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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы. 

Количественный химический анализ с метрологической точки зрения 

представляет собой сложное косвенное измерение, для выполнения которого 

применяется, как правило, несколько измерительных приборов и вспомогательных 

устройств, осложненное к тому же непосредственным вмешательством человека в 

процесс измерения, которое часто играет определяющую роль [Дворкин В.И., 

2019]. 

Исследование метрологических характеристик аналитической методики 

направлено на определение точности путем оценки систематических и случайных 

влияний на единичные результаты. Традиционно в химической метрологии 

рассматривают две составляющие точности: правильность и прецизионность. Все 

более распространенным становится представление точности через единую 

числовую характеристику – «неопределенность измерения» [Magnusson B., 

Ornemark U., 2016].  

Поиск потенциального источника погрешностей заставляет химика-аналитика 

оценивать каждый отдельный этап анализа по количеству вносимых ошибок, а в 

дальнейшем выполнять поиск методов их снижения – параметров оптимизации 

[Севостьянова Н. Т., Баташев С. А., 2018]. 

В контроле качества лекарственных средств и судебно-химической экспертизе 

пробоподготовка считается наиболее сложным этапом аналитического 

исследования, поскольку она влияет на всю аналитическую методику. В 

большинстве случаев пробоподготовка представляет собой сложную процедуру, 

состоящую из нескольких этапов. Она является потенциальным источником 

ошибок и в итоге определяет либо удовлетворительный результат, либо ставит его 

под сомнение [Soares da Silva Burato J. et al., 2020; Filippou O. et al., 2017].  

Одним из вариантов нивелирования погрешностей аналитической методики 

является планирование эксперимента – это оптимальное управление 

экспериментом в условиях неполной информации о механизме процесса. В 

настоящее время в исследованиях широко применяются методы планирования 
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эксперимента, которые позволяют с минимальными затратами материальных, 

временных и человеческих ресурсов получить всю информацию, необходимую для 

построения адекватных математических моделей исследуемых объектов и 

процессов [Соболь И.В. и др., 2021; Селезнева Е.В., Юрина Т.А., 2014]. 

Большое значение для автоматизации аналитического процесса и дальнейшего 

его управления имеет установление связи между всеми этапами анализа, а также 

между аналитиком и техническим устройством, которое обеспечивается c 

помощью компьютерных программ [Шавейко А.И., Олеферович А.В., 2020]. 

Для задач химической метрологии в РФ доступны ряд программных 

продуктов – лабораторных систем, например, LabWare LIMS, 1С: LIMS 

Управление лабораторией предприятия, Lab5725X. Данные системы 

поддерживают все современные стандарты и протоколы, компании-разработчики 

предоставляют библиотеки модулей, расширяющих как базовую 

функциональность, так и специальную, предназначенную для определенной 

отрасли: контроля качества лекарственных средств, биоаналитических 

исследований, экотоксикологического контроля [Куцевич В.И., 2022].  

Очевидными недостатками данных продуктов являются финансовая и 

функциональная привязка потребителя к компании-разработчику – данные 

системы являются платными, ориентированы на крупнопоточные 

производственные лаборатории, требуют гибкой настройки под текущие задачи 

лаборатории, а также избыточная функциональность для контроля качества 

лекарственных средств, судебно-химической экспертизы. 

Степень разработанности темы. В ряде работ рассматриваются 

методические подходы к расчету метрологических характеристик методик 

количественного определения целевых веществ с использованием статистических 

оценок [Савкова Е.Н., 2019; Кадис Р.Л., 2008; Леонтьев Д.А., Гризодуб А.И., 2007]. 

Однако в них отсутствуют унифицированные для фармацевтического анализа и 

судебно-химической экспертизы подходы к метрологической оценке вклада и 

научно обоснованному планированию отдельных этапов анализа. В связи с этим 

совершенствование и разработка новых алгоритмов метрологической оценки 
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отдельных этапов анализа, а также автоматизация расчетных процедур, 

необходимы для повышения качества и доказательности анализа в контроле 

качества лекарственных средств и судебно-химической экспертизе. 

Цель исследования. Целью настоящей диссертационной работы является 

разработка алгоритмов метрологической оценки отдельных этапов анализа в 

контроле качества лекарственных средств и судебно-химической экспертизе на 

примерах определения диосмина в лекарственных препаратах и верапамила в 

крови. 

Для достижения поставленной цели необходимо решить следующие задачи: 

1. Сравнительная оценка метрологических характеристик аналитических методик 

количественного определения диосмина в лекарственных препаратах методом 

УФ-спектрофотометрии и верапамила в крови методами УФ-

спектрофотометрии, газовой хроматографии с масс-селективным 

детектированием, тонкослойной хроматографии с компьютерной 

денситометрией. 

2. Анализ характера зависимости между систематической ошибкой и суммарной 

ошибкой количественного определения диосмина в лекарственных препаратах 

и верапамила в крови. 

3. Обоснование алгоритма оценки систематической ошибки аналитических 

методик количественного определения диосмина методом УФ-

спектрофотометрии и верапамила в крови методами газовой хроматографии с 

масс-селективным детектированием, тонкослойной хроматографии с 

компьютерной денситометрией. 

4. Разработка алгоритма оценки погрешности этапа пробоподготовки для 

аналитических методик количественного определения диосмина в 

лекарственных препаратах и верапамила в крови.  

5. Разработка алгоритма планирования, оптимизации пробоподготовки 

лекарственных препаратов при определении диосмина и проб крови при 

определении верапамила. 
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6. Разработка компьютерной программы для формирования матрицы 

планирования эксперимента по оптимизации пробоподготовки и ее апробация 

на методиках количественного определения диосмина в контроле качества 

лекарственных средств и верапамила в крови в судебно-химической экспертизе. 

Научная новизна. В ходе исследования даны сравнительные оценки 

метрологических характеристик при реализации различных методических 

подходов к определению и расчету содержания анализируемого вещества для 

методик количественного анализа с применением спектрофотометрии, газо-

жидкостной хроматографии с масс-спектрометрическим детектированием и 

тонкослойной хроматографии с компьютерной денситометрией. 

Разработан алгоритм оценки систематической ошибки аналитических методик 

при количественном определении целевых веществ методом УФ-

спектрофотометрии в лекарственных препаратах, а также в биологических 

жидкостях методами газовой хроматографии с масс-селективным 

детектированием, тонкослойной хроматографии с компьютерной денситометрией. 

Показано, что ошибки на этапе пробоподготовки для аналитических методик 

количественного определения лекарственных препаратов и аналитов в 

биологических жидкостях методами твердо-жидкостной и жидкость-жидкостной 

экстракции вносят значительный вклад в общую погрешность методики.  

Впервые обоснован алгоритм теоретической оценки погрешности 

пробоподготовки в контроле качества лекарственных препаратов и биологических 

жидкостей в судебно-химической экспертизе. Дана сравнительная оценка 

метрологических характеристик при реализации различных методических 

подходов к определению и расчету содержания анализируемого вещества для 

методик количественного анализа с применением УФ-спектрофотометрии, газовой 

хроматографии с масс-селективным детектированием, тонкослойной 

хроматографии с компьютерной денситометрией. 

Получены математические модели (множественной линейной регрессии) 

влияния внешних факторов на степень извлечения (экстракции) из пробы целевого 
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вещества при пробоподготовке методами твердо-жидкостной и жидкость-

жидкостной экстракции.  

Предложены схемы математического планирования эксперимента, а также 

пути оптимизации методик количественного определения целевого вещества на 

примерах анализа лекарственных препаратов, содержащих диосмин, а также 

биологических жидкостей при судебно-химическом исследовании на верапамил.  

Разработана компьютерная программа для ЭВМ «ChemPlan 1.0», которая 

позволяет формировать матрицу эксперимента в зависимости от количества 

учитываемых факторов с их трехуровневой градацией (низкий, средний, высокий).  

Теоретическая и практическая значимость. Теоретическая значимость 

результатов исследования заключается в формировании у аналитиков: 

компетенций в сфере математического планирования эксперимента для различных 

схем многофакторного анализа, а также методических принципов оценки 

погрешности отдельных этапов анализа в контроле качества лекарственных 

препаратов и в судебно-химической экспертизе.  

Сформулированные в работе методические принципы являются 

практическими рекомендациями по разработке методик количественного анализа 

объектов исследования в контроле качества лекарственных средств и судебно-

химической экспертизе. 

При использовании компьютерной программы для ЭВМ «ChemPlan 1.0» 

расчетные процедуры планирования и оптимизации автоматизируются, что в 

дальнейшем в рутинной аналитической практике позволит упростить и ускорить 

внедрение и совершенствование аналитических методик.  

Личный вклад автора. Результаты экспериментальных исследований, 

представленные в диссертации, получены автором лично, либо при его 

непосредственном участии. Автором проведена сравнительная оценка 

метрологических характеристик методик количественного определения диосмина 

в лекарственных препаратах и верапамила в крови, обоснован алгоритм оценки 

систематической ошибки указанных аналитических методик, разработан алгоритм 

оценки погрешности пробоподготовки лекарственных препаратов с диосмином 
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методом твердо-жидкостной экстракции и пробоподготовки проб крови методом 

жидкость-жидкостной экстракции, предложен алгоритм планирования и 

оптимизации  пробоподготовки на примерах определения диосмина в 

лекарственных препаратах и верапамила в крови, выполнена статистическая 

обработка экспериментальных данных, разработана программа для ЭВМ 

«ChemPlan 1.0».  

Связь задач исследования с планом научно-исследовательской работы. 

Диссертационная работа выполнена в соответствии с планом научно-

исследовательской работы ФГБОУ ВО СамГМУ Минздрава России «Химико-

фармацевтические, биотехнологические, фармакологические и организационно-

экономические исследования по разработке, анализу и применению 

фармацевтических субстанций и лекарственных препаратов» (№ государственного 

учета AAAA-A19-119051490148-7). 

Публикации. Опубликовано 14 печатных работ, в том числе 4 работы в 

журналах из перечня рецензируемых научных изданий, из них 1 статья 

опубликована в журнале, индексируемом в международной базе Scopus. Получено 

1 свидетельство о государственной регистрации программы для ЭВМ. 

Издано 1 информационное письмо для химиков-экспертов «Планирование 

процедуры жидкость-жидкостной экстракции в судебно-химической экспертизе», 

утвержденное ФГБУ «Российский центр судебно-медицинской экспертизы» 

Минздрава России. 

Внедрение результатов исследования. Разработанное по результатам 

исследования информационное письмо «Планирование процедуры жидкость-

жидкостной экстракции в судебно-химической экспертизе» издано ФГБУ 

«Российский центр судебно-медицинской экспертизы» Минздрава России. 

Алгоритм с применением математического планирования этапа пробоподготовки 

при помощи программы «ChemPlan 1.0» апробирован и внедрен в практическую 

деятельность ООО «Самарская фармацевтическая фабрика» и ООО «Лекарь» (акты 

внедрения от 27.09.2022 г.), филиала № 3 ФГКУ «111 Главного государственного 

центра судебно-медицинских и криминалистических экспертиз Минобороны 
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России» (акт внедрения от 21.10.2022 г.), учебный процесс в Пермской 

фармацевтической академии (01.12.2022 г.), Курском государственном 

медицинском университете (акт внедрения от 08.12.2022 г.), Башкирском 

государственном медицинском университете (акт внедрения от 07.12.2022 г.).  

Соответствие диссертации паспорту научной специальности. 

Диссертационная работа соответствует пп. 3, 4 паспорта научной специальности 

3.4.2. Фармацевтическая химия, фармакогнозия. 

Методология и методы исследования. Методологическая основа 

исследования заключалась в научном поиске и обосновании методических 

подходов метрологической оценки отдельных этапов анализа в контроле качества 

лекарственных средств и судебно-химической экспертизе. 

При выполнении диссертационного исследования были использованы 

методы: УФ-спектрофотометрии, тонкослойной хроматографии с компьютерной 

денситометрией, газовой хроматографии с масс-селективным детектированием.  

Для статистической обработки полученных результатов использовали 

обработку выборок методами вариационной статистики, регрессионный, 

корреляционный, однофакторный дисперсионный анализы. 

Положения, выдвигаемые на защиту: 

- метрологические характеристики аналитических методик количественного 

определения диосмина в лекарственных препаратах методом УФ-

спектрофотометрии, верапамила в крови методами УФ-спектрофотометрии, 

газовой хроматографии с масс-селективным детектированием, тонкослойной 

хроматографии с компьютерной денситометрией; 

- корреляционные зависимости между систематической ошибкой и общей 

ошибкой определения для методик количественного анализа диосмина в 

лекарственных препаратах и верапамила в крови; 

- алгоритм оценки систематической ошибки аналитических методик 

количественного определения диосмина методом УФ-спектрофотометрии и 

верапамила в крови методами газовой хроматографии с масс-селективным 

детектированием, тонкослойной хроматографии с компьютерной денситометрией; 
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- алгоритм оценки погрешности этапа пробоподготовки для аналитических 

методик количественного определения диосмина в контроле качества 

лекарственных средств в лекарственных препаратах и верапамила в крови в 

судебно-химической экспертизе; 

- компьютерная программа «ChemPlan 1.0» для формирования матрицы 

эксперимента по планированию и оптимизации пробоподготовки;  

- математические модели твердо-жидкостной экстракции диосмина из 

лекарственных препаратов и жидкость-жидкостной экстракции верапамила из проб 

крови; 

- алгоритмы планирования, оптимизации пробоподготовки лекарственных 

препаратов при определении диосмина и проб крови при определении верапамила. 

Степень достоверности научных положений определяется 

представительностью и достоверностью первичных аналитических данных; 

корректностью сбора информации; широким использованием современных 

физико-химических методов анализа и статистических методов исследования; 

репрезентативностью выборки; апробацией и подтвержденным внедрением 

результатов в практику. Для обработки результатов исследований использованы 

методы статистического анализа данных. Сформулированные в диссертации 

выводы аргументированы и логически вытекают из результатов анализа и четко 

аргументированы. 

Апробация результатов. Основные результаты работы доложены на 

следующих конференциях: Международном научном форуме «Наука и инновации 

– Современные концепции» (Москва, 2020), научно-практической конференции 

«Современные проблемы химии, технологии и фармации» (Чебоксары, 2020), I 

Межвузовской научно-практической конференции с международным участием 

«Синтез наук как основа развития медицинских знаний» (Самара, 2020), 

Всероссийской научно-практической конференции с международным участием, 

посвященной 90-летию з.д.н. РФ профессора А.А. Лебедева «Аспирантские чтения 

– 2020. Молодые ученые: научные исследования и инновации» (Самара, 2020), 

Всероссийской научно-практической конференции с международным участием, 
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посвященной 90-летию з.д.н. РФ профессора А.А. Лебедева «Аспирантские чтения 

– 2021: молодые ученые - медицине» (Самара, 2021), Научно-практической 

конференции с международным участием «Актуальные проблемы химической 

безопасности в сфере фармацевтической и медицинской науки и практики», 

посвященной 50-летию кафедры токсикологической химии (Пермь, 2022). 

Объем и структура работы. Диссертационная работа изложена на 176 

страницах, состоит из введения, обзора литературы, 3 глав собственных 

исследований, общих выводов, списка литературы и приложения. Содержит 54 

таблицы, 27 рисунков. Список литературы состоит из 184 источников, в том числе 

60 на иностранных языках. 
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ГЛАВА 1. МЕТРОЛОГИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ КОЛИЧЕСТВЕННОГО 

ХИМИЧЕСКОГО АНАЛИЗА В КОНТРОЛЕ КАЧЕСТВА 

ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ И СУДЕБНО-ХИМИЧЕСКОЙ 

ЭКСПЕРТИЗЕ (обзор литературы) 

1.1. Общие подходы к метрологической оценке методик количественного 

химического анализа 

Для обеспечения достоверности аналитического контроля веществ и 

материалов необходимо разработать общий подход к оценке качества анализа и 

пригодности его для решения конкретных аналитических задач. Специалисты в 

области метрологии и аналитической химии оценили возможность включения в 

процедуру химического анализа специального метрологического раздела с 

методами математической статистики [105]. Количественный химический анализ 

как вид измерения имеет ряд особенностей. В отличие от большинства видов 

метрологических исследований, аналитический сигнал зависит не только от 

определяемой концентрации, но и от общего состава пробы, компоненты которой 

влияю, иногда кардинально, на результат анализа [57].    

Другое отличие аналитических измерений – отбор и формирование пробы для 

анализа. Проба должна быть представительной, т.е. отражать состав партии 

вещества или материала (фармацевтической субстанции, лекарственного 

препарата, биологического материала и др.), масса которой во много раз превышает 

массу пробы и при этом может быть неоднородной. Более того, отбор пробы, как 

правило не входит в функции аналитической лаборатории, проводится или 

непосредственно в процессе производства, или специальными службами [38]. 

Таким образом, один из главных видов анализа – аналитический контроль – 

базируется на триаде «производство – пробоотбор – анализ». Результат 

аналитического контроля выдает лаборатория, он включает погрешность 

(неопределенность) процедуры пробоотбора, которая может существенно 

превышать погрешность для собственно химического анализа. Учитывая, что сама 

аналитическая лаборатория пробоотбор не проводит, перед проведением анализа 

она должна получить информацию о том, каким образом представленный образец 
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был получен и каким образом установлена его представительность. Проблема 

метрологии пробоотбора чаще всего относят к числу нерешенных [86]. 

Главная особенность количественного анализа как вида измерений – 

необходимость с учетом его особенностей для получения результата иметь 

методики анализа для любых конкретных видов веществ и объектов со 

специальным метрологическим разделом. Без методики анализа даже при наличии 

современного аналитического оборудования невозможно получить достоверные 

результаты количественного химического анализа [56]. 

Существует мнение, что метрологические аспекты количественного анализа 

всесторонне исследованы и необходимо просто использовать разработанный 

формализм в рутинной практике анализа. Однако, разработаны лишь общие 

подходы к метрологии анализа, узаконены – терминология, требования к 

методикам и другие нормативные характеристики. Следует понимать, что способы 

обеспечения достоверности, учет индивидуальных особенностей каждого объекта 

анализа, исследование бюджета неопределенности результата анализа и ряд других 

положений до сих пор часто входят в число нерешенных задач [96]. 

Наиболее сложной и важной составляющей разработки методики анализа 

является оценка ее метрологических характеристик, требующая специальных 

экспериментальных и теоретических исследований, а также учета специфики 

объекта анализа – фармацевтических субстанций, многокомпонентных объектов: 

лекарственных препаратов, лекарственного растительного сырья, биологического 

материала [28]. 
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Рисунок 1 – Структура погрешности в количественном химическом анализе 

 

В свою очередь методика измерений – совокупность операций и правил, 

выполнение которых обеспечивает получение результата анализа с 

установленными показателями качества, к которым относится погрешность и 

неопределенность [113]. Показатели качества методики анализа – значения 

неопределенности или приписанной характеристики погрешности методики 

анализа и составляющих неопределенности или характеристики погрешности. К 

показателям качества методики анализа относят показатели точности, 

правильности, воспроизводимости, прецизионности, а также, при необходимости, 

другие показатели, характеризующие составляющие бюджета неопределенности 

или погрешности измерений, получаемых по методике анализа [82]. 

Точность – степень близости результата измерений к принятому опорному 

значению. Понятие «точность измерений» описывает качество измерений в целом, 

объединяя понятия правильность и прецизионность измерений.  

Правильность – степень близости среднего значения, полученного на 

основании большой серии результатов измерений (или результатов испытаний), к 

принятому опорному значению. Меру правильности обычно выражают в терминах 

систематическая погрешность или смещение [95]. 

Смещение – разность между математическим ожиданием результатов 

измерений (наблюдений) и принятым опорным значением. Смещение является 

общей систематической погрешностью.  
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Систематическая погрешность – разность между математическим ожиданием 

результатов измерений и истинным или принятым опорным значением [46]. 

Прецизионность – степень близости друг к другу независимых результатов 

измерений, полученных в конкретных регламентированных условиях. 

Прецизионность зависит от распределения случайных ошибок и не связана ни с 

истинным, ни с заданным значениями. Меру прецизионности обычно выражают в 

терминах рассеяния и вычисляют как стандартное отклонение результатов 

наблюдений. Малой прецизионности соответствует большое стандартное 

отклонение. Независимость результатов наблюдений означает, что результаты 

получены таким образом, что отсутствует влияние предыдущих результатов на том 

же самом или аналогичном объекте наблюдений. Количественные меры 

прецизионности решающим образом зависят от принятых условий. Понятие 

«прецизионность измерений» используется для определения понятий 

повторяемости измерений, внутрилабораторной (промежуточной) прецизионности 

измерений и воспроизводимости измерений [30].  

Воспроизводимость – прецизионность в условиях воспроизводимости. 

Условия воспроизводимости – условия, при которых результаты измерений 

получают одним и тем же методом, на идентичных объектах испытаний, в разных 

лабораториях, разными операторами, с использованием различного оборудования. 

Воспроизводимость результатов измерений – степень близости друг к другу 

независимых результатов измерений, полученных в условиях воспроизводимости 

– одним и тем же методом на идентичных объектах, в разных лабораториях, 

разными операторами, с использованием различного оборудования [90]. 

Погрешность (результата измерения или анализа) – разность между 

измеренным значением величины и опорным значением величины. Погрешность 

измерения складывается из случайной и систематической погрешностей [6,40].  

Все большее акцентирование в данном разделе описания методов измерения 

уходит на неопределенность результатов, полученных используемыми методами 

[110]. Неопределенность – неотрицательный параметр, характеризующий 

рассеяние значений величины, приписываемых измеряемой величине на основании 
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измерительной информации. Неопределенность измерений включает в себя в 

общем случае несколько составляющих. Некоторые из этих составляющих могут 

быть оценены по статистическим распределениям результатов серии измерений и 

охарактеризованы экспериментальным стандартным отклонением. Другие 

составляющие, которые также могут быть охарактеризованы стандартными 

отклонениями, оцениваются на основе предположений о распределении 

вероятностей, основанных на экспериментальной или другой информации [54]. 

 

1.2. Метрологическая аттестация методик количественного химического 

анализа 

В фармацевтическом анализе и судебно-химической экспертизе  приоритет 

принадлежит инструментальным методам хроматографического анализа, реже 

используется метод тонкослойной хроматографии. Перечисленные методы 

характеризуют физико-химические свойства веществ, которые являются 

постоянными величинами, но так как анализ проводится в различных условиях, на 

различном оборудовании сравнить результаты невозможно. Именно для 

прослеживаемости и сравнимости результатов анализа, проводимых на разном 

оборудовании, разными операторами в различающихся условиях необходимо 

использовать стандартные образцы в качестве критерия сравнения результатов 

анализа. Только в таком случае можно говорить об единстве измерений и 

прослеживаемости результатов анализа [84]. 

Базовый международный стандарт ISO Guide30: 2015 дает общее определение 

стандартному образцу – это вещество, достаточно однородное и стабильное по 

отношению к одному или нескольким определенным свойствам, для того чтобы 

использовать его в соответствии с назначением в измерительном процессе [163].  

Стандартные образцы используют в качестве «эталонов» при идентификации 

веществ, для градуировки аналитических приборов при проведении 

количественного анализа, валидации методик и контроля качества результатов 

измерений. Таким образом, стандартный образец – это вещество с точно 
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установленным показателем (который называется «аттестованным показателем») 

[10].  

Классификация стандартных образцов: 

- по характеру нормируемой величины – стандартные образцы состава, 

стандартные образцы свойств; 

- по назначению – для качественного анализа, для количественного анализа; 

- по ISO Guide30 – стандартные образцы (RM), сертифицированные 

(аттестованные) стандартные образцы (CRM); первичные стандартные образцы, 

вторичные стандартные образцы; 

- по отраслевой принадлежности – фармацевтические стандартные образцы, 

фитостандарты, стандарты для экологического контроля и т.д.; 

- по области использования – международные, национальные 

(государственные), отраслевые, стандартные образцы предприятия [35]. 

Например, сертифицированный (аттестованный) стандартный образец (CRM), 

в отличие от стандартного образца (RM) имеет точно установленное аттестованное 

значение; аттестованное значение установлено в лаборатории, аккредитованной по 

ИСО 17025; значение приведено с неопределенностью; значение имеет 

метрологическую прослеживаемость к эталонам; обязательно сопровождается 

паспортом. Кроме того, производитель CRM должен подтвердить свою 

компетентность путем аккредитации по стандарту ISO Guide 34 [36]. 

В сфере государственного регулирования обеспечения единства измерений 

применяются стандартные образцы утвержденных типов. Для применения в 

сферах, относящихся к «области государственного регулирования» должны 

применяться аттестованные стандартные образцы, признанные государством 

– государственные стандартные образцы (ГСО) [116]. 

Для применения в сферах, не относящихся к области государственного 

регулирования, предприятия могут решать самостоятельно, какие стандартные 

образцы использовать: государственные, отраслевые или стандартные образцы 

предприятия. Следует отметить что, любой ГОСТ на территории РФ доброволен к 

применению. Надо учитывать, что присутствует сильная отраслевая специфика и 
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регуляторные органы устанавливают свои требования к использованию 

стандартных образцов. 

Отечественные производители выпускают в основном стандарты ранга ГСО, 

используемые для работы в области государственного регулирование обеспечения 

единства измерений. Стандартных образцов ранга RM производится существенно 

меньше. 

Выпуск и аттестация ГСО требует больших затрат и сроков. Этим объясняется 

небольшой по объему перечень стандартных образцов органических соединений, 

производимых отечественными предприятиями. При этом в РФ есть научно-

техническая база для создания стандартных образцов органических соединений 

ранга CRM, например, лаборатории Уральского НИИ метрологии [111]. 

