, %) и его 
воспроизводимость ( ,%r,RΔ ) как было 
предложено ранее.  
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Рисунок 2. Вклад стадий УФ-спектрофотометрической методики количественного опре-
деления доксиламина в крови без предварительной ТСХ-очистки в потери целевого аналита 

 Рисунок 3. Вклад стадий УФ-спектрофотометрической методикиколичественного опреде-
ления доксиламина в крови с предварительной ТСХ-очисткой в потери целевого аналита 

 
На рис. 2 и 3 представлена информация об 

абсолютном и относительном вкладе каждой 
стадии УФ-спектрофотометрической методи-
ки количественного определения доксиламина 
в крови в потери целевого аналита. 

Все потери аналита (Lanalyte, %) в ходе вы-
полнения биоаналитической методики ус-
ловно можно разделить на два типа – потери 
за счет выполнения операций пробоподго-
товки (операционные потери – Lprocedure, %) и 
потери за счет влияния биологической мат-

рицы (Lmatrix, %). Согласно полученным нами 
результатам можно сделать следующие вы-
воды: 
• ~70% общих потерь аналита приходится 
на потери второго типа – воспользовавшись 
принципом незначимости [9] можно пока-
зать, что операционные потери незначимы 
по сравнению с общими потерями, т. е. Lpro-

cedure ≤ 0,32·Lanalyte; 
• ~85% потерь, связанных с влиянием био-
логической матрицы, обеспечивают первые 
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две стадии процедуры пробоподготовки – 
настаивание биологического материала с 
трихлоруксусной кислотой и последующее 
центрифугирование (воспользовавшись 
принципом незначимости можно показать, 
что потери третьей и последующих стадий 
незначимы по сравнению с общими потеря-
ми и потерями второго типа, т. е. L3 – n ≤ 
0,32·Lanalyte и L3 – n ≤ 0,32·Lmatrix); 
• невысокое значение параметра «recovery» 
связано не с недостаточной эффективностью 
экстракции, а с неполным разрывом связей 
аналита с матрицей (белками и форменными 
элементами крови) и с его соосаждением на 
твердых компонентах биологической матри-
цы в ходе центрифугирования, т. е. англоя-
зычный термин «recovery» более корректно 
называть не «степенью экстракции», а при-
нятыми в отечественной литературе терми-
нами «степень изолирования» либо «степень 
извлечения» аналита из биологической мат-
рицы; 
• для повышения эффективности извлече-
ния аналита из матрицы, т. е. для увеличе-
ния значения параметра «recovery» необхо-
димо проводить модификацию и оптимиза-
цию критических стадий методики, т. е. 
подбирать реагенты, обеспечивающие мак-
симальный разрыв связей аналита с компо-
нентами матрицы, и минимизировать сооса-
ждение аналита на компонентах матрицы. 

Как уже обсуждалось ранее [3], исполь-
зованная для количественного определения 
доксиламина в крови процедура пробопод-
готовки является одной из общепринятых в 
судебно-токсикологическом анализе; основ-
ные этапы таких процедур по своей сути яв-
ляются общими, а различия касаются реа-
гентов, используемых для разрушения свя-
зей компонентов биологической матрицы с 
веществом, кратности экстракции, использу-
емых органических растворителей и их объ-

емов и т. д. Таким образом, с учетом полу-
ченных результатов, можно сформировать 
алгоритм выбора оптимальной процедуры 
пробоподготовки, обеспечивающей доста-
точную эффективность изолирования аналита 
из биологической матрицы: 

• на первом этапе необходимо проана-
лизировать по исследуемой методике рабо-
чие растворы аналита в точках 25%, 100% и 
175% и определить величины R, % и ,%r,RΔ  
– если величина R является низкой, либо 
невоспроизводимой, работать далее с такой 
процедурой пробоподготовки будет нецеле-
сообразным; 

• на втором этапе необходимо опреде-
лить параметр «recovery» и оценить его вос-
производимость для методики в соответст-
вии с предложенной ранее процедурой [4]; 

• на третьем этапе необходимо оце-
нить значимость Lprocedure по сравнению с Lma-

trix – если Lprocedure ≥ 0,32·Lmatrix, то можно про-
водить дальнейшую работу по валидации 
данной методики, в случае, если Lprocedure ≤ 
0,32·Lmatrix, методика нуждается в доработке 
в отношении стадий настаивания и центри-
фугирования.  

 
Выводы 

 

Итогом выполненной работы является вы-
деление критических стадий пробоподготов-
ки, нуждающихся в оптимизации для повы-
шения «recovery», путем оценки величины 
потерь целевого аналита на отдельных этапах 
методики на примере УФ-спектрофото-
метриического определения доксиламина в 
крови. Предложены подходы к выбору оп-
тимальной процедуры пробоподготовки, 
обеспечивающей достаточную эффектив-
ность изолирования аналита из биологиче-
ской матрицы. 
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Açar sözlər: validasiya, çıxarış dərəcəsi, UB-spektrofotometriya, doksilamin, bioanalitik üsullar 
 

Doksilaminin qanda UB-spektrofotometrik təyinatı misalında, metodikanın ayrı-ayrı etaplarında məqsədli analit 
itkisinin nəticəsinin qiymətləndirilməsi ilə nümunələrin hazırlanmasının kritik mərhələləri müəyyən edilmişdir ki, 
onlar da analitin bioloji matriksdən çıxışını artırmaq üçün optimallaşdırılmalıdır. Analitin bioloji matriksdən 
effektiv ayırmaq üçün, optimal nümunə hazırlığı proseduruna yanaşmalar təklif olunmuşdur.  

  
 
  

VALIDATION  OF  UV-SPECTROPHOTOMETRIC  METHODS  OF  QUANTITATIVE  
DETERMINATION  IN  FORENSIC AND TOXICOLOGICAL ANALYSIS: ESTIMATION  
OF  LOSSES  TARGET  ANALYTS  

 

Lina Yu. Klimenko1, Stanislav M. Trut1, Gennadiy P. Petyunin2  
1National University of Pharmacy,Ukraine  
2Kharkiv Medical Academy of Postgraduate Education, Ukraine  
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The critical steps of sample preparation required optimization for increasing recovery of analyte from 
biological matrix have been selected in the way of evaluation of the target analyte loss value at the me-
thod separate stages by the example of UV-spectrophotometric determination of doxylamine in blood. 
Approaches to choosing the optimum procedure of sample preparation, which provides the sufficient 
efficiency of analyte isolation from biological matrix have been suggested. 
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