Отечественных фармацевтических стандартных образцов в настоящее время 

нет.  Поэтому приходится использовать стандартные образцы (CRM) фармакопей 

Европы (EP) и США (USP) [84]. 

При этом понятно, что применение и первичных (международных) 

стандартных образцов и фармакопейных стандартных образцов весьма 

дорогостоящее мероприятие, существенно влияющее на целевой продукт. В этой 

связи в фармацевтической отрасли согласно требованиям надлежащей 

производственной практики (GMP) с успехом применяется двухуровневая система 

стандартных образцов: 

1) Фармакопейный СО (ФСО): СО, аттестованный, введенный в действие и 

распространяемый фармакопейным органом для контроля качества ЛС (т.е. по 

процедуре как для отраслевого СО). ФСО используется для проведения 

арбитражных анализов и для калибровки вторичных СО предприятия (ВСО). ФСО 

формально признается как первичный СО, который стоит в начале цепочки 

измерений [88]. 

2) Вторичный СО предприятия (ВСО): используется для проведения рутинных 

анализов, обязательно должен быть откалиброван по ФСО (т.е. это обязательно 

вторичный СО). ВСО имеет статус СО предприятия. 
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Для некоторых соединений стандартных образцов, аттестованные 

уполномоченным фармакопейным органом вообще отсутствуют. При их 

отсутствии для идентификации и оценки содержания действующего вещества 

должны использоваться первичные стандартные образцы. Первичные стандартные 

образцы могут быть различного ранга: CRM, RM, ГСО, стандартные образцы 

предприятия [78,108]. 

Корректно аттестованные первичные СО являются дорогими для рутинного 

контроля даже для фармацевтических компаний, которые сами аттестуют их для 

инновационных препаратов. Крупные фармацевтические предприятия создают 

специализированные центры, предназначением которых являются аттестация 

первичных СО для оригинальных препаратов и калибровка по ним ВСО для 

обеспечения рутинных анализов. Таким образом соблюдается принцип 

прослеживаемости результатов анализа [64]. 

Если нужного стандартного образца нет среди коммерческих первичных 

стандартов, остается единственный вариант – аттестовывать первичный 

стандартный образец предприятия и использовать его для контроля качества 

продукции [66]. 

Для проведения качественного и количественного анализа в первую очередь 

необходимо соответствующее метрологическое обеспечение – цикл мероприятий, 

правил, действий, наличие материалов, использование устройств, направленных на 

получение достоверных, правильных, точных и воспроизводимых результатов 

измерений, по которым можно судить о показателях, включая показатели качества 

и показатели безопасности продукции [111]. 

Основными документами по данному вопросу являются ГОСТ Р 8.563-2009 

«ГСИ. Методики (методы) измерений» и Р 50.2.090-2013 «ГСИ. Методики 

количественного химического анализа. Общие требования к разработке, 

аттестации и применению» [33]. 

Оценка метрологических характеристик методик количественного 

определения в фармацевтическом анализе в настоящий момент сводится к 

охарактеризованности методики методами математической статистики. При чем 



22 
 
при разработке новых и модернизации уже имеющих методик гораздо большее 

внимание уделяется процедуре математической обработки результатов 

химического анализа. При этом собственно методике проведения определения 

отводится второстепенное место [22]. 

В фармацевтическом анализе для установления соответствия качества ЛС 

регламентируемым нормам предполагается применение различных аналитических 

методов. Процесс лабораторного изучения степени пригодности аналитических 

методов получил название «валидация» (validation) 

[5,11,92,124,129,133,136,140,141,142,144,146,148,151,165,170,177,178,181,182,183,

184]. В Государственную Фармакопею XIV издания включена ОФС.1.1.0012.15 

«Валидация аналитических методик». Согласно данной ОФС валидация 

аналитической методики – это экспериментальное доказательство того, что 

методика пригодна для решения предполагаемых задач. Статья регламентирует 

характеристики аналитических методик, определяемые с целью их валидации, и 

соответствующие критерии пригодности валидируемых методик, 

предназначенных для контроля качества лекарственных средств: 

фармацевтических субстанций и лекарственных препаратов [69,117]. 

Оценка аналитической методики при валидации проводится по 

перечисленным характеристикам, выбираемым с учетом типовых рекомендаций, а 

именно: 

− специфичности (specificity); 

− пределу обнаружения (detection limit); 

− пределу количественного определения (quantitation limit); 

− аналитической области (range); 

− линейности (linearity); 

− правильности (trueness); 

− прецизионности (precision); 

− устойчивости (robustness) [122]. 
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Стоит отметить, что термин «валидация» часто путают с термином 

«верификация», что встречалось в ряде работ, например, в [18]. Отличие данных 

терминов в том, что верификацию проводят с целью проверки соответствия 

качества продукции установленным требованиям и предупреждения запуска в 

производство или эксплуатацию несоответствующей продукции [8,34]. Иными 

словами, верификация вводится для обозначения процедуры, которую должна 

выполнить лаборатория чтобы использовать стандартные методики, прежде чем 

приступить к испытаниям, а именно иметь оборудование, квалифицированный 

персонал и др. [75]. Верификация является обязательной процедурой перед 

введением в рутинную эксплуатацию новых приборов [19]. 

Для того чтобы результаты аналитических измерений удовлетворяли 

требованиям нормативной документации, необходимо обеспечить соблюдение 

норм и требований, регламентирующих использование средств измерений, 

вспомогательного и испытательного оборудования [55]. В том числе контроль 

метрологического обеспечения выражается в аттестации разрабатываемых и 

применяемых методик анализа [48].  

Аттестацию методик измерений, применяемых в сфере государственного 

регулирования обеспечения единства измерений, проводят аккредитованные в 

установленном порядке в области обеспечения единства измерений юридические 

лица и индивидуальные предприниматели, в том числе государственные научные 

метрологические институты и государственные региональные центры метрологии. 

При аттестации методик измерений проводят исследование и подтверждение 

соответствия: 

- методик измерений – их целевому назначению, т.е. соответствие 

предлагаемой методики свойствам объекта измерений и характеру измеряемых 

величин; 

- условий выполнения измерений – требованиям к применению данной 

методики измерений; 

- показателей точности результатов измерений и способов обеспечения 

достоверности измерений – установленным метрологическим требованиям; 
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- используемых в составе методики измерений средств измерений, 

стандартных образцов – условиям обеспечения прослеживаемости результатов 

измерений к государственным первичным эталонам единиц величин, а в случае 

отсутствия соответствующих государственных первичных эталонов единиц 

величин – к национальным эталонам единиц величин иностранных государств; 

- записи результатов измерений – требованиям к единицам величин, 

допущенным к применению в Российской Федерации; 

- форм представления результатов измерений – метрологическим требованиям 

[39]. 

Однако в настоящее время для проведения судебно-химической экспертизы 

отсутствует узконаправленная нормативная база, но разработанные в рамках этой 

деятельности методики также требуют проведения процедур аттестации для 

определения соответствующих метрологических параметров, валидации методик и 

установления процедур контроля стабильности результатов судебно-химической 

экспертизы [12,39,72].  

Основным вариантом метрологической экспертизы аналитических методик в 

РФ для судебно-химической экспертизы и химико-токсикологического анализа 

является валидация [29,112]. «Руководство по валидации аналитических методик, 

используемых в судебно-химическом и химико-токсикологическом анализе 

биологического материала» носит рекомендательный характер, при этом не 

исключает возможность аттестации методик с включением в Реестр МВИ 

Росстандарта [85].   

Для метрологического обеспечения судебно­химических и 

химико­токсикологических исследований также, как и в фармацевтическом 

анализе используются стандарты: ГОСТ Р ИСО 5725-1-2002, ГОСТ Р ИСО/МЭК 

17025-2006, которые обеспечивают получение достоверных, правильных, точных 

и воспроизводимых результатов экспертных исследований [39,42,43]. Данные 

документы хоть и рекомендуют достаточно большой набор способов контроля 

качества результатов исследований, приемлемых в судебно-химической 

экспертизе, однако являются не целевыми для них.  
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Также требуется обоснование возможности применения контрольных карт для 

контроля стабильности результатов химико­токсикологического анализа на основе 

компьютерных программ, позволяющих полностью или частично 

автоматизировать внутрилабораторный контроль [39,94,109]. Стандартизация и 

контроль на всех этапах – залог получения достоверных и воспроизводимых 

результатов судебно-химического исследования [39,52].  

 

1.3. Статистическая оценка этапов аналитической методики 

Жизненный цикл аналитического процесса охватывает этапы от постановки 

задачи химического анализа до ее реализации. На первом этапе необходимо четкое 

понимание и документирование требований со стороны заказчика, наличие 

ресурсов, наличие методов, устранение всех неясностей и непонимания до начала 

работ [37].  

Погрешности в химическом анализе встречаются на всех этапах его процесса 

от пробоотбора до получения аналитического сигнала измерительным прибором. 

Так, измерение рассматривается как последовательность трех основных этапов - 

отбора проб, пробоподготовки, преаналитического, аналитического, 

постаналитического анализа (или подготовки к испытаниям, проведения 

испытаний, обработки и анализа результатов), на протяжении которых объект 

претерпевает изменения, переходя из одного состояния в другое, от целевого 

объекта до лабораторной пробы, предоставляя возможность получения 

измерительной информации и одновременно факт ее неизбежных потерь 

[76,99,115]. 

Особое внимание уделяется вкладу в неопределенность анализа стадии 

пробоотбора. Чтобы этот этап не искажал значимо конечный результат, процедура 

пробоотбора должна быть детально описана и метрологически оценена. Важен 

принцип выбора аналитического метода, который опирается на: вид пробы, 

матрицу и измеряемую величину; используемое оборудование; пределы 

обнаружения и границы определяемых содержаний; селективность; 

потенциальные метрологические характеристики; продолжительность; стоимость 
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и др. Обобщены подходы к валидации или аттестации методик и/или ее 

верификации в зависимости от задач, связанных с разработкой нестандартной 

методики или модификацией стандартизованной методики [8].  

Показано, что основой валидации методик химического анализа является 

оценка неопределенности. Отмечено, что это не только формализованная 

процедура, но и методически грамотное сопровождение научно-

исследовательского процесса разработки метода анализа в части очистки 

аналитического сигнала, способов выявления и устранения источников его 

искажения, выбора подходов к построению градуировочных зависимостей, 

стандартных образцов [8]. 

Характер применяемого в методике аналитического сигнала оказывает 

значительное влияние на точностные характеристики методики количественного 

определения [2,17,53]. Например, сравнение обычного и модифицированного 

вариантов способа внешнего стандарта в газохроматографических исследованиях 

показывает, что замена абсолютных значений площадей пиков отношениями 

площадей пиков целевого аналита и растворителя не влияет на характеристики 

точности определений по критерию «введено-найдено», но уменьшает случайную 

составляющую погрешности определений в 2-3 раза. Обсуждается проблема 

повышения подобных статистических оценок, для чего представляется 

целесообразным изменение «дизайна» экспериментальных операций. Вместо 

последовательных анализов однотипных образцов предпочтительнее использовать 

параллельные определения [113]. 

Показана принципиальная возможность количественного извлечения ряда 

лекарственных веществ из водных матриц с применением высаливания. 

Установлены закономерности высаливания изученных веществ из водных 

растворов [67,83,119].  

В частности, высаливающая способность солей резко увеличивается с 

увеличением заряда аниона соли. Значительное влияние на эффект высаливания 

оказывает природа экстрагируемого соединения. Так показано, что в гексан могут 

быть количественно извлечены следующие соединения: кодеин, модафинил, 
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афрафинил. Фенобарбитал и псевдоэфедрин ввиду их высокой гидрофильности 

количественно не извлекаются гексаном даже при концентрации соли близкой к 

насыщению. Для экстракции фенобарбитала и псевдоэфедрина использован более 

активный, но менее селективный хлороформ. На основании полученных величин 

констант распределения веществ и их кислотно-основных свойств предложены 

экстракционные методики пробоподготовки различных объектов при определении 

в них изученных веществ с использованием высаливания [86].  

Например, при переводе пробы в удобную для анализа форму используют 

следующие операции: экстракция, флотация, магнитная сепарация и т.п. Каждая из 

операций может сопровождаться потерей аналита, поскольку ни один из методов 

разделения не обеспечивает полного выделения и не гарантирует абсолютной 

чистоты отдельных фракций по отдельным компонентам. Погрешности, 

сопровождающие операции разделения, могут занижать или завышать конечный 

результат [32,70,81].  

Далее аналитик получает аналитическую форму определяемого компонента, 

например, добавляются специфические реагенты (осадители, 

комплексообразователи, восстановители, окислители и т.д.) Данный этап также 

отягощен погрешностями, которые возникают вследствие неполного образования 

аналитической формы, образования похожих соединений других компонентов 

матрицы пробы и прочих процессов [23,31,123].  

В процессе измерения аналитического сигнала погрешности вызываются 

несовершенством измерительных систем и обусловлены помехами, возникающими 

в процессе формирования, передачи и регистрации сигнала [24,74,80]. 

Для построения градуировочной зависимости аналитики часто пользуются 

растворами, приготовленными на основе стандартных образцов или химически 

чистыми веществами. Поэтому получение результатов анализа с использованием 

такого градуировочного графика сопровождается разнообразными погрешностями, 

вызванными межкомпонентным влиянием, матричным эффектом и рядом других 

факторов всех предшествующих стадий анализа [51,73,89].  
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Получив результат измерения содержания определяемого компонента, 

необходимо дать оценку его надежности: рассчитывают доверительный интервал 

(интервальная оценка погрешности) при заданной вероятности. Кроме этого, 

необходимо указывать кратность определений и характер оценки погрешности 

(погрешность единичного результата, погрешность среднего значения, 

погрешность метода). Если имеется возможность объективной оценки 

систематической погрешности, то необходимо оценить правильность 

выполненного анализа. Последний этап подразумевает сопоставление как самого 

результата, так и значений полученных критериев надежности анализа с 

требованиями, сформулированными при постановке исходной задачи [68]. 

Этапом, который вносит значительный вклад в погрешность процедуры 

анализа является пробоподготовка. Пробоподготовка является одним из самых 

трудоемких и длительных этапов, который значительно влияет на надежность и 

точность определения того или иного вещества [13,77,164]. 

Количественное определение низких концентраций лекарственных веществ и 

их метаболитов является сложной задачей для химиков-аналитиков в области 

биомедицинского и фармацевтического анализа из-за мешающих эндогенных 

соединений и соэкстрактивных веществ, находящихся в анализируемой пробе 

[4,61].  

Поэтому поиск эффективных, хорошо воспроизводимых методов в 

современной химико-токсикологической лабораторной диагностике очень важен 

[16]. В то же время пробоподготовка – это стадия риска потерять анализируемое 

вещество и объект. Поэтому нелишне помнить о необходимости строгих и 

логически оправданных действий, направленных на сохранение образцов, 

отобранных для анализа, для дальнейшего исследования [63,179]. 

Текущие тенденции в подготовке проб включают переход к более «зеленым» 

подходам за счет сокращения масштабов аналитических операций, 

миниатюризации инструментов и интеграции новых передовых материалов в 

качестве сорбентов. Сочетание этих новых материалов с технологиями 

микроэкстракции на основе сорбентов позволяет разработать 
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высокопроизводительные методы пробоподготовки, которые улучшают 

традиционные процедуры экстракции и очистки [125,150,167,168,171,175]. 

Методы «зеленой» экстракции (GreET) появились в последнее десятилетие как 

более экологичная и устойчивая альтернатива классическим процедурам 

пробоподготовки, направленная на повышение селективности и чувствительности 

аналитических методов, одновременно уменьшая вредные побочные эффекты 

классических методов экстракции (CET) как для оператора, так и для окружения 

[126,129,130,131,132,134,135,137,138,139,147,149,153,154,156,157,158,160,162,176,

180,185]. 

Внедрение усовершенствованных процессов, которые преодолевают 

основные ограничения классических методов с точки зрения эффективности и 

способности свести к минимуму или исключить использование и образование 

вредных веществ, будет способствовать более эффективному использованию 

энергии и ресурсов в тесной связи с принципами, поддерживающими концепцию 

экологичности [155].  

В настоящее время в экспериментальных исследованиях широко применяются 

методы планирования эксперимента, которые позволяют с минимальными 

затратами материальных, временных и людских ресурсов получить всю 

информацию, необходимую для построения адекватных математических моделей 

исследуемых объектов [104].  

Планирование эксперимента — это оптимальное управление экспериментом в 

условиях неполной информации о механизме процесса. Развитие концепции 

планирования эксперимента связано с работами английского статистика Р. 

Фишера. В концепции Фишера главная цель планирования эксперимента состоит в 

раздельной оценке эффектов в многофакторной ситуации [107].  

Широко применяемое в настоящее время планирование эксперимента при 

поиске оптимальных условий процесса связано с работой американских ученых 

Бокса и Уилсона, предложивших последовательную стратегию решения 

экстремальных задач. Работы Бокса и его школы нашли широкое применение в 
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практике. Одновременно с эмпирико-интуитивным подходом Бокса стало 

развиваться чисто теоретическое направление в планировании эксперимента [7]. 

Планирование экспериментальных исследований осуществлено с целью 

сокращения количества экспериментов и удешевления экспериментальных 

исследований. Использование в работе плана Бокса-Бенкена позволило сократить 

количество испытаний с 81 до 27 [78,172]. 

 

1.4. Программное обеспечение для химической метрологии 

Методы оптимизации представляют собой аналитические инструменты, 

доступные исследователю в его поиске наилучшего возможного решения 

конкретной проблемы. Были разработаны методологии для структурирования 

типичных проблем в структуре фармацевтической разработки, посредством 

которой сложные математические методы могут использоваться для достижения 

оптимального решения [49,65,106,124,152,173,174].  

В современной химии актуально решение проблемы автоматизации методов 

анализа. Необходимость как минимум частичной автоматизации аналитического 

процесса непосредственно связана c непрерывно увеличивающейся 

необходимостью выполнения большого числа рутинных анализов в самых разных 

сферах деятельности человечества – производственных, экологических, 

медицинских, криминалистических и др [1]. 

Вследствие постоянного усовершенствования техники появляются все новые 

специализированные устройства, способные заменить человека на всех этапах 

химического анализа. Большое значение для автоматизации аналитического 

процесса и дальнейшего его управления имеет установление связи между всеми 

этапами анализа, а также между химиком и техническим устройством, которое 

обеспечивается c помощью компьютерных программ [120].  

Развитие компьютерной техники и информационных технологий оказывает 

существенной влияние на все отрасли науки. На сегодняшний день уже имеются 

работы, посвященные использованию в том числе нейросетевых технологий для 

прогноза и оптимизации стадии предварительного эксперимента при разработке 
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новых методик химического анализа на примере проточно-инжекционной 

спектрофотометрии [93]. 

Решать задачи автоматизации деятельности лаборатории призваны LIMS2 

(Laboratory Information Management System – система управления лабораторной 

информацией). Современные LIMS – это информационная технология, 

предназначенная для получения достоверной информации по результатам 

испытаний и позволяющая оптимизировать все аспекты управления деятельностью 

лаборатории. Сейчас на рынке предлагается много LIMS-продуктов, например 

LabWare LIMS, 1С: LIMS Управление лабораторией предприятия, Lab5725X. 

Данные программные продукты позволяют соответствовать требованиям к 

качеству установленными ISO 9000 [21, 50]. 

На основании анализа общих подходов и особенностей для направлений 

контроля качества лекарственных средств и судебно-химической экспертизы 

показано, что разработка алгоритмов оценки погрешности (ошибки) методики, 

выявление взаимосвязей между суммарной и систематическими погрешностями, 

количественная оценка вклада отдельных этапов процедуры анализа, в частности, 

в пробоподготовки, в суммарную погрешность методики, являются актуальными 

направлениями научных исследований в рамках научной специальности 3.4.2. 

Фармацевтическая химия, фармакогнозия. 

Планирование, оптимизация пробоподготовки лекарственных препаратов, 

биологического материала при разработке аналитических методик требует от 

химиков-аналитиков реализации математического планирования многофакторных 

экспериментов, у большинства разработчиков методик в области контроля 

качества лекарственных средств и судебно-химической экспертизы данная 

компетенция отсутствует.  

Таким образом, разработка алгоритмов метрологической оценки отдельных 

этапов анализа в контроле качества лекарственных средств и судебно-химической 

экспертизе на примере конкретных аналитических методик является актуальной 

задачей фармацевтической науки. 
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

ГЛАВА 2. ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

2.1. Объекты исследования  

Объектами исследования являлись следующие методики:  

− методика количественного определения диосмина в лекарственных 

препаратах методом УФ-спектрофотометрии [145];  

− методики количественного определения верапамила в крови, применяемых 

в судебно-химической экспертизе: УФ-спектрофотометрия [121], газовая 

хроматография с масс-селективным детектированием [27], ТСХ с компьютерной 

денситометрией [24]; 

В качестве образцов сравнения использовали: 

− лекарственные препараты: «Детралекс®» таблетки, покрытые пленочной 

оболочкой 1000 мг, «Детралекс®» суспензия 1000 мг/10 мл, «Венарус®» таблетки, 

покрытые пленочной оболочкой 900 мг, «Детравенол®» таблетки, покрытые 

пленочной оболочкой 1000 мг, «Флебавен®» таблетки, покрытые пленочной 

оболочкой 1000 мг, «Флебофа®» таблетки 600 мг, «Флебодиа®» таблетки, 

покрытые пленочной оболочкой 600 мг. 

− стандартный образец диосмина («Hyderabad», Индия) (CRM); 

− стандартный образец верапамила (в форме гидрохлорида) (LGC Standards, 

Великобритания); 

− модельные образцы крови с содержанием верапамила 500,0–5000,0 нг/мл, 

для УФ-спектрофотометрической методики − 1,0-200,0 мкг/мл. 

2.2. Спектрофотометрический анализ диосмина в лекарственных препаратах  

Для количественного определения диосмина в лекарственных препаратах 

методом УФ-спектрофотометрии применяли известную методику [145].  

Пробоподготовка. Таблетки лекарственных препаратов, содержащих 

диосмин, помещали в ступку и измельчали да однородной порошковой массы. 

Точную навеску (1,0-1,5 г) измельченной массы помещали в мерную колбу 
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вместимостью 250 мл, растворяли в растворе натрия гидроксида концентрации 0,02 

моль/л и доводили до метки этим же растворителем, перемешивали. 1 мл 

приготовленного раствора помещали в мерную колбу вместимостью 500 мл и 

доводили раствором натрия гидроксида 0,02 моль/л до метки, перемешивали.  

Для определения градуировочной зависимости готовили растворы диосмина 

в диапазонах концентраций 0,0002-0,002% и 0,0003-0,003%. Измерение оптической 

плотности испытуемых растворов осуществляли в при аналитических длинах волн 

268 нм и 370 нм на спектрофотометре СФ-56 в кюветах с длиной рабочего слоя 1 

см. Раствор сравнения − раствор натрия гидроксида концентрации 0,02 моль/л 

[145]. 

2.3. Пробоподготовка образцов крови в судебно-химической экспертизе 

Модельные образцы крови готовили путем добавления расчетного 

количества стандартного образца (в виде метанольного раствора концентрации 

10,0 мкг/мл в пересчете на основание) к образцам трупной крови лиц, умерших от 

механической травмы, не содержащим наркотических средств, психотропных и 

лекарственных веществ. Образцы крови не консервировали, хранили при 

температуре +4°С.  

Концентрация верапамила в пробах крови составляла 500,0-5000,0 нг/мл. 

Пробоподготовку образцов крови осуществляли жидкость-жидкостной 

экстракцией [27,161]. Объем пробы крови составлял 10 мл. Экстракцию 

верапамила осуществляли хлороформом при рН 9-11. Экстракцию проводили 10 

мл экстрагента в течение 5 мин, операцию повторяли дважды с 5 мл экстрагента. 

Полученные экстракты упаривали до сухого остатка в токе теплого воздуха при 

температуре не более 400С. Сухой остаток растворяли в 50 мкл смеси хлороформ-

этанол (1:1). 

 

2.4. Исследование образцов крови методом УФ-спектрофотометрии  

При исследовании методом УФ-спектрофотометрии при жидкость-жидкостной 

экстракции увеличивали объем пробы крови до 50 мл, далее из аликвоты 
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полученного хлороформного экстракта объемом 20 мл проводили реэкстракцию 

раствором кислоты хлористоводородной концентрации 0,1 моль/л.  

Регистрировали спектр поглощения, полученного реэкстракта в интервале длин 

волн 200-400 нм. Условия измерения: регистрирующий спектрофотометр СФ‑56; 

шаг измерения − 1 нм; толщина рабочего слоя − 1 см; раствор сравнения − 

реэкстракт из «холостой» пробы крови, полученный в аналогичных условиях 

пробоподготовки [58,121]. 

2.5 Исследование образцов крови методом газовой хроматографии с масс-

селективным детектированием 

Исследование полученных в пункте 2.3 экстрактов осуществляли на газовом 

хроматографе Agilent Technologies 6890 с масс-селективным детектором Agilent 

Technologies 5973N с использованием кварцевой капиллярной колонки HP5-MS 

(5% фенилдиметилсилоксан) длиной 30 м, внутренним диаметром 0,25 мм с 

толщиной пленки неподвижной фазы 0,25 мкм. Режим программирования 

температуры колонки: начальная температура 170°С (выдержка в течение 1 мин), 

повышение температуры со скоростью 15°С/мин до 280°С с выдержкой при 

конечной температуре 5 мин. В качестве газа-носителя использовали гелий; 

скорость газа-носителя – 1 мл/мин в режиме постоянного потока. Температура 

инжектора – 280°С, температура аналитического интерфейса – 285°С. Ввод пробы 

осуществляли с помощью автосамплера в режиме без деления потока со сбросом 

избытка через 1 мин в отношении потоков 1:15 (split/splitless); объем пробы – 1 мкл 

[29].  

При хромато-масс-спектрометрическом анализе регистрировали 

характеристические ионы верапамила – 151, 260, 303 (режим селективного ионного 

мониторинга). 

Количественное определение осуществляли методом внутреннего стандарта. 

Диапазон концентраций верапамила составлял 50,0-5000,0 нг/мл; внутренний 

стандарт – метанольный раствор дифениламина 200,0 нг/мл. 

 



35 
 
2.6. Исследование образцов крови методом тонкослойной хроматографии с 

компьютерной денситометрией 

Пробу экстракта из п. 2.3. объемом 50 мкл наносили микрошприцем на 

пластины для ТСХ «Сорбфил-ПТСХ-П-А‑УФ» размером 10 × 15 см в виде полосы 

толщиной не более 1 мм и шириной не более 0,5 см, при нанесении зону первичной 

адсорбции высушивалии теплым воздухом. В качестве систем растворителей 

(подвижных фаз) использовали смеси этилацетат – метанол – аммиак 25 % (17 : 2 : 

1), а также метанол – аммиак 25 % (100 : 1,5). Насыщение камеры парами 

растворителей проводили в течение 30 мин. Детектирование хроматограмм 

производили обработкой реактивом Драгендорфа, а также в УФ-свете при длине 

волны 254 нм. При денситометрическом определении полученные хроматограммы 

фиксировали путем сканирования с оптическим разрешением 900 dpi в True Color 

режиме на планшетном сканере, сохраняли в виде файлов с расширением jpeg и 

обрабатывали с использованием программы «ТСХ-менеджер 4.0» [24]. 

2.7. Расчет прогнозируемых метрологических характеристик методик 

количественного определения.  

Расчет теоретической величины предела сходимости RSD_r исследуемых 

методик количественного определения осуществляли по уравнению Горвица [166]: 

RSD_r = 0,67· RSD_R; 

RSD_R = 21-0,5·logC; 

С = w/100; 

где w – концентрация анализируемого вещества в пробе, %(мас.); RSD_R – 

предел воспроизводимости, %; С – коэффициент концентрации. 

Расчет теоретических величин стандартного отклонения Sсред и относительной 

ошибки среднего значения εсред исходя из величины предела сходимости RSD_r 

методики осуществляли по формулам: 

Sсред =  (RSD_r· xсред) / 100; 

∆x = Sсред· t(P, f); 

εсред = (∆x / xсред)·100 , 
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где xсред – среднее значение содержания анализируемого вещества в пробе; t(P, 

f) – критерий Стьюдента; ∆x – полуширина доверительного интервала среднего 

значения содержания анализируемого вещества. 

Расчет относительной ошибки (погрешности) εсред методики количественного 

анализа диосмина и верапамила в крови осуществляли по формуле: 

 𝜀𝜀 = ��𝜎𝜎𝑥𝑥1
𝑋𝑋1
�
2

+ �𝜎𝜎𝑥𝑥2
𝑋𝑋2
�
2

… + �𝜎𝜎𝑥𝑥𝑥𝑥
𝑋𝑋𝑋𝑋
�
2
 ; 

где σx1, σx2, σxn – значения абсолютных ошибок измерений отдельных этапов 

методики количественного определения;  

x1, x2, xn – значения измеряемых величин при реализации методики 

количественного определения [26]. 

2.8. Определение степени извлечения целевых компонентов 

Эффективность метода определялась степенью извлечения (СИ, %) целевого 

вещества из пробы. СИ определяли путем сравнения аналитических сигналов 

оптической плотности для диосмина и площади хроматографического пика для 

верапамила. 

В методе количественного определения диосмина методом УФ-

спектрофотометрии – значения оптической плотности при ее измерении на 

аналитических длинах волн 268 нм и 370 нм для двух различных серий образцов 

после твердо-жидкостной экстракции диосмина из лекарственных препратов. 

Серию образцов №1 составили экстракты из холостых проб раствора натрия 

гидроксида концентрации 0,2 моль/л, в которые перед экстракцией добавлен 

диосмин в диапазонах концентраций 0,0002-0,002% и 0,0003-0,003%. Серию 

образцов №2 составили аналогичные экстракты из холостых проб, в которые 

диосмин был добавлен после процедуры экстракции [24]. 

Холостые пробы для лекарственных препаратов имели состав: 

− «Детралекс®» суспензия: 1000 мг/10 мл: кислота лимонная 12,5 мг, 

ароматизатор апельсиновый 15,0 мг, мальтитол 1800,0 мг, натрия бензоат 15,0 

мг, ксантановая камедь 50,0 мг, вода очищенная до 10 мл. 
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− «Детралекс®» таблетки, покрытые пленочной оболочкой 1000 мг и «Венарус®» 

таблетки, покрытые пленочной оболочкой 900 мг: целлюлоза 

микрокристаллическая 124 мг, карбоксиметилкрахмал натрия 54 мг, желатин 62 

мг, тальк 12 мг, магния стеарат 8 мг; 

− «Флебавен®» таблетки, покрытые пленочной оболочкой: 1000 мг: 

карбоксиметилкрахмал натрия 27 мг, тальк 6 мг, магния стеарат 4 мг; 

− «Флебодиа®» таблетки, покрытые пленочной оболочкой 600 мг: тальк 10,24 мг, 

кремния диоксид коллоидный 3,5 мг, стеариновая кислота 50,05 мг, целлюлоза 

микрокристаллическая до 910 мг; 

− «Флебофа®» таблетки 600 мг: целлюлоза микрокристаллическая до 1000 мг, 

карбоксиметилкрахмал натрия 40 мг, желатин 50 мг, тальк 12 мг, магния стеарат 

10мг; 

− «Детравенол®» таблетки, покрытые пленочной оболочкой 1000 мг: целлюлоза 

микрокристаллическая до 1300 мг, карбоксиметилкрахмал натрия 54 мг, желатин 

27 мг, магния стеарат 13 мг. 

В методе газовой хроматографии с масс-селективным детектированием (ГХ-

МС) - площади пика ионной хроматограммы для характеристического иона 303), 

полученных из двух различных серий образцов крови после жидкость-жидкостной 

экстракции верапамила. Серию образцов № 1 составили экстракты из холостых 

проб крови, в которые перед экстракцией добавлен верапамил в концентрациях 

500,0 нг/мл, 2000,0 нг/мл и 5000,0 нг/мл. Серию образцов №2 составили 

аналогичные экстракты из холостых проб крови, в которые верапамил был 

добавлен после процедуры экстракции [15]. 

Расчет СИ проводили по формуле: 

СИ =
𝐴𝐴1
𝐴𝐴2

× 100% 

где: А1 – интенсивность аналитического сигнала для диосмина / верапамила 

в пробах серии № 1, усл.е. 

А2 – интенсивность аналитического сигнала для диосмина / верапамила в 

пробах № 2, усл.е. 
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2.9. Математическое планирование пробоподготовки методами твердо-

жикостной и жикость-жидкостной экстракции.  

Формирование матрицы эксперимента по схеме многофакторного 

трехуровневого планирования экспериментов с применением плана Бокса-Бенкена 

с учетом уровня влияния исследуемых факторов осуществляли с помощью 

программы ChemPlan 1.0 [100]. Для статистической обработки экспортированного 

массива экспериментальных данных из программы «ChemPlan 1.0» применяли 

программу «Statistica 10.0» [118] 

 

2.10. Статистическая обработка результатов исследования  

Статистическую обработку результатов анализа осуществляли методами 

вариационной статистики, корреляционного, однофакторного дисперсионного 

анализа с применением компьютерных программ «ChemMetr 1.0» [102], 

«ChemMetr Evaluation 1.0» [101], а также «Statistica 10.0» (Statsoft Inc., USA) [118]. 

Методы вариационной статистики предполагали расчет средних значений 

величин ͞x, стандартного отклонения S, дисперсии S2, расчет t-критерия Стьюдента, 

исследования полуширины доверительного интервала Δx [3]. 

Определение объема аналитической серии (необходимого числа 

параллельных определений) осуществляли по формуле: 

𝑚𝑚 = �Δ𝑥𝑥 ∙100
𝜀𝜀�∙𝑥̅𝑥 

�
2
, 

где m − объем аналитической серии; Δx − полуширина доверительного 

интервала; 𝜀𝜀 ̅– относительная ошибка среднего значения, %; 𝑥̅𝑥 − среднее значение 

определяемого содержания анализируемого вещества [44]. 

Корреляционный анализ применяли для исследования взаимосвязи между 

ошибками: систематической и относительной ошибкой среднего значения, а также 

между показателями эффективности экстракции диосмина и верапамила и набором 

факторных показателей [45]. 
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Однофакторный дисперсионный анализ использовался для проверки гипотез 

о равенстве относительной ошибки среднего значения и систематической ошибки, 

определении статистически значимых различий между данными величинами [113]. 

Величину уровня значимости p (приемлемую границу статистической 

значимости) для критериев Стьюдента и F-критерия устанавливали равной 0,05. 

Определение диапазона определяемых концентраций, правильности и 

прецизионности проводили в соответствии с рекомендациями [15]. 

ГЛАВА 3. ОПРЕДЕЛЕНИЕ МЕТРОЛОГИЧЕСКИХ ХАРАКТЕРИСТИК 

МЕТОДИК КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ В КОНТРОЛЕ 

КАЧЕСТВА ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ И СУДЕБНО-ХИМИЧЕСКОЙ 

ЭКСПЕРТИЗЕ (НА ПРИМЕРАХ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ДИОСМИНА В 

ЛЕКАРСТВЕННЫХ ПРЕПАРАТАХ И ВЕРАПАМИЛА В КРОВИ) 

 

Для определения метрологических характеристик методик необходимо 

использовать стандартные образцы с известными и документально 

подтвержденными параметрами. Необходимая степень их чистоты зависит от 

задач, которые решаются при их использовании. 

В настоящей диссертационной работе образцы серийной продукции – 

лекарственные препараты на основе фармацевтической субстанции диосмина и 

модельные образцы крови с известной концентрацией верапамила использовались 

в качестве образцов сравнения (рабочих стандартных образцов).  

Функция образцов сравнения в метрологическом исследовании заключалась в 

том, что они являются средствами передачи измеряемой величины – содержания 

диосмина и верапамила в исследуемых объектах.  

Таким образом, содержание диосмина и концентрация верапамила в 

вышеуказанных образцах сравнения – это «принятые опорные значения», которые 

использованы для интервальной оценки погрешности, правильности и 

прецизионности (воспроизводимости). Ключевым моментом является то, что 

лекарственные препараты с диосмином и модельные образцы крови являются не 
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объектами исследования как таковыми, а инструментами метрологического 

эксперимента по оценке методик количественного анализа в контроле качества 

лекарственных средств и судебно-химической экспертизе. 

Важным этапом разработки методики количественного определения в 

контроле качества лекарственных средств и судебно-химической экспертизе 

является определение ее метрологических характеристик, которое проводится в 

рамках валидации или аттестации соответствующей аналитической методики. 

Целесообразно планировать эксперимент таким образом, чтобы 

соответствующие метрологические характеристики изучались одновременно, 

обеспечивая полное понимание возможностей аналитической методики: 

линейность, диапазон применения, правильность и прецизионность. 

Процедура определения метрологических характеристик в контроле качества 

лекарственных средств регламентируется общей фармакопейной статьей 

ОФС.1.1.0013.15 «Статистическая обработка результатов химического 

эксперимента», а также возможно использовать научно-практические руководства 

для фармацевтической отрасли «Руководство по инструментальным методам 

исследований при разработке и экспертизе качества лекарственных препаратов» и 

«Руководство по валидации методик анализа лекарственных средств» [15,44,97]. 

В судебно-химической экспертизе при исследовании объектов 

биологического происхождения целесообразно применять «Руководство по 

валидации аналитических методик, используемых в судебно-химическом и 

химико-токсикологическом анализе биологического материала».  

При оценке метрологических характеристик методик количественного 

определения диосмина в лекарственных препаратах и верапамила в образцах крови 

осуществляли определение линейности/рабочего диапазона концентраций, 

правильности, прецизионности (на уровне сходимости). 
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Рисунок 2 – Алгоритм исследования метрологических характеристик методик 

количественного определения.  

 

Алгоритм исследования метрологических характеристик методик 

количественного определения представлен на схеме (рис.2). 
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3.1. Определение метрологических характеристик методики количественного 

определения диосмина в лекарственных препаратах методом УФ-

спектрофотометрии 

Для контроля качества лекарственных препаратов на основе 

фармацевтической субстанции диосмина соответствующие фармакопейные статьи 

предлагают количественное определение основного действующего вещества 

методом высокоэффективной жидкостной хроматографии. В качестве 

альтернативного варианта количественного анализа диосмина предложен метод 

спектрофотометрии. 

В спектре поглощения диосмина в УФ-диапазоне присутствуют два 

выраженных максимума при длинах волн 268 нм и 370 нм, которые были выбраны 

в качестве аналитических длин волн (рис. 3). 

 

 
Рисунок 3 – Спектр поглощения диосмина (0,001% в растворе натрия 

гидроксида концентрации 0,02 моль/л). 

 

Разработку методики спектрофотометрии проводили путем адаптации 

существующей методики из литературного источника [145]. 

Основным изменением, вносимым в указанную методику, является замена 

способа расчета содержания диосмина: вместо построения градуировочной 
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зависимости предполагается использование удельных показателей поглощения 

при длинах волн 268 нм и 370 нм. Отказ от варианта градуировочного графика 

обусловлен невозможностью постоянного применения в рутинной аналитической 

практике стандартного образца диосмина («Hyderabad», Индия). При 

количественном определении методом УФ-спектрофотометрии нормативными 

документами не рекомендуется использовать удельный показатель поглощения, 

однако при необходимости его применения следует устанавливать его значение по 

результатам межлабораторного эксперимента. 

Таким образом, изменение, вносимое в указанную методику, предполагает 

определение следующих параметров: 

- диапазонов линейности и значений удельных показателей поглощения (на 

основании межлабораторного исследования) диосмина при длинах волн 268 нм и 

370 нм; 

- относительной ошибки (погрешности) удельных показателей поглощения 

диосмина при длинах волн 268 нм и 370 нм; 

- метрологических характеристик методик количественного определения 

диосмина в лекарственных препаратах: «Детралекс® 1000 мг» суспензия и 

таблетки, «Венарус® 900 мг» таблетки, «Флебофа® 600 мг» таблетки, «Флебодиа® 

600 мг» таблетки, «Детравенол® 1000 мг» таблетки, «Флебавен® 1000 мг» 

таблетки; 

- сравнительной метрологической оценки методик количественного 

определения диосмина в вышеуказанных лекарственных препаратах при длинах 

волн 268 нм и 370 нм. 

Определение линейности осуществляли путем построения градуировочных 

зависимостей (концентрация-оптическая плотность) на сериях рабочих 

стандартных растворов образца диосмина (не менее 5 концентраций), 

приготовленных растворением его точной навески в растворе натрия гидроксида 

концентрации 0,02 моль/л (табл. 1).  
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Таблица 1 – Первичные аналитические данные градуировочной зависимости для 

количественного определения диосмина методом УФ-спектрофотометрии 
 Длина волны 268 нм Длина волны 370 нм 

Концентрация С, % Оптическая 
плотность D 

Концентрация С, % Оптическая 
плотность D 

1. 0,0002 0,11 0,0003 0,097 
2. 0,0004 0,22 0,0008 0,24 
3. 0,0008 0,55 0,001 0,388 
4. 0,001 0,88 0,002 0,5 
5. 0,002 0,98 0,003 0,93 

  
По полученным аналитическим данным строили градуировочные графики 

(зависимости оптической плотности от концентрации диосмина в 

фотометрируемом растворе), по графикам визуально оценивали линейность (рис. 

4).  

  
а б 

Рисунок 4 – Графики градуировочной зависимости диосмина при длинах волн 

268 нм (а) и 370 нм (б). 

Результаты регрессионного анализа данных градуировочной зависимости для 

количественного определения диосмина методом УФ-спектрофотометрии в 

соответствие с требованиями ГФ XIV издания представлены в таблице 2. 

Линейный регрессионный анализ был выполнен методом наименьших квадратов, 

что является стандартным методическим подходом для фармацевтического 

анализа. 
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Таблица 2 – Результаты статистической обработки экспериментальных данных 

количественного определения диосмина методом УФ-спектрофотометрии 
f Cсред, % Dсред a b t(P, f) ∆a ∆b S0

2 r 
длина волны 268 нм 

3 0,0010 0,55 463,47 0,070 3,18 24,61 0,0033  0,077 0,991 
для a – tэксп=13,25, p = 0,0009; 

для b – tэксп=1,58, p = 0,21. 
длина волны 370 нм 

3 0,0016 0,43 259,24 0,023 3,18 9,93 0,0087 0,031 0,997 
для a – tэксп=22,79, p = 0,0002; 

для b – tэксп=1,05, p = 0,37. 
 

В результате определены параметры градуировочной зависимости: 

коэффициенты чувствительности a, которые для определений при длинах волн 268 

нм и 370 нм составили 463,0 и 259,0 соответственно; свободные члены уравнения 

линейной регрессии b – 0,070 и 0,023. Коэффициент корреляции r составил 0,991 

для определения при длине волны 268 нм и 0,997 – при длине волны 370 нм. 

Кроме того, при определении линейности осуществлялась проверка 

статистической значимости коэффициентов уравнения линейной регрессии. 

Значение уровня значимости p более 0,05 свидетельствует о том, что данный 

коэффициент статистически значимо не отличается от нуля и его нецелесообразно 

использовать в уравнении градуировочной зависимости. Таким образом, в 

полученных уравнениях линейной градуировочной зависимости коэффициенты b 

статистически незначимы. 

Однако при фармакопейном алгоритме регрессионного анализа оценка 

линейности осуществляется только по величине коэффициента корреляции r, 

которая должна составлять не менее 0,98.  

Для оценки ошибки градуировки выполнен анализ остатков (отклонений 

экспериментальных значений оптической плотности от значений оптической 

плотности рассчитанных по уравнению линейной регрессии), графики 

распределения остатков приведены на рисунке 5. Для аналитической длины волны 

268 нм наибольшая величина отклонения отмечена для концентрации диосмина 

0,0009%, для остальных концентраций значимых отклонений не наблюдали. При 
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аналитической длине волны 370 нм для всего диапазона концентраций диосмина 

распределение остатков было равномерным. 

 

  
а б 

Рисунок 5 – Графики распределения остатков (отклонений 

экспериментальных и расчетных значений оптической плотности) для 

градуировочной зависимости диосмина при длинах волн 268 нм (а) и 370 нм 

(б). 

Таким образом, линейные диапазоны методики спектрофотометрического 

определения диосмина составили 0,0002-0,002% –для аналитической длины волны 

268 нм и 0,0003-0,003% – для 370 нм. 

Коэффициент чувствительности a уравнения линейной зависимости при 

условии пересчета на концентрацию фотометрируемого раствора 1% и толщину 

поглощающего слоя раствора (толщину кюветы) 1 см является удельным 

показателем поглощения E1%
1см. Таким образом, из полученных уравнений 

линейной градуировочной зависимости были определены значения удельных 

показателей поглощения для диосмина в растворе натрия гидроксида 

концентрации 0,02 моль/л при длинах волн 268 нм и 370 нм, они составили 

463,0±24,6 и 259,0±9,9 соответственно. 

Относительные ошибки (погрешности) вышеуказанных удельных показателей 

поглощения диосмина, определенные в условиях межлабораторного эксперимента 

и влияющие на общую погрешность результатов определения, составили 5,3% и 

3,8% (табл. 3).   
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Таблица 3 – Относительные ошибки значений удельных показателей поглощения 

диосмина в методе УФ-спектрофотометрии (межлабораторный эксперимент) 
Номер 

лаборатории 
Относительная ошибка серии измерений 

∆сред,% S 
∆1,% ∆2,% ∆3,% ∆4,% ∆5,% 

длина волны 268 нм 
1 6,61 2,85 6,39 4,90 5,20 5,20 1,50 
2 5,64 4,50 4,21 5,00 7,65 5,40 1,37 
      5,3  

длина волны 370 нм 
1 3,32 2,58 6,95 2,85 4,79 4,10 1,81 
2 3,61 4,74 4,76 2,16 2,23 3,50 1,28 
      3,8  

 
Полученные значения удельных показателей поглощения диосмина были 

использованы для количественного определения диосмина в лекарственных 

препаратах на его основе. Одним из ключевых моментов при реализации 

процедуры их пробоподготовки является получение экстрактов с концентрацией 

диосмина, которая соответствует линейному диапазону применяемой 

спектрофотометрической методики. Для варианта определения при длине волны 

268 нм данный диапазон концентраций составляет 0,0002-0,002%, при длине волны 

370 нм – 0,0003-0,003%. При недоступности стандартного образца в качестве 

принятых опорных значений использовали заявленные производителями 

лекарственных препаратов содержания диосмина. 

Метрологические характеристики методики количественного определения 

диосмина в лекарственных препаратах методом спектрофотометрии при 

аналитических длинах волн 268 и 370 нм представлены в таблице 4. 
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Таблица 4 – Метрологические характеристики методики количественного 

определения диосмина методом УФ-спектрофотометрии в лекарственных 

препаратах 

μ, мг f xсред, 
мг S2 S P t(P, 

f) ∆x ε,% εсред, 
% tэксп 

F(P, 
f1,f2) 

Fвыч δ,% 

«Детралекс®» сусп/268 нм /370 нм 
900,00 9 916,14 21365,51 146,17 0,95 2,26 330,34 36,06 11,40 0,35 5,35 1,89 1,79 
900,00 9 906,90 11306,40 106,33 0,95 2,26 240,31 26,50 8,38 0,21 0,77 

«Венарус®» /268 нм /370 нм 
900,00 9 917,67 14936,42 122,21 0,95 2,26 276,21 30,10 9,52 0,46 5,35 1,38 1,96 
900,00 9 890,08 10793,48 103,89 0,95 2,26 234,80 26,38 8,34 0,30 1,10 

«Детралекс®» табл/268 нм /370 нм 
900,00 9 854,62 11873,63 108,97 0,95 2,26 246,26 28,82 9,11 1,32 5,35 0,90 5,04 
900,00 9 918,81 10693,63 103,41 0,95 2,26 233,71 25,44 8,04 0,58 2,09 

«Флебофа®» /268 нм /370 нм 
600,00 9 630,91 12146,91 110,21 0,95 2,26 249,08 39,4796 12,48 0,89 5,35 2,39 5,15 
600,00 9 610,55 5089,68 71,34 0,95 2,26 161,23 26,41 8,35 0,47 1,76 

«Детравенол®» табл, /268 нм /370 нм 
1000,00 9 940,40 12709,78 112,74 0,95 2,26 254,79 27,09 8,57 1,67 5,35 1,87 5,96 
1000,00 9 967,25 6792,40 82,42 0,95 2,26 186,26 19,26 6,09 1,26 3,28 

«Флебавен®» табл, /268 нм /370 нм 
1000,00 9 1052,53 15714,63 125,36 0,95 2,26 283,31 26,92 8,51 1,33 5,35 2,49 5,25 
1000,00 9 979,37 6306,42 79,41 0,95 2,26 179,47 18,33 5,80 0,82 2,06 

«Флебодиа®» табл, /268 нм /370 нм 
600,00 9 566,38 9160,40 95,71 0,95 2,26 216,30 38,19 12,08 1,11 5,35 2,13 5,60 
600,00 9 619,17 4301,26 65,58 0,95 2,26 148,22 23,94 7,57 0,92 3,20 

Условные обозначения: μ – истинное значение содержания диосмина в лекарственном препарате (принятое опорное 
значение), г; xсред – среднее значение содержания диосмина в лекарственном препарате, определенное 
экспериментальным путем, г; f – число степеней свободы; S2 – дисперсия; S – стандартное отклонение; P – уровень 
доверительной вероятности; ∆x – полуширина доверительного интервала среднего значения; ε – относительная 
ошибка (погрешность) единичного определения, %;   εсред – относительная ошибка (погрешность) среднего значения, 
%; δ – относительное отклонение среднего значения содержания диосмина в лекарственном препарате от истинного 
значения содержания (систематическая ошибка), %. 
 

На примере метрологических характеристик методики анализа 

лекарственного препарата «Детралекс®» суспензия (аналитческая длина волны 268 

нм) приведено определение объема аналитической серии: 

𝑚𝑚 = � 330,34 ∙100
11,40∙916,14 

�
2

= 10. 

Величина относительной ошибки при определении среднего значения 

содержания диосмина в лекарственных препаратах находилась в диапазонах: 8-

12% – для аналитической длины волны 268 нм и 6-8% – для 370 нм. 

Сравнение параметров воспроизводимости (прецизионности) методик 

спектрофотометрического количественного определения диосмина в 

лекарственных препаратах при аналитических длинах волн 268 нм и 370 нм 

показало, что для всех препаратов, статистически значимое различие 
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воспроизводимости отсутствует: значения F-критерия находились в диапазоне 0,9-

2,49 и не превышали его табличного значения F(99%; 9; 9)=5,35. 

Одним из фармакопейных требований по статистической обработке 

результатов количественного анализа является оценка наличия/отсутствия 

систематической ошибки на основании сравнения значения экспериментального t-

критерия с табличным. Полученные экспериментальные значения t-критерия для 

результатов анализа диосмина во всех рассмотренных лекарственных препаратах 

находились в диапазонах 0,35-1,67 и 0,21-1,26 для длин волн 268 нм и 370 нм 

соответственно, что не превышало табличного значения t-критерия. Следует 

отметить, что в ОФС.1.1.0013.15 не приводится содержательная расшифровка 

понятия «отягощенность систематической ошибкой».  

Из приведенных экспериментальных данных следует, что полученные 

результаты анализа не отягощены систематической ошибкой, но при этом 

рассчитанные отклонения данных результатов от принятых опорных значений 

составляют 1,79-5,96% – для аналитической длины волны 268 нм и 0,77-3,28% – 

для 380 нм.  Указанные отклонения являются систематическими ошибками. 

Отсутствие систематической ошибки по фармакопейной интерпретации не 

исключает возможности ее количественной оценки и последующего 

статистического анализа. 

 

3.2 Определение метрологических характеристик методик количественного 

определения верапамила в крови, применяемых в судебно-химической 

экспертизе  

Биологический материал (биологические жидкости, органы) относится к 

многокомпонентным объектам аналитического контроля, для которых одним из 

основных факторов, лимитирующих относительную ошибку анализа в целом, 

является пробоподготовка, она должна быть воспроизводимой и обеспечивать 

максимальную степень извлечения анализируемого вещества. Также следует 

отметить, что фармацевтический анализ в отличие от судебно-химической 

экспертизы носит подтверждающий характер: в контроле качества лекарственных 
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средств аналитик имеет априорную информацию о количестве анализируемого 

вещества в исследуемом объекте, а химик-эксперт в большинстве случаев не 

обладает достоверной информацией о структуре и концентрации аналита. 

Перечень основных метрологических характеристик для методик 

количественного определения, применяемых в судебно-химической экспертизе, 

включает пределы обнаружения и количественного определения, правильность, 

прецизионность, рабочий диапазон концентраций анализируемого вещества.  

В пределах рабочего диапазона концентраций анализируемого вещества в 

зависимости от применяемого аналитического метода могут реализованы 

линейные, а также полиномиальные градуировочные модели. 

Методический подход к определению метрологических характеристик 

методик количественного анализа не предусматривает определение интегральных 

параметров погрешности – относительной ошибки единичного определения и 

относительной ошибки среднего значения.  

Метрологические характеристики: рабочий диапазон концентраций, 

правильность, прецизионность (сходимость) были определены для следующих 

методик количественного определения верапамила в крови: 

- УФ-спектрофотометрия при длине волны 277 нм, абсолютная градуировка 

[6]; 

- газовая хроматография с масс-селективным детектированием, градуировка 

методом внутреннего стандарта (дифениламин) [71]; 

- ТСХ с компьютерной денситометрией, абсолютная градуировка [7]. 
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Рисунок 6 – Спектр поглощения экстракта из образца крови (концентрация 

верапамила 10,0 мкг/мл). 

 

В основе пробоподготовки образцов крови для всех вышеуказанных методик 

лежит жидкость-жидкостная экстракция хлороформом при значении водной фазы 

рН 9-11. 

 
 В практике рутинного судебно-химического анализа для методик 

количественного определения методом спектрофотометрии реализуется 

следующий алгоритм: 

- определение диапазона линейности и построение линейной градуировочной 

зависимости на рабочих растворах стандартного образца анализируемого 

вещества; 

- перенос методики на образцы биологического материала (включение в 

процедуру анализа стадии пробоподготовки); 

- экспериментальное определение рабочего диапазона концентраций: подбор 

параметров пробоподготовки, направленный на то, чтобы концентрация 

анализируемого вещества в экстракте находилась в диапазоне линейности; 
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- периодический оперативный контроль и корректировка параметров 

линейной градуировочной зависимости,   

Определение линейности осуществляли путем построения градуировочных 

зависимостей (концентрация C - оптическая плотность D) на сериях рабочих 

стандартных растворов образца верапамила в диапазоне концентраций 1,0-200,0 

мкг/мл (табл. 5).  

 

Таблица 5 – Первичные аналитические данные градуировочной зависимости для 

количественного определения верапамила в крови методом УФ-

спектрофотометрии 
 Концентрация С, мкг/мл Оптическая плотность D 
1 8,0 0,11 
2 20,0 0,23 
3 50,0 0,51 
4 80,0 0,80 
5 100,0 1,01 

 
По полученным аналитическим данным строили градуировочный график 

(зависимости оптической плотности от концентрации верапамила в 

фотометрируемом растворе), визуальная оценка его линейности свидетельствовала 

о соблюдении закона Бугера-Ламберта-Бера в диапазоне концентраций 8,0-100,0 

мкг/мл (рис. 7).  

 

 
Рисунок 7 – График градуировочной зависимости верапамила при длине 

волны 277 нм. 
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Результаты регрессионного анализа данных градуировочной зависимости для 

количественного определения верапамила методом УФ-спектрофотометрии 

представлены в таблице 6. Коэффициент чувствительности a имел небольшое 

значение и составил 0,0090, свободный член уравнения линейной регрессии b – 

0,072. Коэффициент корреляции r равен 0,998. 

Таблица 6 – Результаты статистической обработки экспериментальных данных 

количественного определения верапамила методом УФ-спектрофотометрии 

f Cсред, 
мкг/мл Dсред a b t(P, f) ∆a ∆b S0

2 r 

3 51,6 0,53 0,0090 0,072 3,18 0,0033 0,020 0,0010 0,998 
для a – tэксп=94,44, p <0,05; 
для b – tэксп=4,88, p = 0,02. 

 
Проверка значимости коэффициентов уравнения линейной регрессии 

показала, что они статистически достоверно отличаются от нуля – значения уровня 

значимости p было менее 0,05.  

Перенос методики на модельные образцы крови с концентрацией верапамила 

5,0-500,0 мкг/мл, связанный с включением в процедуру анализа этапа 

пробоподготовки, показал, что рабочий диапазон концентраций 

спектрофотометрической методики количественного определения верапамила 

сдвинулся в область более высоких концентраций и составил 10,0-150,0 мкг/мл.  

 
 

Таблица 7 – Правильность и прецизионность количественного определения 

верапамила в крови методом УФ-спектрофотометрии 
Уровни концентраций в 
образцах крови, мкг/мл 

Правильность, % Сходимость между сериями 
параллельных определений, % 

Нижний 20,0 12,4 5,4 
Средний 50,0 22,7 5,8 

Высокий 100,0 27,5 7,4 
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Таблица 8 – Метрологические характеристики методики количественного 

определения верапамила в крови методом УФ-спектрофотометрии 
μ, 

мкг/мл 
f 

xсред, 

мкг/мл 
S2 S P t(P, f) ∆x ε,% εсред, % δ,% 

20,0 5 22,48 8,76 2,96 0,95 2,57 7,61 33,84 13,82 12,40 
50,0 5 61,35 306,25 17,50 0,95 2,57 44,98 73,31 29,93 22,70 
100,0 5 127,50 1690,03 41,11 0,95 2,57 105,65 82,86 33,83 27,50 

 

На примере метрологических характеристик методики анализа модельных 

проб крови (содержание верапамила 20,0 мкг/мл) представлено определение 

объема аналитической серии: 

𝑚𝑚 = � 7,61 ∙100
13,89∙22,48

�
2

= 6. 

Для унификации представления метрологических характеристик для методик 

количественного определения в фармацевтическом анализе и судебно-химической 

экспертизе был выполнен пересчет данных правильности и прецизионности 

спектрофотометрического количественного определения верапамила в крови по 

алгоритму оценки метрологических характеристик, представленному в ГФ XIV 

издания (табл. 8).  

Следующим этапом осуществляли сравнительное определение 

метрологических характеристик хроматографических методов анализ верапамила 

в пробах крови: ГХ-МС и ТСХ с компьютерной денситометрией.  

В хроматографических методиках в отличии от спектрофотометрии, где 

целесообразно использовать значения оптической плотности в интервале 0,1-1,0, 

отсутствует жесткое ограничение по диапазону значений аналитического сигнала 

(измеряемой величины). Поиск рабочего диапазона концентраций верапамила 
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проводили экспериментальным путем, исходя из основной прикладной задачи 

судебно-химической экспертизы: определения токсических, летальных 

концентраций верапамила в образцах крови. 

Для хромато-масс-спектрометрической методики рабочий диапазон 

концентраций верапамила, определенный на модельных образцах крови, составил 

50,0-5000,0 нг/мл.  

Градуировочная зависимость характеризуется уравнением:  

Qвер/QВС = 1,40· (Свер/СВС) – 0,052,  

где Qвер/QВС – отношение площадей пиков целевых ионов верапамила и 

внутреннего стандарта дифениламина; Свер/СВС – отношение концентраций 

верапамила (нг/мл) и внутреннего стандарта (нг/мл) для образцов крови. 

Коэффициент корреляции r равен 0,997. 

При определении верапамила методом ТСХ с компьютерной денситометрией 

была определена градуировочная зависимость, которая описывается уравнением 

полиномиальной (квадратичной) регрессии:  

S = 0,081·C2 + 36,21·С – 501,30, 

где S – площадь хроматографической зоны верапамила, у.е.; C – концентрация 

верапамила в образце крови, нг/мл.  

Диапазон концентраций верапамила в крови, в которых возможно проводить 

количественное определение (рабочий диапазон методики) –  300,0-5000,0 нг/мл. 

Значение коэффициента корреляции составляет 0,892. 

 
 Упрощенная методика количественного определения верапамила в крови 

методом ТСХ с компьютерной денситометрией предполагает применение 

линейной регрессии в вышеуказанном диапазоне концентраций верапамила и 

использование двух градуировочных стандартных образцов. 

Уравнение линейной градуировочной зависимости имеет вид:  
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S = 96,20·С – 489,74.  

Коэффициент корреляции r равен 0,786. 

Параметры правильности и прецизионности (сходимости) количественного 

определения верапамила в крови рутинным методом ГХ-МС и альтернативным 

методом ТСХ с компьютерной денситометрией представлены в таблице 9. 

 

Таблица 9 – Правильность и прецизионность количественного определения 

верапамила в крови методами газовой хроматографии с масс-селективным 

детектированием и ТСХ с компьютерной денситометрией 
Метод анализа Уровни концентраций 

в образцах крови, 
нг/мл 

Правильность, % Сходимость между 
сериями параллельных 

определений, % 
ГХ-МС Нижний 500,0 

Средний 2000,0 
Высокий 5000,0 

11,4 
7,5 
6,3 

9,5 
4,8 
4,4 

ТСХ  
с компьютерной 
денситометрией 

Нижний 500,0 
Средний 2000,0 
Высокий 5000,0 

26,8 
19,2 
30,3 

30,5 
12,6 
7,5 

 

 
 Результаты пересчета данных правильности и прецизионности 

количественного определения верапамила в крови хроматографическими 

методами по алгоритму оценки метрологических характеристик ГФ XIV издания 

представлены в таблице 10. 
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Таблица 10 – Метрологические характеристики методики количественного 

определения верапамила в крови хроматографическими методами 
μ, 

нг/мл f xсред, 
нг/мл S2 S P t(P, 

f) ∆x ε,% εсред
, % tэксп 

F(P, 
f1,f2) 

Fвыч δ,% 

ГХ-МС/ ТСХ-КД 
500,0 5 557,0 16798,75 129,61 0,95 2,57 333,1 59,8 24,4 1,16 10,97 0,27 11,4 
500,0 5 634,0 224351,74 473,66 0,95 2,57 1217,3 192,0 78,4 0,75 26,8 

ГХ-МС/ ТСХ-КД 
2000,0 5 2150,0 63897,73 252,78 0,95 2,57 649,6 30,2 12,3 1,57 10,97 0,34 7,5 
2000,0 5 2384,0 541372,21 735,78 0,95 2,57 1890,9 79,3 32,4 1,38 19,2 

ГХ-МС/ ТСХ-КД 
5000,0 5 5315,0 328134,21 572,83 0,95 2,57 1472,2 27,7 11,3 1,45 10,97 0,24 6,3 
5000,0 5 6515,0 5730086,94 2393,76 0,95 2,57 6151,9 94,4 38,5 1,67 30,3 

 

Расчет неободимого числа параллельных определений представлен на 

примере модельных проб крови с содержанием верапамила 500 нг/мл: 

𝑚𝑚 ГХ−МС = �333,1 ∙100
24,4∙557

�
2

= 6, 

𝑚𝑚 ТСХ−КД = �1217,3 ∙100
78,4∙634

�
2

= 6. 

Сравнение правильности и воспроизводимости методик количественного 

определения в крови проводили для методов ГХ-МС и ТСХ с компьютерной 

денситометрией, так методики количественного определения имеют близкие 

рабочие диапазоны концентраций, которые отличаются только величиной предела 

количественного определения («нижней точкой градуировки») – 50,0 нг/мл и 300,0 

нг/мл соответственно.  

Сравнение воспроизводимости (прецизионности) вышеуказанных методик на 

трех уровнях концентраций верапамила в крови показало, что их 

воспроизводимость статистически значимо отличается и методика, основанная на 

ТСХ с компьютерной денситометрией, характеризуется большим разбросом 

результатов анализа, Это подтверждалось расчетом значений F-критериев, которые 

находились в диапазоне от 0,24 до 0,34, при этом его табличное значение равно 

F(99%; 5; 5)=10,97. 

Оценка результатов анализа по t-критерию (по «фармакопейному» алгоритму) 

показывает отсутствие систематической ошибки при количественном определении 

верапамила методами ГХ-МС и ТСХ с компьютерной денситометрией: значения 
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экспериментальных t-критериев 1,16-1,57 и 0,75-1,67 для методов соответственно, 

что не превышает его табличного значения 2,23. 

 

Выводы по главе 3 

1. Для методики количественного определения диосмина методом УФ-

спектрофотометрии линейные диапазоны составили 0,0002-0,002% – для 

аналитической длины волны 268 нм и 0,0003-0,003% – для 370 нм.  Определены 

значения удельных показателей поглощения для диосмина в растворе натрия 

гидроксида концентрации 0,02 моль/л при длинах волн 268 нм и 370 нм, которые 

составили 463,0 и 259,0 соответственно. Относительные ошибки вышеуказанных 

удельных показателей поглощения диосмина имеют значения 5,3% и 3,8%. 

2.   С применением в качестве образцов сравнения лекарственных препаратов на 

основе фармацевтической субстанции диосмина определены метрологические 

характеристики методик его количественного определения методом УФ-

спектрофотометрии с расчетом по удельным показателям поглощения при длинах 

волн 268 нм и 370 нм. Относительная ошибка определения среднего значения 

содержания диосмина не превышала 12,0%, правильность (систематическая 

ошибка) – не более 6%. 

3. Методика количественного определения верапамила в крови методом УФ-

спектрофотометрии характеризуется показателями правильности и 

прецизионности не превышающими значения 27,5% и 7,4% соответственно, при 

этом ее рабочий диапазон концентраций – 10,0-150,0 мкг/мл. Правильность и 

воспроизводимость количественного определения верапамила в крови методом 

газовой хроматографии с масс-селективным детектированием составляют 

соответственно 6,3-11,4% и 4,4-9,5% для диапазона концентраций 50,0-5000,0 

нг/мл. Аналогичные показатели в интервале концентраций верапамила 300,0-

5000,0 нг/мл для методики, основанной на тонкослойной хроматографии с 

компьютерной денситометрией, равны 19,2-30,3% и 7,5-30,5%. 

4. На примере методик количественного определения диосмина методом УФ-

спектрофотометрии и верапамила в крови методами газовой хроматографии с масс-
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селективным детектированием, тонкослойной хроматографии с компьютерной 

денситометрией показано, что использование t-критерия для оценки 

«отягощенности» результатов анализа систематической ошибкой является 

недостаточным: в случаях когда t-критерий показывает отсутствие ошибки, 

наблюдается отклонение средних значений содержаний анализируемых веществ от 

принятых опорных значений. 
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ГЛАВА 4. СТАТИСТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ МЕТРОЛОГИЧЕСКИХ 

ХАРАКТЕРИСТИК МЕТОДИК КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ В 

КОНТРОЛЕ КАЧЕСТВА ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ И СУДЕБНО-

ХИМИЧЕСКОЙ ЭКСПЕРТИЗЕ (НА ПРИМЕРАХ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 

ДИОСМИНА В ЛЕКАРСТВЕННЫХ ПРЕПАРАТАХ И ВЕРАПАМИЛА В 

КРОВИ) 

 

Полученные метрологические характеристики методик количественного 

определения диосмина в лекарственных препаратах методом УФ-

спектрофотометрии, а также определения верапамила в крови методами ГХ-МС и 

ТСХ с компьютерной денситометрией были подвергнуты статистическому 

анализу, направленному на сравнение ошибок определения для разных 

аналитических методик, выявление закономерностей взаимосвязи общей ошибки 

определения с ее составляющими (систематической и случайной). 

Статистический анализ осуществляли по следующему алгоритму: 

- сравнение средних значений содержания (концентрации): диосмина в 

лекарственных препаратах, полученных методом УФ-спектрофотометрии при 

аналитических длинах волн 268 нм и 370 нм; верапамила в пробах крови, 

полученных методами ГХ-МС и ТСХ с компьютерной денситометрией (по уровням 

концентраций); в качестве референтной использовали методики или их 

модификации, имеющие меньшеезначение систематической погрешности; 

- сравнение относительных ошибок среднего значения содержания εсред: 

диосмина в лекарственных препаратах, полученных методом УФ-

спектрофотометрии при аналитических длинах волн 268 нм и 370 нм; 

концентрации верапамила в пробах крови, полученных методами ГХ-МС и ТСХ с 

компьютерной денситометрией; 

- сравнение систематических ошибок определения содержания δ: диосмина в 

лекарственных препаратах, полученных методом УФ-спектрофотометрии при 

аналитических длинах волн 268 нм и 370 нм; концентрации верапамила в пробах 

крови, полученных методами ГХ-МС и ТСХ с компьютерной денситометрией; 
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- однофакторный дисперсионный анализ относительных ошибок среднего 

значения содержания εсред и систематических ошибок определения δ содержания 

для вышеуказанных вариантов количественного определения; 

- корреляционный анализ «систематическая ошибка определения δ» - 

«относительная ошибка среднего значения содержания εсред» для рассмотренных 

вариантов количественного определения диосмина в лекарственных препаратах и 

верапамила в крови. 

Сравнение средних значений содержания анализируемого вещества в одной 

серии образцов сравнения с применением разных аналитических методик в 

контроле качества лекарственных средств и судебно-химической экспертизе 

применяют для решения следующих метрологических задач: 

- для оценки наличия/отсутствия систематической ошибки при сопоставлении 

с аналитической методикой, для которой доказана «неотягощенность» 

систематической ошибкой (референтной методикой); 

- для выбора аналитической методики со статистически достоверным 

меньшим значением систематической ошибки. 

Сравнение средних значений содержания анализируемого вещества дает 

предварительный прогноз различия ошибок определения, но не показывает вклада 

в нее систематической и случайной погрешностей.  

Однофакторный дисперсионный анализ использовался для проверки гипотез 

о равенстве относительной ошибки среднего значения εсред и систематической 

ошибки определения δ статистически значимых различий между данными 

величинами, по сути являясь расширенным методом сравнения средних. 

Для определения связи между систематической ошибкой определения δ 

содержания анализируемого вещества и относительной ошибкой среднего 

значения содержания εсред, их характера, решения какая часть вариации 

результативного показателя связана с вариацией факторных показателей, а также 

для построения статистических моделей данных (математической, графической) 

применялся корреляционный анализ. 
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4.1. Статистический анализ метрологических характеристик методики 

количественного определения диосмина в лекарственных препаратах 

методом УФ-спектрофотометрии 

 Первым этапом оценки метрологических характеристик было сравнение 

средних значений результатов анализа диосмина в лекарственных препаратах, 

полученных при УФ-спектрофотометрии на аналитических длинах волн 268 нм и 

370 нм.  

 

Таблица 11 – Результаты сравнения средних значений содержания диосмина в 

лекарственных препаратах (метод УФ-спектрофотометрии на аналитических 

длинах волн 268 нм и 370 нм) 

Препарат /длина волны xсред, мг Для независимых выборок Для зависимых выборок 
t(P, f) t эксп p t(P, f) t эксп p 

«Детралекс®» сусп/268 нм 916,14 2,10 0,16 0,87 2,26 0,16 0,88 «Детралекс®» сусп/370 нм 906,90 
«Венарус®»/268 нм 917,67 2,10 0,54 0,59 2,26 0,54 0,61 «Венарус®»/370 нм 890,08 
«Детралекс®» табл/268 нм 854,62 2,10 1,35 0,19 2,26 1,44 0,18 «Детралекс®» табл/370 нм 918,81 
«Флебофа®»/268 нм 630,91 2,10 0,49 0,63 2,26 0,50 0,63 «Флебофа®»/370 нм 610,55 
«Детравенол®» табл, /268 нм 940,40 2,10 0,61 0,55 2,26 -0,69 0,51 «Детравенол®» табл, /370 нм 967,25 
«Флебавен®» табл, /268 нм 1052,53 2,10 1,56 0,14 2,26 1,61 0,14 «Флебавен®» табл, /370 нм 979,37 
«Флебодиа®» табл, /268 нм 566,38 2,10 1,44 0,17 2,26 2,19 0,06 «Флебодиа®» табл, /370 нм 619,17 

 

Сравнение проводилось по t-критерию в двух вариантах: для зависимых 

выборок и независимых выборок. 

Из представленных данных видно, что t-критерий расчетный меньше его 

табличного значения при заданном уровне доверительной вероятности 95% для 

обоих вариантов спектрофотометрического анализа. Следовательно, средние 

значения содержания диосмина при количественном определении на 

аналитических длинах 268 нм и 370 нм статистически значимо не различаются. 

Использование двух алгоритмов сравнения (для зависимых и независимых 

выборок) обусловлено тем, что сравнение результатов анализа при различных 

длинах волн как независимых выборок является более строгим вариантом 
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статистического анализа и позволяет исключить случаи получения статистически 

недостоверных различий. 

В качестве примера визуализации результатов сравнения средних значений 

содержания диосмина в лекарственном препарате «Детралекс®» суспензия на 

рисунке 8 приведены так называемые «ящичные» диаграммы. Для варианта 

независимых выборок центральной точкой диаграмм является среднее значение 

содержания диосмина в лекарственном препарате, края соответствуют величине 

стандартной ошибки среднего значения, границы «усов» диаграммы – 

доверительному интервалу. В случае зависимых выборок центральной точкой 

является медиана выборки результатов количественного определения, края 

диаграммы – первой и третьей квартилью выборки, «усы» – ее минимальным и 

максимальным значением. Диаграммы, полученные для лекарственного препарата 

«Детралекс®» суспензия, различаются размерами: диаграммы для УФ-

спектрофотометрии при аналитической длине волны 370 нм визуально компактнее 

по сравнению с диаграммами для аналитической длины волны 268 нм. Это связано 

с различием параметров воспроизводимости (стандартного отклонения, 

дисперсии) для используемых вариантов спектрофотометрического анализа. 
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Рисунок 8 – Средние значения содержания диосмина в лекарственном препарате 

«Детралекс®» суспензия, полученные методом УФ-спектрофотометрии на 

аналитических длинах волн 268 нм и 370 нм: для независимых (а) и зависимых 

выборок (б). 
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 При сравнении относительных ошибок среднего значения εсред содержания 

диосмина в исследуемом ряду лекарственных препаратов при аналитических 

длинах волн 268 нм и 370 нм с помощью t-критерия установлено, что в 

независимости от используемого варианта сравнения (независимая/зависимая 

выборка) имеются их статистически значимые различия. Расчетный t-критерий для 

независимых выборок имел значение 3,22 (при уровне значимости p менее 0,05), 

для зависимых – 4,79 (при уровне значимости p менее 0,05), что в обоих случаях 

превышало табличные значения t-критериев (табл. 12).  

 

Таблица 12 – Результаты сравнения относительных ошибок средних значений 

содержания диосмина в лекарственных препаратах (метод УФ-спектрофотометрии 

на аналитических длинах волн 268 нм и 370 нм) 

Длина волны, нм Относительная ошибка 
среднего значения εсред, % t(P, f) t эксп p 

Для независимых выборок 
268 9,86 2,23 3,22 0,0092 370 7,37 

Для зависимых выборок 
268 9,86 2,57 4,79 0,0049 
370 7,37 
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Рисунок 9 – Относительные ошибки средних значений содержания диосмина в 

лекарственных препаратах (метод УФ-спектрофотометрии на аналитических 

длинах волн 268 нм и 370 нм): для независимых (а) и  зависимых выборок (б). 
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Аналогичную тенденцию наблюдали при сравнении систематических 

ошибок определения δ содержания диосмина в лекарственных препаратах методом 

УФ-спектрофотометрии при аналитических длинах волн 268 нм и 370 нм. Были 

установлены статистически значимые различия исследуемых характеристик, 

значения расчетных t-критериев равны 2,50 и 5,36 для независимых и зависимых 

выборок соответственно, в обоих случаях они превышают величины табличных t-

критериев. Систематическая ошибка спектрофотометрического определения 

среднего содержания диосмина в лекарственных препаратах при аналитической 

длине волны 370 нм имеет более низкое значение: на 50% меньше 

соответствующей ошибки при аналитической длине 268 нм (табл. 13). 

 

Таблица 13 – Результаты сравнения систематических ошибок определения 

содержания диосмина в лекарственных препаратах (метод УФ-спектрофотометрии 

на аналитических длинах волн 268 нм и 370 нм) 

Длина волны, 
нм 

Систематическая 
ошибка 

определения δ, % 
t(P, f) t эксп P 

Для независимых выборок 
268 4,27 2,23 2,50 0,032 370 2,08 

Для зависимых выборок 
268 4,27 2,45 5,36 0,0030 370 2,08 
 

На рисунке 10 представлены «ящичные» диаграммы систематических 

ошибок определения содержания диосмина в лекарственных препаратах при УФ-

спектрофотометрии на аналитических длинах волн 268 нм и 370 нм для 

независимых и для зависимых выборок. В случае использования алгоритма 

сравнения для независимых выборок также не наблюдали перекрытия 

доверительных интервалов анализируемого параметра, что свидетельствует о 

невысоком уровне систематической ошибки количественного 

спектрофотометрического определения диосмина при длине волны 370 нм. 
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Рисунок 10 – Систематические ошибки определения содержания диосмина в 

лекарственных препаратах (метод УФ-спектрофотометрии на аналитических 

длинах волн 268 нм и 370 нм): для независимых (а) и  зависимых выборок (б). 

 
В таблице 14 представлены результаты однофакторного дисперсионного 

анализа относительной ошибки среднего значения и систематической ошибки при 

определении содержания диосмина в лекарственных препаратах методом УФ-

спектрофотометрии. Они подтверждают наличие статистически значимых 

различий для параметров «относительная ошибка среднего значения содержания 

диосмина» и «систематическая ошибка определения» при количественном 

определении диосмина при различных длинах волн. Для обоих рассматриваемых 

параметров F-критерий (95%; 1; 12) расчетный имел значение, превышающее 4,75 

– табличное значение F-критерия (95%; 1; 12). Уровни значимости F-критериев для 

относительной ошибки среднего значения содержания диосмина и 

систематической ошибки были менее 0,05. 

 
Таблица 14 – Результаты дисперсионного анализа относительной ошибки среднего 

значения и систематической ошибки определения содержания диосмина в 

лекарственных препаратах методом УФ-спектрофотометрии 
Параметры  Общая 

дисперсия 
выборки SSобщ 

Дисперсия 
эффекта  

MSэф 

Дисперсия 
межгрупповая 

SS  

Дисперсия 
ошибки 
MSошиб 

F-
критерий 

Уровень 
значимости p 

εсред 268 нм/  
εсред 370 нм 26,06 26,06 24,74 2,062 12,64 0,003 

δ 268 нм/ 
δ 370 нм 19,49 9,74 23,76 1,98 9,84 0,008 
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Таким образом, на основании сравнительного статистического анализа 

получены следующие результаты: 

 - средние значения содержания диосмина в исследуемых лекарственных 

препаратах, определенные методом УФ-спектрофотометрии, не зависят от 

используемой аналитической длины волны; 

- относительные ошибки при определении среднего содержания диосмина 

методом УФ-спектрофотометрии при аналитических длинах волн 268 нм и 370 нм 

статистически значимо различаются, относительная ошибка определения при 

аналитической длине волны 370 нм меньше на 25% соответствующей ошибки при 

аналитической длине волны 268 нм; 

- систематические ошибки при определении содержания диосмина методом 

УФ-спектрофотометрии при аналитических длинах волн 268 нм и 370 нм 

статистически значимо различаются, систематическая ошибка определения при 

аналитической длине волны 370 нм меньше на 50% соответствующей ошибки при 

аналитической длине волны 268 нм; 

- сравнение средних значений содержания анализируемого вещества на 

примере УФ-спектрофотометрии диосмина в лекарственных препаратах при 

разных аналитических длинах волн, не является достаточным статистическим 

тестом проверки правильности методики, так как последующий статистический 

анализ показывает значимое различие систематических ошибок и погрешности 

определения в целом (относительной ошибки среднего значения содержания 

анализируемого вещества).   

Анализ корреляционных зависимостей «относительная ошибка среднего 

значения – аналитическая длина волны» и «систематическая ошибка – 

аналитическая длина волны» показывает наличие связи между исследуемыми 

параметрами: величины коэффициентов корреляции r составляют -0,72 (для 

относительной ошибки среднего значения) и -0,67 (для систематической ошибки). 

В ходе количественного определения диосмина при переходе с аналитической 

длины волны 268 нм на длину волны 370 нм уменьшается ошибка анализа. Таким 
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образом, корреляционные зависимости подтверждают результаты выше 

проведенного сравнительного статистического анализа (рис. 11).  
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Рисунок 11 – Корреляционные зависимости «относительная ошибка среднего 

значения – аналитическая длина волны» (а) и «систематическая ошибка – 

аналитическая длина волны» (б) при УФ-спектрофотометрии диосмина в 

лекарственных препаратах.  

Корреляционная зависимость между систематической ошибкой определения 

содержания диосмина и относительной ошибкой среднего содержания диосмина 

была определена как умеренная: значение коэффициента корреляции r составило 

0,35 (рис. 12).  
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Рисунок 12 – Корреляционная зависимость «относительная ошибка среднего 

содержания» -  «систематическая ошибка определения» при количественном 

определении диосмина в лекарственных препаратах методом УФ-

спектрофотометрии. 

 

Таким образом увеличение систематической ошибки определения 

содержания диосмина в лекарственных препаратах приводит к нелинейному и 

незначительному увеличению относительной ошибки определения среднего 

содержания диосмина.  

Следует предположить, что рост относительной ошибки среднего значения 

содержания диосмина в лекарственных препаратах связан с увеличением вклада 

случайных ошибок, в числе которых – ошибки на этапе пробоподготовки, 

связанные с извлечением анализируемого вещества из объекта исследования.  

 

4.2. Статистический анализ метрологических характеристик методик 

количественного определения верапамила в крови, применяемых в судебно-

химической экспертизе 

Сравнение средних значений результатов анализа верапамила в пробах крови 

методами ГХ-МС и ТСХ с компьютерной денситометрией для трех уровней 

концентраций также проводилось по t-критерию в двух вариантах: для зависимых 

выборок и независимых выборок. 
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Таблица 15 – Результаты сравнения средних значений концентрации верапамила в 

пробах крови, полученных методами ГХ-МС и ТСХ с компьютерной 

денситометрией 
Уровень 

концентрации 
верапамила в 
крови, нг/мл 

Метод 
анализа xсред, 

нг/мл 

Для независимых выборок Для зависимых выборок 

t(P, f) t эксп p 
 

t(P, f) t эксп p 

Нижний  
500,0 

ГХ-МС 557,0 2,23 0,38 0,71 2,57 0,33 0,75 ТСХ-КД 634,0 
Средний 
2000,0 

ГХ-МС 2150,0 2,23 0,74 0,48 2,57 0,88 0,42 ТСХ-КД 2384,0 
Высокий  

5000,0 
ГХ-МС 5315,0 2,23 2,22 0,051 2,57 1,82 0,13 ТСХ-КД 6515,0 

 

Для рассматриваемых хроматографических методов анализа по всем уровням 

концентрации верапамила в крови расчетный t-критерий был меньше его 

табличного значения при заданном уровне доверительной вероятности 95%. Для 

уровня концентрации верапамила в крови 5000,0 нг/мл в варианте сравнения 

«независимые выборки» наблюдали минимальное различие t-критериев, 

соответствующее уровню значимости p 0,051 (табл. 15). 

Из этого следует, что средние значения концентрации верапамила в пробах 

крови нижнем и среднем уровнях, полученные при количественном определении 

методами ГХ-МС и ТСХ с компьютерной денситометрией, статистически значимо 

не различаются. Для высокого уровня концентраций верапамила наблюдается 

завышение результатов анализа в методе ТСХ с компьютерной денситометрией – 

до 23%.  

При визуализации результатов сравнения средних значений для уровня 

концентраций верапамила 5000,0 нг/мл можно отметить, что «ящичные» 

диаграммы имеют различия в размере (рис. 13). Диаграммы для результатов 

анализа методом ГХ-МС компактнее диаграмм для ТСХ с компьютерной 

денситометрией, также различается длина «усов» диаграмм (доверительных 

интервалов) – меньшая величина наблюдается для метода ГХ-МС, что является 

свидетельством более высокой воспроизводимости результатов анализа в методе 

ГХ-МС. Графическое сравнение по алгоритму независимых выборок показывает 

незначительное перекрытие доверительных интервалов – это подтверждает 
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различие полученных концентраций верапамила в пробах крови в 

рассматриваемых хроматографических методах.  
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Рисунок 13 – Средние значения концентраций верапамила в крови при анализе 

методами ГХ-МС и ТСХ с компьютерной денситометрией (уровень 

концентрации 5000,0 нг/мл): для независимых (а) и зависимых выборок (б). 

 

Сравнение относительных ошибок средних значений εсред концентрации 

верапамила в пробах крови (усредненных для трех уровней концентраций) при 

количественном определении методами ГХ-МС и ТСХ с компьютерной 

денситометрией показало, что данные параметры статистически значимо 

различаются при варианте сравнения независимых выборок. Рассчитанный t-

критерий для независимых выборок равен 2,83 (при уровне значимости p менее 

0,05), для зависимых выборок – 3,27 (при уровне значимости p более 0,05), что в 

первом случае выше табличного значения t-критерия, а во втором – не превышало 

его (табл. 16). 
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Таблица 16 – Результаты сравнения относительных ошибок среднего значения 

концентраций верапамила в крови, полученных методами ГХ-МС и ТСХ с 

компьютерной денситометрией 

Метод анализа 
Относительная 

ошибка среднего 
значения εсред, % 

t(P, f) t эксп p 

Для независимых выборок 
ГХ-МС 16,01 2,78 2,83 0,031 ТСХ-КД 49,77 

Для зависимых выборок 
ГХ-МС 16,01 4,30 3,27 0,082 ТСХ-КД 49,77 

 - среднее значение для трех уровней концентраций верапамила в крови 
 

«Ящичные» диаграммы относительных ошибок средних значений 

концентрации верапамила в пробах крови (усредненных для трех уровней 

концентраций), полученных методами ГХ-МС и ТСХ с компьютерной 

денситометрией, также подтверждают вышеописанные различия рассматриваемых 

характеристик. На диаграмме для независимых выборок отмечается минимальное 

перекрытие доверительных интервалов относительной ошибки определения, а на 

диаграмме зависимых выборок – отсутствие перекрытия элементов диаграммы и 

смещение медианы выборки концентраций верапамила в область низких значений 

анализируемого параметра (рис. 14). 
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Рисунок 14 – Относительные ошибки средних значений концентраций 

верапамила в пробах крови, полученных методами ГХ-МС и ТСХ с 

компьютерной денситометрией: для независимых выборок (а) и зависимых 

выборок (б). 
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В отличие от вышеописанного, при сравнении систематических ошибок 

определения δ концентрации верапамила в пробах крови (усредненных для трех 

уровней концентраций) методами ГХ-МС и ТСХ с компьютерной денситометрией 

наблюдали другие тенденции. В ходе статистического анализа были установлены 

значимые различия систематических ошибок для рассматриваемых аналитических 

методов. Значения расчетных t-критериев равны 4,71 и 4,68 для независимых и 

зависимых выборок, что превышало табличные значения t-критериев 2,78 и 4,30 

соответственно (табл. 17). 

 

Таблица 17 – Результаты сравнения систематических ошибок определения 

концентрации верапамила в пробах крови методами ГХ-МС и ТСХ с компьютерной 

денситометрией 
Метод 

анализа 
Систематическая ошибка 

определения δ, % t(P, f) tэксп p 

Для независимых выборок 
ГХ-МС 8,40 2,78 4,71 0,0090 ТСХ-КД 25,43 

Для зависимых выборок 
ГХ-МС 8,40 4,30 4,68 0,043 ТСХ-КД 25,43 

 - среднее значение для трех уровней концентраций верапамила в крови 
 

«Ящичные» диаграммы систематических ошибок определения концентрации 

верапамила в пробах крови методами ГХ-МС и ТСХ с компьютерной 

денситометрией для независимых и зависимых выборок визуализируют 

статистическую значимость установленных различий.   

При использовании алгоритма сравнения независимых выборок не 

наблюдали перекрытия доверительных интервалов анализируемого параметра, а 

при сравнении для зависимых выборок отмечали полное отсутствие перекрытия 

элементов на диаграмме, а также смещение медиан в область низких значений 

систематической ошибки определения для метода ГХ-МС и в область высоких – 

для ТСХ с компьютерной денситометрией (рис. 15). 
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Рисунок 15 – Систематические ошибки определения концентрации верапамила 

в пробах крови методами ГХ-МС и ТСХ с компьютерной денситометрией: для 

независимых (а) и зависимых выборок (б). 

 

Результаты однофакторного дисперсионного анализа относительной ошибки 

среднего значения и систематической ошибки определения концентрации 

верапамила в пробах крови методами ГХ-МС и ТСХ с компьютерной 

денситометрией, подтверждают статистически значимые различия для 

исследуемых параметров. Расчетные F-критерии данных метрологических 

характеристик имели значения, которые превышают табличное значение F-

критерия (95%; 2; 3) – 9,55. Уровень значимости F-критериев для относительной 

ошибки среднего значения концентрации верапамила и систематической ошибки 

определения был менее 0,05 (табл. 18). 

 

Таблица 18 – Результаты дисперсионного анализа относительной ошибки среднего 

значения и систематической ошибки определения концентрации верапамила в 

крови методами ГХ-МС и ТСХ с компьютерной денситометрией 

Параметры 
Общая 

дисперсия 
выборки SSобщ 

Дисперсия 
эффекта 

MSэф 

Дисперсия 
межгруппо

вая SS 

Дисперсия 
ошибки 
MSошиб 

F-критерий 
Уровень 

значимости 
p 

εсред ГХ-МС / 
εсред ТСХ-КД 1033,79 516,89 157,75 52,58 9,83 0,028 

δ ГХ-МС / 
δ ТСХ-КД  

38,80 19,40 5,76 1,92 10,10 0,017 
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Таким образом, на основании сравнительного статистического анализа 

метрологических характеристик методик количественного определения 

верапамила в крови, применяемых в судебно-химической экспертизе, получены 

следующие результаты: 

 - средние значения концентрации верапамила в модельных образцах крови 

при количественном определении методами ГХ-МС и ТСХ с компьютерной 

денситометрией для уровней концентраций 500,0 нг/мл и 2000,0 нг/мл не 

различаются для используемых методов; на уровне концентрации верапамила в 

крови 5000,0 нг/мл наблюдается статистически значимое различие установленных 

концентраций: метод ТСХ с компьютерной денситометрией дает завышенные 

результаты анализа (до 23%) по сравнению с результатами ГХ-МС; 

- относительные ошибки при определении среднего уровня концентрации 

верапамила в модельных образцах крови (усредненные для трех уровней 

концентрации), полученные при количественном определении методами ГХ-МС и 

ТСХ с компьютерной денситометрией, статистически значимо различаются и 

составляют соответственно 16,01% и 49,77%; 

- систематические ошибки определения концентрации верапамила в крови 

методами ГХ-МС и ТСХ с компьютерной денситометрией статистически значимо 

различаются; результаты количественного анализа методом ГХ-МС имеют 

меньшее значение систематической ошибки (усредненное для трех уровней 

концентраций) – 8,40% по сравнению аналогичным показателем определения 

методом ТСХ с компьютерной денситометрией – 25,43%. 

При оценке корреляционных зависимостей «относительная ошибка среднего 

значения - концентрация верапамила в крови» и «систематическая ошибка - 

концентрация верапамила в крови» установлено наличие умеренной связи между 

концентрацией верапамила и величиной относительной ошибки среднего значения, 

а в случае оценки систематической ошибки определения – практически отсутствие 

связи. Величины коэффициентов корреляции r составляют -0,41 (для 

относительной ошибки среднего значения) и 0,017 (для систематической ошибки).  
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Очевидно, что величина относительной ошибки среднего значения и 

систематической ошибки определений зависят от используемого аналитиком 

метода. 

 

  
а б 

Рисунок 16 – Корреляционные зависимости «относительная ошибка среднего 

значения – концентрация верапамила в крови» (а) и «систематическая ошибка 

определения – концентрация верапамила в крови»  (б). 

 

Корреляционная зависимость «относительная ошибка среднего среднего 

значения концентрация верапамила в крови» - «систематическая ошибка 

определения» при количественном определении концентрация верапамила 

методом ГХ-МС была достаточно высокой: величина коэффициента корреляции r 

составила 0,98. Для метода ТСХ с компьютерной денситометрией связь между 

исследуемыми параметрами была умеренная - значение коэффициента корреляции 

r 0,33 (рис. 17).  
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Рисунок 17 – Корреляционная зависимость «относительная ошибка среднего 

значения концентрации верапамила в крови» - «систематическая ошибка 

определения» при количественном определении концентрация верапамила в 

крови методами ГХ-МС (а) и ТСХ с компьютерной денситометрией (б).  

 

Таким образом увеличение систематической ошибки определения 

содержания концентрация верапамила в крови в методе ГХ-МС приводит к 

практически линейному увеличению относительной ошибки среднего значения 

концентрации верапамила. В методе ТСХ с компьютерной денситометрией 

влияние систематической ошибки на общую ошибку определения было менее 

«жестким». Нелинейный рост относительной ошибки среднего значения 

верапамила в крови в данном случае связан с вкладом случайных ошибок. 

 

Выводы по главе 4 

1. Средние значения содержания диосмина в исследуемых лекарственных 

препаратах (образцах сравнения), определенные методом УФ-спектрофотометрии, 

статистически значимо не различаются для аналитических длин волн 268 нм и 370 

нм; при количественном определении концентраций верапамила в модельных 

образцах крови (образцах сравнения), методами ГХ-МС и ТСХ с компьютерной 
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денситометрией, различие средних значений концентрации верапамила 

определяется уровнем его содержания в пробе.  

2. Сравнение относительных ошибок определения среднего содержания диосмина 

и концентрации верапамила в образцах сравнения с использованием t-критерия и 

однофакторного дисперсионного анализа показывает их статистически значимые 

различия для применяемых вариантов УФ-спектрофотометрии: относительная 

ошибка для модификации методики с аналитической дины волны 268 нм на 30% 

больше ошибки  методики с аналитической длины волны 368 нм; для разных 

хроматографических методов: относительная ошибка в методе ТСХ с 

компьютерной денситометрией была больше на 210% соответствующей ошибки 

метода ГХ-МС. Сравнительный статистический анализ систематических ошибок 

определения диосмина и верапамила в образцах сравнения имеет аналогичные 

закономерности: ошибка для методики с аналитической длиной волны 268 нм 

превышает на 105% ошибку альтернативной модификации, а ошибка методики на 

основе ТСХ с компьютерной денситометрией – на 212% ошибку ГХ-МС методики. 

3. Анализ корреляционных зависимостей «относительная ошибка среднего 

значения» – «систематическая ошибка определения» показывает умеренный 

уровень связи между данными параметрами при УФ-спектрофотометрии диосмина 

(коэффициент корреляции r 0,35) и определении верапамила в модельных образцах 

крови методом ТСХ с компьютерной денситометрией (коэффициент корреляции r 

0,33); и высокий уровень связи – при количественном определении верапамила в 

крови методом ГХ-МС (коэффициент корреляции r 0,98).  

4. Сравнение средних значений содержания анализируемого вещества для разных 

аналитических методик не является достаточным тестом для проверки наличия 

систематической погрешности. Целесообразно применять алгоритм, 

предполагающий последовательный статистический анализ относительной и 

систематической ошибок среднего значения содержания анализируемого 

вещества, а также исследовать их корреляционную зависимость.  

5. На основании проведенного статистического анализа предполагается, что для 

исследуемых аналитических методик увеличение относительной ошибки 
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определения (суммарной погрешности) диосмина и верапамила в образцах 

сравнения связано с увеличением вклада случайных ошибок, в числе которых 

ошибки на этапе пробоподготовки образцов методами твердо-жидкостной и 

жидкость-жидкостной экстракции. 
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ГЛАВА 5. АЛГОРИТМЫ ОЦЕНКИ ПОГРЕШНОСТИ И ПЛАНИРОВАНИЯ 

ПРОБОПОДГОТОВКИ ДЛЯ МЕТОДИК КОЛИЧЕСТВЕННОГО 

ОПРЕДЕЛЕНИЯ В КОНТРОЛЕ КАЧЕСТВА ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ 

И СУДЕБНО-ХИМИЧЕСКОЙ ЭКСПЕРТИЗЕ (НА ПРИМЕРАХ 

ОПРЕДЕЛЕНИЯ ДИОСМИНА В ЛЕКАРСТВЕННЫХ ПРЕПАРАТАХ И 

ВЕРАПАМИЛА В КРОВИ) 

 

Пробоподготовка как этап количественного анализа в значительной степени 

определяет метрологические характеристики аналитической методики в целом. 

Отсутствие единства методических подходов к реализации пробоподготовки и ее 

метрологической оценке приводит к большому разбросу результатов 

количественного определения лекарственных веществ спектральными, 

хроматографическими методами для часто встречаемых в практике анализируемых 

веществ в условиях конкретной лаборатории. Оптимизация процедуры жидкость-

жидкостной экстракции и сорбции для ряда лекарственных веществ является 

одним из вариантов решения вышеуказанной проблемы. 

В главе 4 нами был выполнен статистический анализ погрешностей 

определения диосмина в лекарственных препаратах и верапамила в пробах крови. 

На основании результатов проведенного анализа предполагаем, что наибольший 

вклад в погрешность методик количественного определения вносят 

систематические и случайные ошибки на этапе пробоподготовки.   

Погрешность пробоподготовки для аналитических методик определяли на 

основании двух входных величин:  

- суммарной погрешности (суммарной ошибки) аналитической методики, 

определенной экспериментально;  

- прогностической величины погрешности методики без учета вклада этапа 

пробоподготовки.  

Для расчета прогностической погрешности методики без учета 

пробоподготовки использовали два алгоритма, основанные на применении 

следующих вариантов: 
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- компьютерной программы «ChemMetr Evaluation 1.0», которая оценивает 

погрешности измерения отдельных этапов аналитической методики («CME-

алгоритм»); 

- уравнения Горвица – расчета погрешности на основании величины 

концентрации анализируемого вещества в пробе исследуемого объекта («алгоритм 

Горвица»).  

 
Рисунок 18 – Дизайн исследования оценки погрешности пробоподготовки 

методик количественного определения в контроле качества лекарственных 

средств и судебно-химической экспертизе.  

 

Полученные выборки погрешностей пробоподготовки проверяли на 

соответствие закону нормального распределения для дальнейшего анализа их 
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методами параметрической статистики: сравнения по t-критерию и 

однофакторного дисперсионного анализа (рис. 18). 

 

5.1. Алгоритм оценки погрешности и планирования пробоподготовки для 

методики количественного определения диосмина в лекарственных 

препаратах методом УФ-спектрофотометрии 

В качестве примера в таблице 19 представлены алгоритм и результаты 

прогностической оценки погрешности пробоподготовки методики 

количественного определения диосмина в «Детралекс®» 1000 мг таблетках. 

Ключевые параметры данного лекарственного препарата как образца сравнения: 

содержание диосмина 900,0 мг; масса таблетки 1,8492 г; концентрация диосмина 

69,30% (мас.).  

Относительная ошибка этапа пробоподготовки при использовании CME-

алгоритма составила 6,32%, что сопоставимо по величине с погрешностью УФ-

спектрофотометрической методики без учета пробоподготовки – 6,56%. 

Относительная ошибка пробоподготовки, рассчитанная по алгоритму Горвица, 

равна 8,83%.   

 

Таблица 19 – Прогностическая оценка погрешности этапа пробоподготовки при 

количественном определении диосмина методом УФ-спектрофотометрии (образец 

сравнения – «Детралекс®» таблетки 1000 мг; аналитическая длина волны 268 нм)  
№ Этап анализа Абсолютная ошибка 

σX 
Относительная ошибка 

(σX/x)×100, % 

1. Взятие точной навески 1,8492 г 0,0002 г 0,010 
2. Твердо-жидкостная экстракция - - 
3. Отмеривание объема 250 мл 

(мерная колба) 
0,3 мл 0,12 

4. Отбор аликвоты 1 мл (пипетка) 0,01 мл 1,00 
5. Отмеривание объема 500 мл 

(мерная колба) 
0,5 мл 0,10 

6. Измерение оптической плотности 
при 268 нм  (спектрофотометр 

СФ-2000) 

0,004 0,93 
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7. Погрешность величины удельного 
показателя поглощения при 268 

нм 

- 5,30 

Относительная ошибка расчетная εсредCME, % (без учета 
пробоподготовки, ChemMetr Evaluation 1.0)  

6,56 

Относительная ошибка εсред, % (экспериментальная)  9,11 
Относительная ошибка пробоподготовки εпробCME, % (ChemMetr 

Evaluation 1.0) 
6,32 

Предел сходимости расчетный RSD_r, % (уравнение Горвица)  1,49 
Относительная ошибка расчетная εсредГ, % (без учета 

пробоподготовки, уравнение Горвица)  
3,38 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробГ, %(уравнение 
Горвица) 

8,83 

 

 Для УФ-спектрофотометрической методики (при аналитических длинах волн 

298 нм и 370 нм) при использовании всех лекарственных препаратов в качестве 

образцов сравнения были рассчитаны относительные ошибки εсред определения 

среднего значения содержания диосмина без учета этапа пробоподготовки с 

применением двух вышеуказанных алгоритмов. Диапазоны величин данной 

ошибки (погрешности пробоподготовки) составили для CME-алгоритма 5,08-

7,63% и для алгоритма Горвица – 3,11-4,35% (табл. 20). 

Следует предположить, что различия погрешностей пробоподготовки для 

данных алгоритмов связаны с их особенностями: алгоритм Горвица традиционно 

рассматривают как исключительно теоретическим и функционирует по принципу 

«черного ящика», где входной величиной является концентрация аналита в пробе, 

а выходная величина – это расчетный предел сходимости RSD_r, который исходя 

из принятого опорного значения концентрации для образца сравнения, мы 

пересчитывали в относительную ошибку εсред конкретного этапа или всей 

аналитической методики.  

CME-алгоритм является более «гибким», в нем заложена идеология учета 

предельного значения погрешностей каждого этапа аналитической методики с 

использованием метрологических характеристик мерной посуды, аналитического 

оборудования и других факторов.  
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Таблица 20 – Прогностическая оценка погрешности этапа пробоподготовки при 

количественном определении диосмина методом УФ-спектрофотометрии  
Аналитическая 

длина волны, нм εсред, % εсредCME, % εсредГ, % εпробCME, % εпробГ, % 

«Детралекс®» суспензия 
268 11,4 7,13 4,35 8,90 11,03 
370 8,38 5,18 4,35 6,59 7,87 

«Детралекс®» таблетки 
268 9,11 6,56 3,38 6,32 8,83 
370 8,04 5,08 3,38 6,23 7,72 

«Венарус®» таблетки 
268 9,52 6,76 3,21 6,70 9,28 
370 8,34 5,47 3,21 6,30 8,07 

«Флебофа®» таблетки 
268 12,48 7,63 3,13 9,88 12,31 
370 8,35 5,98 3,13 5,83 8,09 

«Детравенол®» таблетки 
268 8,57 6,69 3,10 5,36 8,32 
370 6,09 5,41 3,10 2,80 5,74 

«Флебавен®» таблетки 
268 8,51 6,61 3,11 5,36 8,26 
370 5,80 5,33 3,11 2,29 5,42 

«Флебодиа®» таблетки 
268 12,08 7,01 3,11 9,84 11,90 
370 7,57 5,21 3,11 5,49 7,29 

Обозначения: εсред – экспериментальная относительная ошибка анализа (суммарная 
погрешность), %; εсредCME – относительная ошибка анализа без учета пробоподготовки, расчет 
«ChemMetr Evaluation 1.0», %; εсредГ – относительная ошибка анализа без учета пробоподготовки, 
расчет по уравнению Горвица, %; εпробCME – относительная ошибка пробоподготовки, расчет 
«ChemMetr Evaluation 1.0», %; εпробГ – относительная ошибка пробоподготовки, расчет по 
уравнению Горвица, %. 
  

Проверка выборки расчетных погрешностей пробоподготовки εпроб на 

соответствие закону нормального распределения данных показала, что для обоих 

методов расчета критерии Колмогорова-Смирнова имели значение больше 0,2 – 

соответственно распределение полученных данных нормальное (рис. 19). Это 

позволяет нам при проведении сравнительного статистического анализа 

реализовывать варианты параметрической статистики.   
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Рисунок 19 – Гистограммы распределения расчетных ошибок пробоподготовки 

при количественном определении диосмина методом УФ-спектрофотометрии: 

CME-алгоритм (а) и алгоритм Горвица (б). 

  

Сравнение средних значений ошибок пробоподготовки в УФ-

спектрофотометрических методиках определения диосмина проводилось по t-

критерию в двух вариантах: для зависимых выборок и независимых выборок.  

 

Таблица 21 – Результаты сравнения погрешностей пробоподготовки в 

количественном определении диосмина методом УФ-спектрофотометрии при 

прогнозировании по CME-алгоритму и алгоритму Горвица  

Алгоритм 
/длина волны 

Погрешность 
пробоподготов

ки εпроб, %  

Для независимых выборок Для зависимых выборок 

t(P, f) tэксп p t(P, f) tэксп p 
CME-алгоритм/ 268 нм 7,48 2,18 2,51 < 0,05 2,45 19,38 < 0,05 

Алгоритм Горвица/ 268 нм 9,99 
CME-алгоритм/ 370 нм 5,07 2,18 2,64 < 0,05 2,45 7,79 < 0,05 Алгоритм Горвица/ 370 нм 7,17 

 - среднее значение для всех образцов сравнения (лекарственных препаратов) 
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При сравнении погрешностей (ошибок) пробоподготовки для модификации 

УФ-спектрофотометрии при длине волны 268 нм установлено статистически 

значимое различие между данными полученными при использовании «ChemMetr 

Evaluation 1.0» и уравнения Горвица. Для независимых выборок t-критерий имел 

значение 2,51, для зависимых – 19,38, при этом табличные значения были 2,18 (для 

независимых выборок) и 2,45 (для зависимых выборок). Уровень их значимости p 

в обоих случаях имел величину менее 0,05. 

Аналогичную закономерность – статистически значимое различие, 

наблюдали при сравнении ошибок пробоподготовки для модификации методики с 

аналитической длиной волны 370 нм. 

Сравнение данных для CME-алгоритма и алгоритма Горвица по t-критерию 

показало наличие статистических значимых различий: t-критерий принимал 

значение 2,64 при сравнении независимых выборок и 7,79 при сравнении 

зависимых выборок, табличные значения были 2,18 и 2,45 соответственно. Уровень 

значимости p для двух вариантов сравнения был менее 0,05. 

Результаты однофакторного дисперсионного анализа погрешности 

пробоподготовки для методики УФ-спектрофотометрического определения 

диосмина показывают наличие статистически значимых различий между 

погрешностями пробоподготовки, спрогнозированными по разным алгоритмам. 

Расчетный F-критерий (95%; 3; 24) имел значение 9,97, что превышало табличное 

значение F-критерия (95%; 3; 24) равное 3,01. Уровень значимости F-критерия в 

данном случае был менее 0,05.  

Можно предположить, что алгоритм Горвица как способ расчета менее 

«гибкий» и не имеет отклика на факторную структуру пробоподготовки в отличие 

от алгоритма с применением компьютерной программы «ChemMetr Evaluation 1.0».  
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Таблица 22 – Результаты дисперсионного анализа погрешности пробоподготовки 

при количественном определении диосмина методом УФ-спектрофотометрии 
Параметр Общая 

дисперсия 
выборки 

SSобщ 

Дисперсия 
эффекта  

MSэф 

Дисперсия 
межгруп-
повая SS  

Дисперсия 
ошибки 
MSошиб 

F-критерий Уровень 
значимости 

p 

εпробCME / 
εпробГ 85,26 28,42 68,38 2,85 9,97 > 0,05 

 

Полученные прогностические данные демонстрируют, что пробоподготовка 

является важным этапом количественного анализа и в значительной степени 

определяет метрологические характеристики всей аналитической методики.  

Для уменьшения систематических и случайных ошибок в ходе 

пробоподготовки необходима оптимизация данного этапа с применением методов 

математического планирования. 

Алгоритм оптимизации пробоподготовки включал следующие этапы: 

- предварительное определение перечня факторов, определяющих 

эффективность экстракции, и уровней их варьирования (три уровня); 

- генерация матрицы эксперимента – ключевым моментом данного этапа 

является адекватное формирование (баланс между позициями: «не потерять 

значимые факторы» и «получить рациональный объем реального эксперимента»); 

- проведение эксперимента в соответствии с матрицей; 

- построение математической модели экстракции; 

- определение значимых факторов и их комбинаций, влияющих на 

эффективность экстракции; 

- практические рекомендации по разработке методики пробоподготовки и ее 

апробация.  

Очевидно, что пробоподготовка направлена на максимальное извлечение 

анализируемого вещества из пробы исследуемого объекта при минимальных 

трудо- и временных затратах, а также обеспечение воспроизводимости методики.  

В качестве параметра оптимизации выбрали эффективность экстракции диосмина 

из лекарственных препаратов (образцов сравнения).  
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Определение перечня факторов пробоподготовки и уровней их 

варьирования. Были выбраны основные факторы пробоподготовки, влияющие на 

параметр оптимизации:  

- концентрация натрия гидроксида (экстрагент), моль/л;  

- концентрация ацетонитрила (растворитель для разрушения мицеллярных 

структур диосмина для микронизированной фармацевтической субстанции), %;  

- время экстракции, мин;  

- время центрифугирования, мин;  

- концентрация аммония сульфата (высаливающий реагент), %.  

Уровни варьирования указанных факторов при проведении пробоподготовки 

представлены в таблице 23. 

 

Таблица 23 – Уровни варьирования факторов, влияющих на степень извлечения 

диосмина из лекарственных препаратов (образцов сравнения) 

Фактор 
 

Уровни варьирования 
-1 0 +1 

X1 – концентрация раствора натрия 
гидроксида, моль/л 

0,1 0,05 0,02 

X2 – концентрация ацетонитрила, % 
(от объема водной фазы) 

50,0 25,0 - 

X3 – время экстракции, мин 
 

5,0 10,0 20,0 

X4 – время центрифугирования, мин 
 

5,0 10,0 20,0 

X5 – добавление электролита 
аммония сульфата, %  

10,0 5,0 - 

 
Генерация матрицы эксперимента. Оценку степени извлечения диосмина 

проводили по схеме многофакторного трехуровневого планирования 

экспериментов с применением плана Бокса-Бенкена (5 факторов, 2 блока, 46 

опытов).  

Одной из ключевых проблем в научных исследованиях и рутинной практике 

анализа является отсутствие у аналитиков компетенций формирования матрицы 

эксперимента для различных схем многофакторного планирования. Автоматизация 
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этого этапа необходима для широкомасштабного внедрения подходов 

математического планирования в рутинную аналитическую практику.  

Нами была разработана компьютерная программа для ЭВМ «ChemPlan 1.0» 

(Приложение 3).  

Поэтапное формирование матрицы эксперимента представлено на рисунке 20. 

 

  
а б 
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Рисунок 20 – Формирование матрицы эксперимента в компьютерной программе 

для ЭВМ «ChemPlan 1.0»: стартовое окно программы (а), окно определения уровня 

факторов (б), окно рандомизации (в), итоговый отчет программы (г). 

 

При помощи данной компьютерной программы получали матрицу 

эксперимента (анализа) для твердо-жидкостной экстракции диосмина из 

лекарственных препаратов, состоящую из 46 опытов, на каждый из которых 

распространялось различное влияние уровня факторов. 

Проведение эксперимента в соответствии с матрицей. В полученную 

матрицу вносили результаты эксперимента по твердо-жидкостной экстракции 

диосмина для каждого образца сравнения, таким образом формировался массив 

данных по степени извлечения диосмина из образцов сравнения. Для каждого 

лекарственного препарата были получены 2 блока данных по величинам степени 

извлечения.  
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В таблице 24 на примере образца сравнения – «Детралекс®» таблетки 1000 мг 

представлена матрица эксперимента и соответствующие ей блоки 

экспериментальных данных по степени извлечения диосмина методом твердо-

жидкостной экстракции.   

Аналогичные матрицы для всех образцов сравнения представлены в 

приложении 5. 

 

Таблица 24 – Матрица эксперимента и экспериментальные данные по экстракции 

диосмина (на примере «Детралекс®» таблетки 1000 мг) 
Факторы, влияющие на степень извлечения  Степень извлечения диосмина, % 

Х1 Х2 Х3 Х4 X5 Блок №1 Блок №2 
0,02 50,00 10,00 10,00 5,00 92,10 85,10 
0,02 0,00 10,00 10,00 5,00 83,10 79,10 
0,02 25,00 5,00 10,00 5,00 89,82 78,50 
0,02 25,00 20,00 10,00 5,00 80,01 92,27 
0,02 25,00 10,00 5,00 5,00 87,20 95,47 
0,02 25,00 10,00 20,00 5,00 77,01 87,21 
0,02 25,00 10,00 10,00 10,00 81,13 81,38 
0,02 25,00 10,00 10,00 0,00 91,51 81,42 
0,05 25,00 5,00 5,00 5,00 76,70 57,01 
0,05 25,00 20,00 5,00 5,00 62,91 64,40 
0,05 25,00 5,00 20,00 5,00 66,12 62,32 
0,05 25,00 20,00 20,00 5,00 60,46 64,26 
0,05 50,00 10,00 10,00 10,00 72,96 59,36 
0,05 0,00 10,00 10,00 10,00 65,33 68,18 
0,05 50,00 10,00 10,00 0,00 73,33 61,74 
0,05 0,00 10,00 10,00 0,00 78,67 57,64 
0,05 25,00 10,00 5,00 10,00 68,36 69,43 
0,05 25,00 10,00 20,00 10,00 66,84 66,80 
0,05 25,00 10,00 5,00 0,00 74,92 67,59 
0,05 25,00 10,00 20,00 0,00 75,16 62,22 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 66,77 65,66 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 69,50 60,48 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 68,45 72,89 
0,05 50,00 5,00 10,00 5,00 68,05 64,59 
0,05 0,00 5,00 10,00 5,00 70,34 67,65 
0,05 50,00 20,00 10,00 5,00 70,88 63,83 
0,05 0,00 20,00 10,00 5,00 69,75 57,42 
0,05 25,00 5,00 10,00 10,00 70,83 61,92 
0,05 25,00 20,00 10,00 10,00 71,19 59,18 
0,05 25,00 5,00 10,00 0,00 70,55 70,45 
0,05 25,00 20,00 10,00 0,00 78,62 71,69 



92 
 

0,05 50,00 10,00 5,00 5,00 73,10 70,59 
0,05 0,00 10,00 5,00 5,00 78,63 79,63 
0,05 50,00 10,00 20,00 5,00 75,77 72,06 
0,05 0,00 10,00 20,00 5,00 78,39 77,53 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 75,47 74,09 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 77,25 74,78 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 72,49 78,36 
0,10 50,00 10,00 10,00 5,00 53,53 50,16 
0,10 0,00 10,00 10,00 5,00 60,21 56,03 
0,10 25,00 5,00 10,00 5,00 60,55 50,37 
0,10 25,00 20,00 10,00 5,00 56,34 54,60 
0,10 25,00 10,00 5,00 5,00 58,04 45,08 
0,10 25,00 10,00 20,00 5,00 52,69 53,65 
0,10 25,00 10,00 10,00 10,00 62,38 51,34 
0,10 25,00 10,00 10,00 0,00 55,83 52,35 
 

На рисунке 21 представлены средства визуальной оценки соответствия 

распределения массива данных эффективности экстракции диосмина закону 

нормального распределения на примере лекарственного препарата «Детралекс®» 

таблетки 1000 мг. Гистограмма распределения адекватно описывается кривой 

нормального распределения Гаусса, диаграмма разброса данных (медиана с 

интервалами нижнего и верхнего квартилей) симметрична. 

Результаты эксперимента по определению степени извлечения диосмина в 

виде xls-файла экспортировали в модуль программы «Statistica 10.0»: «Таблица 

данных» - «Планирование экспериментов» - «Планы 3(К-р) и планы Бокса-

Бенкена» - «Анализ эксперимента с трехуровневыми факторами».  
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Рисунок 21 – Гистограмма распределения (а), диаграмма разброса данных 

эффективности экстракции диосмина (б) на примере лекарственного препарата 

«Детралекс®» таблетки 1000 мг.  

 

Построение математических моделей твердо-жидкостной экстракции. 

Для получения математической модели процесса твердо-жидкостной экстракции 

диосмина выше были реализованы две повторности плана после его рандомизации.   

В общем виде математическая модель, описывающая зависимость ключевого 

параметра оптимизации от значений влияющих факторов, описывается функцией 

ω = f(X1, X2, X3, X4, X5). Для проверки уравнения регрессии рассчитаны 

коэффициенты множественной корреляции r, их значения варьировали в интервале 

от 0,8 до 0,9, что говорит о сильной связи между показателем эффективности 

экстракции диосмина и набором факторных показателей (рассматриваемых 

параметров твердо-жидкостной экстракции).  

Статистическую надежность множественной регрессии оценивали с помощью 

F-критерия (критерия Фишера). Для нашего исследования табличный F-критерий 

(95%; 5; 40) имел значение 2,45. Полученные фактические значения F-критерия 

находились в пределах от 17,93 до 46,82. 

Таким образом, в проведенном регрессионном анализе для экстракции 

диосмина все фактические значения F-критерия превышали табличное значение, 

это значит, что с вероятностью более 95% принимается гипотеза о том, что 
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полученные экспериментальные данные не являются случайными и сформированы 

под влиянием существенных факторов.  

Величины коэффициентов детерминации r2 для анализируемых образцов 

сравнения (лекарственных препаратов) находились диапазоне значений от 0,69 до 

0,85, что интерпретируются как хорошее соответствие модели экспериментальным 

данным и говорит о высокой точности аппроксимации.  

Значения выборочной дисперсии SS принимали значения в достаточно узком 

интервале – 4,00-6,82. 

В таблице 25 приведены параметры, используемые для проверки 

достоверности моделей регрессии, описывающих экстракцию диосмина из 

лекарственных препаратов (образцов сравнения). 

 

Таблица 25 – Статистические параметры для проверки достоверности 

регрессионных моделей экстракции диосмина из лекарственных препаратов 
Образец 

сравнения r Fфакт r2 p SS 
«Детралекс®» 

табл. 
0,89 29,50 0,79 <0,05 4,66 
0,83 17,93 0,69 <0,05 6,82 

«Детралекс®» 
суспензия. 

0,88 27,56 0,77 <0,05 4,78 
0,82 16,55 0,67 <0,05 4,98 

«Венарус®» табл. 
0,84 18,63 0,70 <0,05 4,46 
0,86 22,81 0,74 <0,05 4,20 

«Детравенол®» 
табл. 

0,85 21,37 0,73 <0,05 4,00 
0,84 18,74 0,70 <0,05 4,42 

«Флебавен®» 
табл, 

0,92 46,82 0,85 <0,05 4,83 
0,92 45,44 0,85 <0,05 5,17 

«Флебодиа®» 
табл, 

0,87 25,56 0,76 <0,05 5,91 
0,85 21,33 0,73 <0,05 6,37 

«Флебофа®» табл. 0,87 25,94 0,76 <0,05 5,80 
0,86 23,18 0,74 <0,05 5,52 

 
Для получения математических регрессионных моделей был получен набор 

коэффициентов множественной линейной регрессии для каждого 

экспериментального блока данных по лекарственным препаратам, который 

представлен в таблице 26.  
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Таблица 26 – Коэффициенты уравнений множественной линейной регрессии для 

экстракции диосмина  

Образец 
сравнения 

Независимый 
член 

уравнения 
K1 K2 K3 K4 K5 

«Детралекс®» 
табл. 

100,74 -603,17 -0,14 0,47 0,0050 -0,92 
81,96 -749,83 0,12 2,52 -0,11 1,62 

«Детралекс®» 
суспензия. 

72,64 -27,66 0,04 -2,73 -3,55 -4,70 
64,41 -33,11 -1,59 1,73 -0,40 -0,69 

«Венарус®» табл. 
103,60 -761,04 -0,072 1,02 0,60 -0,091 
108,53 -754,35 0,16 -0,32 0,55 0,15 

«Детравенол®» 
табл. 

106,33 -687,66 -0,11 0,59 0,21 0,12 
118,39 -822,46 -0,080 -0,48 -0,51 0,270 

«Флебавен®» 
табл. 

106,58 -852,01 0,19 -0,32 1,15 -0,62 
122,24 -745,40 0,034 -0,34 -1,69 -0,11 

«Флебодиа®» 
табл. 

102,95 -998,76 0,066 1,12 -0,10 1,61 
125,96 -1156,33 0,29 -0,98 -0,53 -0,79 

«Флебофа®» табл. 
100,41 -1053,99 -0,16 1,56 1,10 0,52 
105,42 -925,95 0,19 0,081 0,50 -0,084 

 
В качестве примеров ниже приведены уравнения множественной линейной 

регрессии (математические модели твердо-жидкостной экстракции) для 

«Детралекс®» таблетки 1000 мг, «Флебофа®» таблетки 600 мг и «Венарус®» 

таблетки 900 мг: 

СИДетралекс = - 603,17·X1 – 0,14·X2 + 0,47·X3 + 0,0050·X4 – 0,0050·X5 + 100,74 

СИФлебофа = -1053,99·X1 – 0,16·X2 + 1,56·X3 + 1,10·X4 + 0,52·X5 + 100,41 

СИВенарус = -761,04·X1 – -0,072·X2 + 1,02·X3 + 0,60·X4 – 0,091·X5 + 103,60, 

где СИ – степень извлечения (эффективность экстракции) диосмина, %; 

X1- X5 – факторы, влияющие на степень извлечения диосмина (табл. 23). 

Определение значимых факторов, влияющих на эффективность 

экстракции. На основании представленных данных следует, что при твердо-

жидкостной экстракции диосмина из всех лекарственных препаратов влияние 
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большинства исследуемых факторов на его степень извлечения практически 

отсутствует (или крайне малое).  

Выраженное влияние на извлечение диосмина проявляет только фактор X1 – 

концентрация раствора натрия гидроксида. 

Для визуализации изучаемого процесса и представления взаимодействий 

факторов, определяющих эффективность экстракции диосмина, строили карты 

Парето для стандартизованных эффектов. На рисунке 22 представлены 

вышеуказанные карты для варианта экстракции диосмина из лекарственного 

препарата «Детралекс®» таблетки 1000 мг. 

 

  
а б 

Рисунок 22 – Карты Парето стандартизованных эффектов для экстракции 

диосмина на примере лекарственного препарата «Детралекс®» таблетки 1000 мг 

(L – линейные эффекты, Q – квадратичные эффекты). 

 

Из анализа представленных карт Парето следует, что изменение значения 

концентрации натрия гидроксида в экстрагенте ведет к значимому влиянию на 

величину эффективности экстракции диосмина, что подтверждает результаты 

множественного регрессионого анализа. Остальные эффекты (факторы 

экстракции) существенного влияния не оказывали. 

Для визуализации математической модели влияния параметров экстракции и 

их различных комбинаций для изучаемого соединения получали графические 

изображения в виде поверхностей отклика и контурных диаграмм зависимости 
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эффективности экстракции от выбранных факторов (рис. 23). Поверхность данных 

диаграмм цветом наглядно демонстрирует градацию эффективности экстракции от 

уровня влияния факторов. 

 

  

а б 

Рисунок 23 – Поверхность отклика (а) и контурная диаграмма (б) зависимости 

эффективности экстракции диосмина от факторов Х1, моль/л и Х5, % (на примере 

лекарственного препарата «Детралекс®» таблетки 1000 мг)  

 

Из контурной диаграммы следует, что выраженное значение имеет 

концентрация раствора натрия гидроксида и с приближением ее значения к 0,02 

моль/л растет эффективность экстракции диосмина. Дальнейшее увеличение 

концентрации натрия гидроксида приводит к снижению степени извлечения 

диосмина, что связано с меньшей гидрофильностью продуктов его щелочного 

гидролиза. Учет другого фактора, например, добавления высаливающего агента 

аммония сульфата, влияния на экстракцию не оказывало.  

Итогом математического планирования и статистического анализа 

результатов, полученных в соответствии с планом эксперимента, является 

оптимальное значение ключевого параметра экстракции – концентрации натрия 

гидроксида – 0,02 моль/л; значения факторов: время экстракции и 

центрифугирования должны иметь минимальное значение – 5 мин, 

целесообразность добавления ацетонитрила и аммония сульфата отсутствует. 
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Практические рекомендации по методике пробоподготовки 

лекарственных препаратов. Полученные результаты по реализации алгоритма 

планирования по схеме многофакторного трехуровневого эксперимента с 

применением плана Бокса-Бенкена (при помощи программы «ChemPlan 1.0») по 

моделированию экстракции целевого анализируемого соединения и 

статистической обработки экспериментальных данных имеют универсальный 

характер и могут применяться для оптимизации процедуры анализа в контроле 

качества других лекарственных средств.   

Преимуществами предложенного алгоритма являются научная 

обоснованность подхода, относительная экспрессность, упрощение этапа 

оптимизации пробоподготовки аналитических методик за счет автоматизации 

расчетов. Разработанный алгоритм апробирован и внедрен в аналитическую 

практику отделов контроля качества фармацевтических предприятий ООО 

«Самарская фармацевтическая фабрика» и ООО «Лекарь» (Приложение 2), а также 

внедрен в учебный процесс в Башкирском государственном медицинском 

университете (Приложение 2).  

 

5.2. Алгоритм оценки погрешности и планирования пробоподготовки для 

методик количественного определения верапамила в крови, применяемых в 

судебно-химической экспертизе 

При реализации данных алгоритмов для методик количественного 

определения верапамила в крови методами ГХ-МС и ТСХ с компьютерной 

денситометрией также были выполнены прогностические оценки погрешности 

этапа пробоподготовки, результаты приведены в таблицах 27 и 28. 
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Таблица 27 – Прогностическая оценка погрешности этапа пробоподготовки при 

количественном определении верапамила в крови методом ГХ-МС  
№ Этап анализа Абсолютная ошибка 

σX 
Относительная ошибка 

(σX/x)×100, % 
1. Взятие точной навески 5 мл 0,5 10 
2. Жидкость-жидкостная экстракция - - 
3. Дозирование пробы 2 мкл - 0,4 
4. Измерение площади пика 

верапамила (хроматограф Agilent 
5890) 

- 3,0 

5. Измерение площади пика ВС 
(хроматограф Agilent 5890) 

- 3,0 

6. Погрешность градуировки - 8,0 
7. Погрешность концентрации ВС - 1,0 

Относительная ошибка расчетная εсредCME, % (без учета 
пробоподготовки, ChemMetr Evaluation 1.0) для 500 нг/мл/для 

2000 нг/мл/для 5000 нг/мл/ 

20,11/11,23/10,25 

Относительная ошибка εсред, % (экспериментальная) для 500 
нг/мл/для 2000 нг/мл/для 5000 нг/мл/ 

24,41/12,34/11,31 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробCME, % (ChemMetr 
Evaluation 1.0) для 500 нг/мл/для 2000 нг/мл/для 5000 нг/мл 

13,84/5,10/4,78 

Предел сходимости расчетный RSD_r, % (уравнение Горвица): 
для 500 нг/мл/для 2000 нг/мл/для 5000 нг/мл/ 

8,41/6,83/5,95 

Относительная ошибка расчетная εсредГ, % (без учета 
пробоподготовки, уравнение Горвица) для 500 нг/мл/для 2000 

нг/мл/для 5000 нг/мл 

21,62/17,55/15,29 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробГ, % (уравнение 
Горвица) для 500 нг/мл/для 2000 нг/мл/для 5000 нг/мл 

7,95/13,49/11,35 

 

Таблица 28 – Прогностическая оценка погрешности этапа пробоподготовки при 

количественном определении верапамила в крови методом ТСХ с компьютерной 

денситометрией 
№ Этап анализа Абсолютная ошибка 

σX 
Относительная ошибка 

(σX/x)×100, % 
1. Взятие точной навески 10 мл 0,1 1,0 
2. Жидкость-жидкостная экстракция - - 
3. Дозирование пробы 50 мкл 

(дозатор полуавтоматический) 
- 5,0 

4. Степень извлечения верапамила - 7,0 
5. Измерение площади пятна (ТСХ-

менеджер) 
- 5,0 

6. Погрешность градуировки - 10,0 
Относительная ошибка расчетная εсредCME, % (без учета 

пробоподготовки, ChemMetr Evaluation 1.0) для 500 нг/мл/для 
2000 нг/мл/для 5000 нг/мл/ 

18,95/16,09/15,03 
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Относительная ошибка εсред, % (экспериментальная) для 500 
нг/мл/для 2000 нг/мл/для 5000 нг/мл/ 78,39/32,38/38,55 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробCME, % (ChemMetr 
Evaluation 1.0) для 500 нг/мл/для 2000 нг/мл/для 5000 нг/мл 76,06/28,10/35,50 

Предел сходимости расчетный RSD_r, % (уравнение Горвица): 
для 500 нг/мл/для 2000 нг/мл/для 5000 нг/мл/ 8,41/6,83/5,95 

Относительная ошибка расчетная εсредГ, % (без учета 
пробоподготовки, уравнение Горвица) для 500 нг/мл/для 2000 

нг/мл/для 5000 нг/мл 
21,62/17,55/15,29 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробГ, % (уравнение 
Горвица) для 500 нг/мл/для 2000 нг/мл/для 5000 нг/мл 10,41/7,01/2,81 

 

При использовании прогностических алгоритмов расчета ошибки среднего 

значения содержания верапамила в крови установлено, что значения ошибок (без 

учета пробоподготовки) по CME-алгоритму находились в диапазонах 10,25-20,11% 

и 15,03-18,95% (для ГХ-МС и ТСХ-КД соответственно), по алгоритму Горвица в 

диапазоне 15,29-21,62% для обоих методов (таб. 28). Данные расчеты 

подтверждают предположение, что для прогнозирования погрешности методики 

использование одного лишь уравнения Горвица является недостаточным.  

 

Таблица 28 – Результаты сравнения ошибок пробоподготовки определения 

концентрации верапамила в пробах крови методами ГХ-МС и ТСХ с компьютерной 

денситометрией при использовании ChemMetr 1.0 и уравнения Горвица  

μ, нг/мл εсред, % εсредCME, % εсредГ, % εпробCME, % εпробГ, % 

ГХ-МС  
500,0 24,41 20,11 21,62 13,84 7,95 
2000,0 12,34 11,23 17,55 5,10 13,49 
5000,0 11,31 10,25 15,29 4,78 11,35 

ТСХ-КД  
500,0 78,39 18,95 21,62 76,06 10,41 
2000,0 32,38 16,09 17,55 28,10 7,01 
5000,0 38,55 15,03 15,29 35,50 2,81 

Обозначения: εсред – экспериментальная относительная ошибка анализа (суммарная 
погрешность), %; εсредCME – относительная ошибка анализа без учета пробоподготовки, расчет 
«ChemMetr Evaluation 1.0», %; εсредГ – относительная ошибка анализа без учета пробоподготовки, 
расчет по уравнению Горвица, %; εпробCME – относительная ошибка пробоподготовки, расчет 
«ChemMetr Evaluation 1.0», %; εпробГ – относительная ошибка пробоподготовки, расчет по 
уравнению Горвица, %. 
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Диапазоны величин погрешности пробоподготовки для методики ГХ-МС 

составили для CME-алгоритма 4,78-13,84% и для алгоритма Горвица – 7,95-13,49%. 

В методике ТСХ с компьютерной денситометрией диапазоны CME-алгоритма 

составляли 28,10-76,06%, диапазона алгоритма Горвица – 2,81-10,41%. Различия 

расчетных погрешностей для двух аналитических методик с практически 

одинаковой процедурой пробоподготовки вызывает сомнения в адекватности 

применяемых расчетных алгоритмов.  

При проверке выборки погрешностей пробоподготовки εпроб на соответствие 

закону нормального распределения данных установлено, что для обоих методов 

расчета критерий Колмогорова-Смирнова принимал значения больше 0,2, что 

подтверждает соответствие данному закону (рис. 24). 
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Рисунок 24 – Гистограммы распределения расчетных ошибок пробоподготовки 

определения концентрации верапамила в пробах крови методами ГХ-МС и ТСХ 

с компьютерной денситометрией: CME-алгоритм (а) и алгоритм Горвица (б). 

 

Наличие статистически значимых различий для зависимых и независимых 

выборок по t-критерию было обнаружено на стадии сравнения ошибок 

пробоподготовки проб крови при анализе методами ГХ-МС и ТСХ с компьютерной 

денситометрией разными прогностическими алгоритмами. Значения t-критериев 

были 4,64 и 4,17 при использовании СМЕ-алгоритма, 2,81 и 3,07 при использовании 
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алгоритма Горвица. Справочные значения t-критериев 2,1 и 2,26 (уровень 

значимости p в обоих случаях менее 0,05) (табл. 29).  

При реализации СМЕ-алгоритма расчетная погрешность для ГХ-МС 

методики в 6 раз меньше по сравнению с погрешностью пробоподготовки в 

методике, основанной на ТСХ с компьютерной денситометрией; при реализации 

алгоритма Горвица - в 1,6 раза больше по сравнению с методикой ТСХ с 

компьютерной денситометрией. 

 

Таблица 29 – Результаты сравнения погрешностей пробоподготовки в 

количественном определении верапамила крови методами ГХ-МС и ТСХ с 

компьютерной денситометрией при прогнозировании по CME-алгоритму и 

алгоритму Горвица 

Алгоритм Метод 
Погрешность 

среднего значения 
пробоподготовки 

εпроб, % 
t(P, f) t эксп p 

CME-
алгоритм 

Для независимых выборок 
ГХ-МС 7,91 2,10 4,64 < 0,05 ТСХ-КД 46,55 

Для зависимых выборок 
ГХ-МС 7,91 2,26 4,17 < 0,05 
ТСХ-КД 46,55 

Алгоритм 
Горвица 

Для независимых выборок 
ГХ-МС 10,93 2,10 2,81 < 0,05 ТСХ-КД 6,74 

Для зависимых выборок 
ГХ-МС 10,93 2,26 3,07 0,01 
ТСХ-КД 6,74 

 - среднее значение для трех уровней концентраций верапамила в крови 
 

При сравнении прогностических ошибок пробоподготовки анализа 

верапамила в пробах крови методом ГХ-МС статистически значимое различие 

между данными полученными при использовании CME-алгоритма и алгоритма 

Горвица не установлено. Для независимых выборок t-критерий имел значение 1,63, 

для зависимых – 1,42, при справочных значениях – 2,26 и 2,1 для не зависимых и 

зависимых выборок соответственно (табл. 30). 
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Таблица 30 – Результаты сравнения погрешностей пробоподготовки в 

количественном определении верапамила крови методом ГХ-МС при 

прогнозировании по CME-алгоритму и алгоритму Горвица 
Алгоритм расчета Погрешность 

среднего значения 
пробоподготовки 

εпроб, % 
t(P, f) t эксп p 

Для независимых выборок 
CME-алгоритм 7,91 2,10 1,63 < 0,05 Алгоритм Горвица 10,93 

Для зависимых выборок 
CME-алгоритм 7,91 2,26 1,42 < 0,05 Алгоритм Горвица 10,93 

 - среднее значение для трех уровней концентраций верапамила в крови 
 

Ситуацию отличную от описанной выше наблюдали при сравнении ошибок 

пробоподготовки анализа верапамила в пробах крови методом ТСХ с 

компьютерной денситометрией: t- критерий для независимых выборок имел 

значение 4,84, для зависимых 4,71 при справочных значениях t- критерия 2,26 и 2,1, 

уровень значимости p для обоих вариантов анализа менее 0,05 (таб. 31) 

 

Таблица 31 – Результаты сравнения погрешностей пробоподготовки в 

количественном определении верапамила крови методом ТСХ с компьютерной 

денситометрией при прогнозировании по CME-алгоритму и алгоритму Горвица 
Алгоритм расчета Погрешность среднего значения 

пробоподготовки εпроб, % t(P, f) t эксп p 
Для независимых выборок 

CME-алгоритм 46,55 2,10 4,82 < 0,05 Алгоритм Горвица 6,74 
Для зависимых выборок 

CME-алгоритм 46,55 2,26 4,71 < 0,05 Алгоритм Горвица 6,74 
 - среднее значение для трех уровней концентраций верапамила в крови 

 

Однофакторный дисперсионный анализ погрешности пробоподготовки при 

определении содержания верапамила в пробах крови методами ГХ-МС и ТСХ с 

компьютерной денситометрией определяет наличие статистически значимых 

различий при использовании разных алгоритмов расчета (табл. 32). Расчетный F-

критерий (95%; 1; 38) имел значение 9,19, которое превышало табличное значение 
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F-критерия (95%; 1; 38) равное 4,08. Уровень значимости F-критерия в данном 

случае был менее 0,05. 

 

Таблица 32 – Результаты дисперсионного анализа погрешности пробоподготовки 

при количественном определении верапамила в крови методами ГХ-МС и ТСХ-с 

компьютерной денситометрией  
Параметр Общая 

дисперсия 
выборки 

SSобщ 

Дисперсия 
эффекта  

MSэф 

Дисперсия 
межгруппо

вая SS  

Дисперсия 
ошибки 
MSошиб 

F-
критерий 

Уровень 
значимости p 

εпробCME / 
εпробГ 3383,76 3383,76 13991,56 368,20 9,19 < 0,05 

 

Таким образом расчетный алгоритм оценки погрешности пробоподготовки с 

применением компьютерной программы «ChemMetr Evaluation 1.0» (СМЕ-

алгоритм) мы считаем наиболее предпочтительным к применению, его 

преимуществом является учет предельных значений погрешностей каждого этапа 

аналитической методики. 

Оптимизация процедуры пробоподготовки в количественном определении 

верапамила крови реализована по схеме, описанной в главе 5.1. 

Определение перечня факторов и уровней их варьирования. 

Основные факторы, влияющие на процесс жидкость-жидкостной экстракции 

верапамила из пробы крови:  

- значение рН водной фазы; 

- соотношение хлороформ - н-бутанол в экстрагенте; 

- время экстракции, мин; 

- время центрифугирования, мин; 

- добавление электролита натрия хлорида, %; 

- соотношение объемов пробы и экстрагента. 

Уровни варьирования факторов пробоподготовки указаны в таблице 33. 
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Таблица 33 – Уровни варьирования факторов, влияющих на степень извлечения 

верапамила из образцов крови 

Фактор Кодированные уровни 
-1 0 +1 

X1 – значение рН водной фазы 7,0 9,0 11,0 
X2 – соотношение хлороформ - н-
бутанол в экстрагенте 

9:1 7:3 - 

X3 – время экстракции, мин 2,0 5,0 10,0 
X4 – время центрифугирования, мин 5,0 10,0 20,0 
X5 – добавление электролита натрия 
хлорида, %  

10,0 5,0 - 

X6 – соотношение объемов пробы и 
экстрагента  

1:1 1:2 2:1 

 
Генерация матрицы эксперимента. 

В программе для ЭВМ «ChemPlan 1.0» была получена матрица эксперимента, 

включающая 54 опыта. Оценку степени экстракции верапамила проводили по 

схеме многофакторного трехуровневого планирования эксперимента с 

применением плана Бокса-Бенкена (6 факторов, 1 блок, 54 опыта). 

Проведение эксперимента в соответствии с матрицей. Результаты 

эксперимента жидкость-жидкостной экстракции вносили в полученную матрицу и 

формировали массивы данных по степени экстракции верапамила из крови 

(Приложение 5). Результаты анализа также обрабатывались при помощи 

программы «Statistica 10.0». 

Статистические характеристики данных степени извлечения верапамила из 

проб крови представлены в таблице 35. Стоит отметить, что в процессе анализа 

были допущены грубые ошибки (промахи). После исключения их из исследуемого 

массива выборка стала больше соответствовать закону нормального распределения 

данных. Уровень значимости критерия Колмогорова-Смирнова p составил более 

0,2, что подтверждает ранее описанное заключение. 
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Таблица 34 – Статистические характеристики данных эффективности экстракции 

верапамила из крови 

Выборка 
Объем 

выборки 
n 

Среднее 
значение 

xсред 

Медиана 
m 

Стандарт-
ное 

отклонение 
S 

Асиммет-
рия Эксцесс 

Уровень значимости 
p критерия 

Колмогорова-
Смирнова 

до 
исключения 
промахов 

54 78,88 79,82 9,00 -0,78 0,33 >0,2 

после 
исключения 
промахов 

48 81,17 80,56 6,45 -0,17 -0,16 >0,2 

 
Построение математических моделей жидкость-жидкостной экстракции. 

В случае экстракции верапамила из крови методом жидкость-жидкостной 

экстракции математическая модель, описывающая зависимость параметра 

оптимизации от значащих факторов представляется функцией ω = f(X1, X2, X3, X4, 

X5, X6). Коэффициент множественной корреляции r имел значение 0,73, что 

описывает связи между показателем эффективности экстракции верапамила и 

набором факторных показателей (параметров жидкость-жидкостной экстракции) 

как сильную.  

Величина коэффициента детерминации r2 для анализируемой выборки 

составляла 0,53, что говорит о хорошем соответствии модели экспериментальным 

данным.  

При сравнении фактического значения F-критерия с табличным при заданном 

уровне значимости установлено, что с вероятностью 95% полученные данные не 

являются случайными и сформированы под влиянием существенных факторов: 

значение Fфакт составило 2,31, в то время как справочное Fтабл (95%; 6 ; 48) имеет 

значение 2,29. 

Установив состоятельность модели жидкость-жидкостной экстракции 

верапамила из проб крови вышеописанными тестами выведено уравнение 

множественной линейной регрессии:  

ω = 74,55 + 0,71·X1 – 0,087·X2 – 0,19·X3 + 0,048·X4 + 0,13·X5 + 0,23·X6 , 

где ω – степень извлечения верапамила из пробы крови. 
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Определение значимых факторов, влияющих на эффективность 

экстракции. Из представленного уравнения следует, что при жидкость-

жидкостной экстракции наиболее выраженное влияние на извлечение верапамила 

оказывает только фактор X1 – значение pH водной фазы. 

Выполнив визулизацию уравнения с помощью карты Парето для 

стандартизованных эффектов мы подтверждаем значимое влияние значения рН 

водной фазы на эффективность экстракции верапамила (рисунок 25). 

 

 
Рисунок 25 – Карта Парето стандартизованных эффектов для экстракции 

верапамила из проб крови (L – линейные эффекты, Q – квадратичные эффекты) 

 

При анализе поверхности отклика и контурной диаграммы установлено, что 

сочетание значений рН водной фазы 9,5-10,0 и добавление натрия хлорида в 

диапазоне концентраций 4-6% обеспечивает максимальную степень извлечения 

верапамила из проб крови (рисунок 26). Факторы: время экстракции и время 

центрифугирования должны иметь минимальное значение; соотношение объемов 

пробы и экстрагента, соотношение хлороформ - н-бутанол в экстрагенте в 

пробоподготовке значимого влияния не оказывают. 
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Рисунок 26 – Поверхность отклика (а) и контурная диаграмма (б) зависимости 

эффективности экстракции верапамила от факторов Х1 и Х5, % 

 

Практические рекомендации по методике пробоподготовки аналита 

методом жидкость-жидкостной экстракции. Разработанный алгоритм 

апробирован и внедрен в работу судебно-химического отделения Филиала №3 (г. 

Самара) ФГКУ «111 Главный государственный центр судебно-медицинских и 

криминалистических экспертиз» Минобороны России, а также внедрен в учебный 

процесс в Пермской государственной фармацевтической академии и Курском 

государственном медицинском университете (Приложение 2).  

Таким образом на основании проведенных исследований нами разработан 

алгоритм планирования и оптимизации пробоподготовки для методик 

количественного определения в контроле качества лекарственных средств и 

судебно-химической экспертизе на примере определения диосмина в 

лекарственных препаратах и верапамила в крови. 
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Рисунок 27 – Алгоритм планирования и оптимизации пробоподготовки методик 

количественного определения в контроле качества лекарственных средств и 

судебно-химической экспертизе.  

 

Выводы по главе 5 

1. Предложен алгоритм оценки погрешности этапа пробоподготовки с 

применением компьютерной программы «ChemMetr Evaluation 1.0» и уравнения 

Горвица для методик количественного определения диосмина в лекарственных 

препаратах и верапамила в крови. Сравнительный статистический анализ данного 

алгоритма с алгоритмом, основанным на применении уравнения Горвица, показал 

его «гибкость», связанную с учетом предельных погрешностей каждого этапа 

аналитической методики. 

2. Разработан алгоритм планирования и оптимизации пробоподготовки, 

основанный на многофакторном планировании эксперимента по схеме Бокса-

Бенкена, на примерах определения диосмина в лекарственных препаратах и 
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верапамила в крови. Данный алгоритм имеет универсальный характер и может 

применяться для оптимизации процедуры анализа в контроле качества других 

лекарственных средств и судебно-медицинской экспертизе. 

3. Разработана компьютерная программа для ЭВМ «ChemPlan 1.0», которая 

автоматически формирует матрицу по планированию и оптимизации 

пробоподготовки, исходя из перечня и уровня факторов, влияющих на 

эффективность экстракции. 

4. Получены математические модели твердо-жидкостной диосмина из 

лекарственных препаратов и жидкость-жидкостной экстракции верапамила из проб 

крови, имеющие форму уравнений множественной линейной регрессии. Данные 

уравнения позволяют определять наиболее значимые факторы, влияющие на 

степень извлечения анализируемых веществ, и являются основой для визуализации 

результатов статистического анализа. 

5. Разработанный алгоритм планирования и оптимизации пробоподготовки 

апробирован и внедрен в работу отделов контроля качества фармацевтических 

предприятий ООО «Самарская фармацевтическая фабрика» и ООО «Лекарь», 

судебно-химического отделения Филиала №3 ФГКУ «111 Главный 

государственный центр судебно-медицинских и криминалистических экспертиз» 

Минобороны России, а также внедрен в учебный процесс в Пермской 

государственной фармацевтической академии, в Башкирском государственном 

медицинском университете и Курском государственном медицинском 

университете. 
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ОБЩИЕ ВЫВОДЫ 

1.  С применением в качестве образцов сравнения лекарственных препаратов на 

основе фармацевтической субстанции диосмина определены метрологические 

характеристики методик его количественного определения методом УФ-

спектрофотометрии с расчетом по удельным показателям поглощения при длинах 

волн 268 нм и 370 нм. Относительная ошибка определения среднего значения 

содержания диосмина не превышала 12,0%, правильность (систематическая 

ошибка) – не более 6,0%. Методика количественного определения верапамила в 

крови методом УФ-спектрофотометрии характеризуется показателями 

правильности и прецизионности не превышающими значения 27,5% и 7,4% 

соответственно, при этом ее рабочий диапазон концентраций – 10,0-150,0 мкг/мл. 

Правильность и прецизионность количественного определения верапамила в крови 

методом газовой хроматографии с масс-селективным детектированием составляют 

соответственно 6,3-11,4% и 4,4-9,5% для диапазона концентраций 50,0-5000,0 

нг/мл. Аналогичные показатели в интервале концентраций верапамила 300,0-

5000,0 нг/мл для методики, основанной на тонкослойной хроматографии с 

компьютерной денситометрией, равны 19,2-30,3% и 7,5-30,5%. 

2. Сравнение относительных ошибок определения (суммарной погрешности) 

среднего содержания диосмина и верапамила в образцах сравнения показывает их 

статистически значимые различия для применяемых вариантов УФ-

спектрофотометрии: относительная ошибка для модификации методики с 

аналитической дины волны 268 нм на 30% больше ошибки  методики с 

аналитической длиной волны 368 нм; для разных хроматографических методов: 

относительная ошибка в методе ТСХ с компьютерной денситометрией была 

больше на 210% соответствующей ошибки метода ГХ-МС. Сравнительный 

статистический анализ систематических ошибок определения диосмина и 

верапамила в образцах сравнения имеет аналогичные закономерности: ошибка для 

методики с аналитической длиной волны 268 нм превышает на 105% ошибку 

альтернативной модификации, а ошибка методики на основе ТСХ с компьютерной 

денситометрией – на 212% ошибку ГХ-МС методики. 
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3. Анализ корреляционных зависимостей «относительная ошибка среднего 

значения» – «систематическая ошибка определения» показывает умеренный 

уровень связи между данными параметрами при УФ-спектрофотометрии диосмина 

(коэффициент корреляции r 0,35) и определении верапамила в модельных образцах 

крови методом ТСХ с компьютерной денситометрией (коэффициент корреляции r 

0,33); и высокий уровень связи – при количественном определении верапамила в 

крови методом ГХ-МС (коэффициент корреляции r 0,98).  

4. Сравнение средних значений содержания анализируемого вещества для 

разных аналитических методик не является достаточным тестом для проверки 

наличия систематической погрешности. Целесообразно применять алгоритм, 

предполагающий последовательный статистический анализ относительной и 

систематической ошибок среднего значения содержания анализируемого 

вещества, а также исследование их корреляционной зависимости.  

5. Предложен алгоритм оценки погрешности этапа пробоподготовки с 

применением компьютерной программы «ChemMetr Evaluation 1.0» и уравнения 

Горвица для методик количественного определения диосмина в лекарственных 

препаратах и верапамила в крови. Сравнительный статистический анализ данного 

алгоритма с алгоритмом, основанным на применении уравнения Горвица, показал 

его «гибкость», связанную с учетом предельных погрешностей каждого этапа 

аналитической методики. 

6. Разработан алгоритм планирования и оптимизации пробоподготовки, 

основанный на многофакторном планировании эксперимента по схеме Бокса-

Бенкена, на примерах определения диосмина в лекарственных препаратах и 

верапамила в крови. Данный алгоритм имеет универсальный характер и может 

применяться для оптимизации процедуры анализа в контроле качества других 

лекарственных средств и судебно-медицинской экспертизе. 

7. Разработана компьютерная программа для ЭВМ «ChemPlan 1.0», которая 

автоматически формирует матрицу по планированию и оптимизации 

пробоподготовки, исходя из перечня и уровня факторов, влияющих на 

эффективность экстракции. 
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8. Получены математические модели твердо-жидкостной экстракции диосмина 

из лекарственных препаратов и жидкость-жидкостной экстракции верапамила из 

проб крови, имеющие форму уравнений множественной линейной регрессии. 

Данные уравнения позволяют определять наиболее значимые факторы, влияющие 

на степень извлечения анализируемых веществ, и являются основой для 

визуализации результатов статистического анализа. 

9. Разработанный алгоритм планирования и оптимизации пробоподготовки 

апробирован и внедрен в работу отделов контроля качества фармацевтических 

предприятий ООО «Самарская фармацевтическая фабрика» и ООО «Лекарь», 

судебно-химического отделения Филиала №3 ФГКУ «111 Главный 

государственный центр судебно-медицинских и криминалистических экспертиз» 

Минобороны России, а также внедрен в учебный процесс в Пермской 

государственной фармацевтической академии, в Башкирском государственном 

медицинском университете и Курском государственном медицинском 

университете. 

 

Практические рекомендации 

Данные, полученные в ходе диссертационного исследования, имеют 

практическую значимость в контроле качества лекарственных средств и судебно-

химической экспертизе. 

Рекомендуется: 

- использовать разработанные алгоритмы для оценки погрешности 

аналитических методик и их отдельных этапов в контроле качества лекарственных 

средств и судебно-химической экспертизе; 

- использовать компьютерную программу для ЭВМ «ChemPlan 1.0» для 

научно обоснованной разработки методик количественного анализа в научно-

исследовательской работе и рутинной аналитической практике. 

Перспективы дальнейшей разработки темы заключаются в разработке 

комплекса мероприятий и нормативных документов по метрологической оценке и 
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оптимизации методик количественного анализа в контроле качества 

лекарственных средств и судебно-химической экспертизе. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

ГХ-МС – газовая хроматография с масс-селективным детектированием 

ТСХ-КД − тонкослойная хроматография с компьютерной денситометрией 

СИ − степень извлечения 

СО − стандартный образец 

ФСО – фармакопейный стандартный образец 

ВСО – вторичный стандартный образец 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 4 

Примеры метрологической оценки методик количественного определения 

веществ в многокомпонентных объектах аналитического контроля в судебно-

химической экспертизе и фармацевтическом анализе 

НАШИХ МЕТОДИК 

Таблица 1 – Прогностическая оценка погрешности этапа пробоподготовки при 

количественном определении диосмина методом УФ-спектрофотометрии (образец 

сравнения – «Детралекс®» таблетки 1000 мг; аналитическая длина волны 370 нм)  

№ Этап анализа Абсолютная ошибка 
σX 

Относительная 
ошибка  

(σX/x)×100, % 
1. Взятие точной навески 1,8492 г 0,0002 г 0,010 
2. Твердо-жидкостная экстракция - - 
3. Отмеривание объема 250 мл 

(мерная колба) 
0,3 мл 0,12 

4. Отбор аликвоты 1 мл (пипетка) 0,01 мл 1,00 
5. Отмеривание объема 500 мл 

(мерная колба) 
0,5 мл 0,10 

6. Измерение оптической плотности 
при 370 нм  

(спектрофотометр СФ-2000) 

0,004 0,93 

7. Погрешность величины удельного 
показателя поглощения  

при 370 нм 

- 3,80 

Относительная ошибка расчетная εсредCME, % (без учета 
пробоподготовки, ChemMetr Evaluation 1.0)  

 

5,08 

Относительная ошибка εсред, % (экспериментальная) 
  

8,04 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробCME, % 
(ChemMetr Evaluation 1.0) 

6,23 

Предел сходимости расчетный RSD_r, % (уравнение Горвица)  
 

1,49 

Относительная ошибка расчетная εсредГ, % (без учета 
пробоподготовки, уравнение Горвица)  

 

3,38 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробГ, % 
(уравнение Горвица) 

7,72 
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Таблица 2 – Прогностическая оценка погрешности этапа пробоподготовки при 

количественном определении диосмина методом УФ-спектрофотометрии (образец 

сравнения – «Детралекс®» суспензия: 1000 мг/10 мл; аналитическая длина волны 

268 нм)  

№ Этап анализа Абсолютная ошибка 
σX 

Относительная 
ошибка 

(σX/x)×100, % 
1. Взятие точной навески 10 мл 0,1г 1,0 
2. Твердо-жидкостная экстракция - - 
3. Отмеривание объема 250 мл 

(мерная колба) 
0,3 мл 0,12 

4. Отбор аликвоты 1 мл (пипетка) 0,01 мл 1,00 
5. Отмеривание объема 500 мл 

(мерная колба) 
0,5 мл 0,10 

6. Измерение оптической плотности 
при 268 нм  

(спектрофотометр СФ-2000) 

0,004 0,93 

7. Погрешность величины удельного 
показателя поглощения  

при 268 нм 

- 5,30 

Относительная ошибка расчетная εсредCME, % (без учета 
пробоподготовки, ChemMetr Evaluation 1.0)  

 

7,13 

Относительная ошибка εсред, % (экспериментальная) 
  

11,4 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробCME, % 
(ChemMetr Evaluation 1.0) 

8,90 

Предел сходимости расчетный RSD_r, % (уравнение Горвица)  
 

1,93 

Относительная ошибка расчетная εсредГ, % (без учета 
пробоподготовки, уравнение Горвица)  

 

4,35 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробГ, % 
(уравнение Горвица) 

11,03 

 

  



152 
 
Таблица 3 – Прогностическая оценка погрешности этапа пробоподготовки при 

количественном определении диосмина методом УФ-спектрофотометрии (образец 

сравнения – «Детралекс®» суспензия: 1000 мг/10 мл; аналитическая длина волны 

370 нм)  

№ Этап анализа Абсолютная ошибка 
σX 

Относительная 
ошибка 

(σX/x)×100, % 
1. Взятие точной навески 10 мл 0,1г 1,0 
2. Твердо-жидкостная экстракция - - 
3. Отмеривание объема 250 мл 

(мерная колба) 
0,3 мл 0,12 

4. Отбор аликвоты 1 мл (пипетка) 0,01 мл 1,00 
5. Отмеривание объема 500 мл 

(мерная колба) 
0,5 мл 0,10 

6. Измерение оптической плотности 
при 370 нм  

(спектрофотометр СФ-2000) 

0,004 0,93 

7. Погрешность величины удельного 
показателя поглощения  

при 370 нм 

- 3,80 

Относительная ошибка расчетная εсредCME, % (без учета 
пробоподготовки, ChemMetr Evaluation 1.0)  

 

5,18 

Относительная ошибка εсред, % (экспериментальная) 
  

8,38 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробCME, % 
(ChemMetr Evaluation 1.0) 

6,59 

Предел сходимости расчетный RSD_r, % (уравнение Горвица)  
 

1,93 

Относительная ошибка расчетная εсредГ, % (без учета 
пробоподготовки, уравнение Горвица)  

 

4,35 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробГ, % 
(уравнение Горвица) 

7,87 

 

  



153 
 
Таблица 4 – Прогностическая оценка погрешности этапа пробоподготовки при 

количественном определении диосмина методом УФ-спектрофотометрии (образец 

сравнения – «Венарус®» таблетки 900 мг; аналитическая длина волны 268 нм)  

№ Этап анализа Абсолютная ошибка 
σX 

Относительная 
ошибка 

(σX/x)×100, % 
1. Взятие точной навески 1,3200 г 0,0002 г 0,015 
2. Твердо-жидкостная экстракция - - 
3. Отмеривание объема 250 мл 

(мерная колба) 
0,3 мл 0,12 

4. Отбор аликвоты 1 мл (пипетка) 0,01 мл 1,00 
5. Отмеривание объема 500 мл 

(мерная колба) 
0,5 мл 0,10 

6. Измерение оптической плотности 
при 268 нм  

(спектрофотометр СФ-2000) 

0,004 0,93 

7. Погрешность величины удельного 
показателя поглощения  

при 268 нм 

- 5,30 

Относительная ошибка расчетная εсредCME, % (без учета 
пробоподготовки, ChemMetr Evaluation 1.0)  

 

6,76 

Относительная ошибка εсред, % (экспериментальная) 
  

9,52 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробCME, % 
(ChemMetr Evaluation 1.0) 

6,70 

Предел сходимости расчетный RSD_r, % (уравнение Горвица)  
 

1,42 

Относительная ошибка расчетная εсредГ, % (без учета 
пробоподготовки, уравнение Горвица)  

 

3,21 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробГ, % 
(уравнение Горвица) 

9,28 
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Таблица 5 – Прогностическая оценка погрешности этапа пробоподготовки при 

количественном определении диосмина методом УФ-спектрофотометрии (образец 

сравнения – «Венарус®» таблетки 900 мг; аналитическая длина волны 370 нм)  

№ Этап анализа Абсолютная ошибка 
σX 

Относительная 
ошибка 

(σX/x)×100, % 
1. Взятие точной навески 1,3200 г 0,0002 г 0,015 
2. Твердо-жидкостная экстракция - - 
3. Отмеривание объема 250 мл 

(мерная колба) 
0,3 мл 0,12 

4. Отбор аликвоты 1 мл (пипетка) 0,01 мл 1,00 
5. Отмеривание объема 500 мл 

(мерная колба) 
0,5 мл 0,10 

6. Измерение оптической плотности 
при 370 нм  

(спектрофотометр СФ-2000) 

0,004 0,93 

7. Погрешность величины удельного 
показателя поглощения  

при 370 нм 

- 3,80 

Относительная ошибка расчетная εсредCME, % (без учета 
пробоподготовки, ChemMetr Evaluation 1.0)  

 

5,47 

Относительная ошибка εсред, % (экспериментальная) 
  

8,34 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробCME, % 
(ChemMetr Evaluation 1.0) 

6,30 

Предел сходимости расчетный RSD_r, % (уравнение Горвица)  
 

1,42 

Относительная ошибка расчетная εсредГ, % (без учета 
пробоподготовки, уравнение Горвица)  

 

3,21 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробГ, % 
(уравнение Горвица) 

8,07 
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Таблица 6 – Прогностическая оценка погрешности этапа пробоподготовки при 

количественном определении диосмина методом УФ-спектрофотометрии (образец 

сравнения – «Флебофа®» таблетки 600 мг; аналитическая длина волны 268 нм)  

№ Этап анализа Абсолютная ошибка 
σX 

Относительная 
ошибка 

(σX/x)×100, % 
1. Взятие точной навески 1,1481 г 0,0002 г 0,017 
2. Твердо-жидкостная экстракция - - 
3. Отмеривание объема 250 мл 

(мерная колба) 
0,3 мл 0,12 

4. Отбор аликвоты 1 мл (пипетка) 0,01 мл 1,00 
5. Отмеривание объема 500 мл 

(мерная колба) 
0,5 мл 0,10 

6. Измерение оптической плотности 
при 268 нм  

(спектрофотометр СФ-2000) 

0,004 0,93 

7. Погрешность величины удельного 
показателя поглощения  

при 268 нм 

- 5,30 

Относительная ошибка расчетная εсредCME, % (без учета 
пробоподготовки, ChemMetr Evaluation 1.0)  

 

7,63 

Относительная ошибка εсред, % (экспериментальная) 
  

12,48 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробCME, % 
(ChemMetr Evaluation 1.0) 

9,88 

Предел сходимости расчетный RSD_r, % (уравнение Горвица)  
 

1,39 

Относительная ошибка расчетная εсредГ, % (без учета 
пробоподготовки, уравнение Горвица)  

 

3,13 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробГ, % 
(уравнение Горвица) 

12,31 
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Таблица 7 – Прогностическая оценка погрешности этапа пробоподготовки при 

количественном определении диосмина методом УФ-спектрофотометрии (образец 

сравнения – «Флебофа®» таблетки 600 мг; аналитическая длина волны 370 нм)  

№ Этап анализа Абсолютная ошибка 
σX 

Относительная 
ошибка 

(σX/x)×100, % 
1. Взятие точной навески 1,1481 г 0,0002 г 0,017 
2. Твердо-жидкостная экстракция - - 
3. Отмеривание объема 250 мл 

(мерная колба) 
0,3 мл 0,12 

4. Отбор аликвоты 1 мл (пипетка) 0,01 мл 1,00 
5. Отмеривание объема 500 мл 

(мерная колба) 
0,5 мл 0,10 

6. Измерение оптической плотности 
при 370 нм  

(спектрофотометр СФ-2000) 

0,004 0,93 

7. Погрешность величины удельного 
показателя поглощения  

при 370 нм 

- 3,80 

Относительная ошибка расчетная εсредCME, % (без учета 
пробоподготовки, ChemMetr Evaluation 1.0)  

 

5,98 

Относительная ошибка εсред, % (экспериментальная) 
  

8,35 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробCME, % 
(ChemMetr Evaluation 1.0) 

5,83 

Предел сходимости расчетный RSD_r, % (уравнение Горвица)  
 

1,39 

Относительная ошибка расчетная εсредГ, % (без учета 
пробоподготовки, уравнение Горвица)  

 

3,13 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробГ, % 
(уравнение Горвица) 

8,09 
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Таблица 8 – Прогностическая оценка погрешности этапа пробоподготовки при 

количественном определении диосмина методом УФ-спектрофотометрии (образец 

сравнения – «Детравенол®» таблетки 1000 мг; аналитическая длина волны 268 нм)  

№ Этап анализа Абсолютная ошибка 
σX 

Относительная 
ошибка 

(σX/x)×100, % 
1. Взятие точной навески 1,1739 г 0,0002 г 0,017 
2. Твердо-жидкостная экстракция - - 
3. Отмеривание объема 250 мл 

(мерная колба) 
0,3 мл 0,12 

4. Отбор аликвоты 1 мл (пипетка) 0,01 мл 1,00 
5. Отмеривание объема 500 мл 

(мерная колба) 
0,5 мл 0,10 

6. Измерение оптической плотности 
при 268 нм  

(спектрофотометр СФ-2000) 

0,004 0,93 

7. Погрешность величины удельного 
показателя поглощения  

при 268 нм 

- 5,30 

Относительная ошибка расчетная εсредCME, % (без учета 
пробоподготовки, ChemMetr Evaluation 1.0)  

 

6,69 

Относительная ошибка εсред, % (экспериментальная) 
  

8,57 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробCME, % 
(ChemMetr Evaluation 1.0) 

5,36 

Предел сходимости расчетный RSD_r, % (уравнение Горвица)  
 

1,37 

Относительная ошибка расчетная εсредГ, % (без учета 
пробоподготовки, уравнение Горвица)  

 

3,10 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробГ, % 
(уравнение Горвица) 

8,32 
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Таблица 9 – Прогностическая оценка погрешности этапа пробоподготовки при 

количественном определении диосмина методом УФ-спектрофотометрии (образец 

сравнения – «Детравенол®» таблетки 1000 мг; аналитическая длина волны 370 нм)  

№ Этап анализа Абсолютная ошибка 
σX 

Относительная 
ошибка 

(σX/x)×100, % 
1. Взятие точной навески 1,1739 г 0,0002 г 0,017 
2. Твердо-жидкостная экстракция - - 
3. Отмеривание объема 250 мл 

(мерная колба) 
0,3 мл 0,12 

4. Отбор аликвоты 1 мл (пипетка) 0,01 мл 1,00 
5. Отмеривание объема 500 мл 

(мерная колба) 
0,5 мл 0,10 

6. Измерение оптической плотности 
при 370 нм  

(спектрофотометр СФ-2000) 

0,004 0,93 

7. Погрешность величины удельного 
показателя поглощения  

при 370 нм 

- 3,80 

Относительная ошибка расчетная εсредCME, % (без учета 
пробоподготовки, ChemMetr Evaluation 1.0)  

 

5,41 

Относительная ошибка εсред, % (экспериментальная) 
  

6,09 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробCME, % 
(ChemMetr Evaluation 1.0) 

2,80 

Предел сходимости расчетный RSD_r, % (уравнение Горвица)  
 

1,37 

Относительная ошибка расчетная εсредГ, % (без учета 
пробоподготовки, уравнение Горвица)  

 

3,10 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробГ, % 
(уравнение Горвица) 

5,74 
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Таблица 10 – Прогностическая оценка погрешности этапа пробоподготовки при 

количественном определении диосмина методом УФ-спектрофотометрии (образец 

сравнения – «Флебавен®» таблетки 1000 мг; аналитическая длина волны 268 нм)  

№ Этап анализа Абсолютная ошибка 
σX 

Относительная 
ошибка 

(σX/x)×100, % 
1. Взятие точной навески 1,2357 г 0,0002 г 0,016 
2. Твердо-жидкостная экстракция - - 
3. Отмеривание объема 250 мл 

(мерная колба) 
0,3 мл 0,12 

4. Отбор аликвоты 1 мл (пипетка) 0,01 мл 1,00 
5. Отмеривание объема 500 мл 

(мерная колба) 
0,5 мл 0,10 

6. Измерение оптической плотности 
при 268 нм  

(спектрофотометр СФ-2000) 

0,004 0,93 

7. Погрешность величины удельного 
показателя поглощения  

при 268 нм 

- 5,30 

Относительная ошибка расчетная εсредCME, % (без учета 
пробоподготовки, ChemMetr Evaluation 1.0)  

 

6,61 

Относительная ошибка εсред, % (экспериментальная) 
  

8,51 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробCME, % 
(ChemMetr Evaluation 1.0) 

5,36 

Предел сходимости расчетный RSD_r, % (уравнение Горвица)  
 

1,37 

Относительная ошибка расчетная εсредГ, % (без учета 
пробоподготовки, уравнение Горвица)  

 

3,11 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробГ, % 
(уравнение Горвица) 

8,26 
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Таблица 11 – Прогностическая оценка погрешности этапа пробоподготовки при 

количественном определении диосмина методом УФ-спектрофотометрии (образец 

сравнения – «Флебавен®» таблетки 1000 мг; аналитическая длина волны 370 нм)  

№ Этап анализа Абсолютная ошибка 
σX 

Относительная 
ошибка 

(σX/x)×100, % 
1. Взятие точной навески 1,2357 г 0,0002 г 0,016 
2. Твердо-жидкостная экстракция - - 
3. Отмеривание объема 250 мл 

(мерная колба) 
0,3 мл 0,12 

4. Отбор аликвоты 1 мл (пипетка) 0,01 мл 1,00 
5. Отмеривание объема 500 мл 

(мерная колба) 
0,5 мл 0,10 

6. Измерение оптической плотности 
при 370 нм  

(спектрофотометр СФ-2000) 

0,004 0,93 

7. Погрешность величины удельного 
показателя поглощения  

при 370 нм 

- 3,80 

Относительная ошибка расчетная εсредCME, % (без учета 
пробоподготовки, ChemMetr Evaluation 1.0)  

 

5,33 

Относительная ошибка εсред, % (экспериментальная) 
  

5,80 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробCME, % 
(ChemMetr Evaluation 1.0) 

2,29 

Предел сходимости расчетный RSD_r, % (уравнение Горвица)  
 

1,37 

Относительная ошибка расчетная εсредГ, % (без учета 
пробоподготовки, уравнение Горвица)  

 

3,11 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробГ, % 
(уравнение Горвица) 

5,42 
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Таблица 12 – Прогностическая оценка погрешности этапа пробоподготовки при 

количественном определении диосмина методом УФ-спектрофотометрии (образец 

сравнения – «Флебодиа®» таблетки 600 мг; аналитическая длина волны 268 нм)  

№ Этап анализа Абсолютная ошибка 
σX 

Относительная 
ошибка 

(σX/x)×100, % 
1. Взятие точной навески 1,3624 г 0,0002 г 0,015 
2. Твердо-жидкостная экстракция - - 
3. Отмеривание объема 250 мл 

(мерная колба) 
0,3 мл 0,12 

4. Отбор аликвоты 1 мл (пипетка) 0,01 мл 1,00 
5. Отмеривание объема 500 мл 

(мерная колба) 
0,5 мл 0,10 

6. Измерение оптической плотности 
при 268 нм  

(спектрофотометр СФ-2000) 

0,004 0,93 

7. Погрешность величины удельного 
показателя поглощения  

при 268 нм 

- 5,30 

Относительная ошибка расчетная εсредCME, % (без учета 
пробоподготовки, ChemMetr Evaluation 1.0)  

 

7,01 

Относительная ошибка εсред, % (экспериментальная) 
  

12,08 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробCME, % 
(ChemMetr Evaluation 1.0) 

9,84 

Предел сходимости расчетный RSD_r, % (уравнение Горвица)  
 

1,38 

Относительная ошибка расчетная εсредГ, % (без учета 
пробоподготовки, уравнение Горвица)  

 

3,11 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробГ, % 
(уравнение Горвица) 

11,90 
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Таблица 13 – Прогностическая оценка погрешности этапа пробоподготовки при 

количественном определении диосмина методом УФ-спектрофотометрии (образец 

сравнения – «Флебодиа®» таблетки 600 мг; аналитическая длина волны 370 нм)  

№ Этап анализа Абсолютная ошибка 
σX 

Относительная 
ошибка 

(σX/x)×100, % 
1. Взятие точной навески 1,3624 г 0,0002 г 0,015 
2. Твердо-жидкостная экстракция - - 
3. Отмеривание объема 250 мл 

(мерная колба) 
0,3 мл 0,12 

4. Отбор аликвоты 1 мл (пипетка) 0,01 мл 1,00 
5. Отмеривание объема 500 мл 

(мерная колба) 
0,5 мл 0,10 

6. Измерение оптической плотности 
при 370 нм  

(спектрофотометр СФ-2000) 

0,004 0,93 

7. Погрешность величины удельного 
показателя поглощения  

при 370 нм 

- 3,80 

Относительная ошибка расчетная εсредCME, % (без учета 
пробоподготовки, ChemMetr Evaluation 1.0)  

 

5,21 

Относительная ошибка εсред, % (экспериментальная) 
  

7,57 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробCME, % 
(ChemMetr Evaluation 1.0) 

5,49 

Предел сходимости расчетный RSD_r, % (уравнение Горвица)  
 

1,38 

Относительная ошибка расчетная εсредГ, % (без учета 
пробоподготовки, уравнение Горвица)  

 

3,11 

Относительная ошибка пробоподготовки εпробГ, % 
(уравнение Горвица) 

7,29 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 5 

Матрица эксперимента и экспериментальные данные по экстракции диосмина и 

верапамила (с применением компьютерной программы «ChemPlan 1.0») 

Таблица 1 – Матрица эксперимента и экспериментальные данные по экстракции 

диосмина (на примере «Детралекс®» суспензия 1000 мг/10 мл) 

Факторы, влияющие на степень извлечения  Степень извлечения 
диосмина, % 

Х1 Х2 Х3 Х4 X5 Блок №1 Блок №2 
0,02 50,00 10,00 10,00 5,00 95,10 88,10 
0,02 0,00 10,00 10,00 5,00 84,10 80,10 
0,02 25,00 5,00 10,00 5,00 90,82 80,50 
0,02 25,00 20,00 10,00 5,00 83,01 93,27 
0,02 25,00 10,00 5,00 5,00 90,20 97,47 
0,02 25,00 10,00 20,00 5,00 80,01 90,21 
0,02 25,00 10,00 10,00 10,00 83,13 84,38 
0,02 25,00 10,00 10,00 0,00 92,51 82,42 
0,05 25,00 5,00 5,00 5,00 77,70 58,01 
0,05 25,00 20,00 5,00 5,00 63,91 65,40 
0,05 25,00 5,00 20,00 5,00 67,12 64,32 
0,05 25,00 20,00 20,00 5,00 63,46 66,26 
0,05 50,00 10,00 10,00 10,00 75,96 60,36 
0,05 0,00 10,00 10,00 10,00 67,33 69,18 
0,05 50,00 10,00 10,00 0,00 75,33 63,74 
0,05 0,00 10,00 10,00 0,00 81,67 58,64 
0,05 25,00 10,00 5,00 10,00 70,36 71,43 
0,05 25,00 10,00 20,00 10,00 69,84 67,80 
0,05 25,00 10,00 5,00 0,00 77,92 70,59 
0,05 25,00 10,00 20,00 0,00 78,16 64,22 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 67,77 67,66 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 70,50 61,48 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 69,45 74,89 
0,05 50,00 5,00 10,00 5,00 71,05 67,59 
0,05 0,00 5,00 10,00 5,00 73,34 69,65 
0,05 50,00 20,00 10,00 5,00 71,88 65,83 
0,05 0,00 20,00 10,00 5,00 70,75 59,42 
0,05 25,00 5,00 10,00 10,00 72,83 64,92 
0,05 25,00 20,00 10,00 10,00 74,19 62,18 
0,05 25,00 5,00 10,00 0,00 72,55 71,45 
0,05 25,00 20,00 10,00 0,00 80,62 72,69 
0,05 50,00 10,00 5,00 5,00 76,10 71,59 
0,05 0,00 10,00 5,00 5,00 81,63 81,63 
0,05 50,00 10,00 20,00 5,00 77,77 74,06 
0,05 0,00 10,00 20,00 5,00 79,39 79,53 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 76,47 76,09 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 78,25 77,78 
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0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 75,49 81,36 
0,10 50,00 10,00 10,00 5,00 56,53 53,16 
0,10 0,00 10,00 10,00 5,00 61,21 59,03 
0,10 25,00 5,00 10,00 5,00 63,55 52,37 
0,10 25,00 20,00 10,00 5,00 59,34 57,60 
0,10 25,00 10,00 5,00 5,00 61,04 48,08 
0,10 25,00 10,00 20,00 5,00 54,69 54,65 
0,10 25,00 10,00 10,00 10,00 64,38 52,34 
0,10 25,00 10,00 10,00 0,00 56,83 54,35 
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Таблица 2 – Матрица эксперимента и экспериментальные данные по экстракции 

диосмина (на примере «Венарус®» таблетки, покрытые пленочной оболочкой 900 

мг) 

Факторы, влияющие на степень извлечения  Степень извлечения 
диосмина, % 

Х1 Х2 Х3 Х4 X5 Блок №1 Блок №2 
0,02 50,00 10,00 10,00 5,00 98,73 100,93 
0,02 0,00 10,00 10,00 5,00 100,79 99,81 
0,02 25,00 5,00 10,00 5,00 99,79 94,96 
0,02 25,00 20,00 10,00 5,00 96,62 98,78 
0,02 25,00 10,00 5,00 5,00 97,77 96,79 
0,02 25,00 10,00 20,00 5,00 97,81 99,18 
0,02 25,00 10,00 10,00 10,00 100,56 99,56 
0,02 25,00 10,00 10,00 0,00 95,68 100,30 
0,05 25,00 5,00 5,00 5,00 80,65 87,82 
0,05 25,00 20,00 5,00 5,00 79,73 88,59 
0,05 25,00 5,00 20,00 5,00 78,19 85,02 
0,05 25,00 20,00 20,00 5,00 82,79 79,41 
0,05 50,00 10,00 10,00 10,00 85,06 82,83 
0,05 0,00 10,00 10,00 10,00 86,52 82,03 
0,05 50,00 10,00 10,00 0,00 88,15 86,63 
0,05 0,00 10,00 10,00 0,00 80,96 78,36 
0,05 25,00 10,00 5,00 10,00 82,16 81,38 
0,05 25,00 10,00 20,00 10,00 86,31 86,55 
0,05 25,00 10,00 5,00 0,00 88,18 79,47 
0,05 25,00 10,00 20,00 0,00 87,27 88,52 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 86,40 82,62 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 85,84 87,73 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 82,73 79,53 
0,05 50,00 5,00 10,00 5,00 88,33 82,52 
0,05 0,00 5,00 10,00 5,00 78,01 86,40 
0,05 50,00 20,00 10,00 5,00 87,39 83,54 
0,05 0,00 20,00 10,00 5,00 87,36 81,43 
0,05 25,00 5,00 10,00 10,00 80,38 88,56 
0,05 25,00 20,00 10,00 10,00 82,28 87,06 
0,05 25,00 5,00 10,00 0,00 80,74 85,50 
0,05 25,00 20,00 10,00 0,00 81,46 80,36 
0,05 50,00 10,00 5,00 5,00 79,18 81,46 
0,05 0,00 10,00 5,00 5,00 87,17 77,78 
0,05 50,00 10,00 20,00 5,00 77,94 84,43 
0,05 0,00 10,00 20,00 5,00 87,77 80,77 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 88,47 86,94 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 82,96 83,49 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 79,64 88,16 
0,10 50,00 10,00 10,00 5,00 72,59 76,83 
0,10 0,00 10,00 10,00 5,00 76,76 74,47 
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0,10 25,00 5,00 10,00 5,00 76,28 75,55 
0,10 25,00 20,00 10,00 5,00 75,24 74,13 
0,10 25,00 10,00 5,00 5,00 73,46 77,00 
0,10 25,00 10,00 20,00 5,00 77,13 73,70 
0,10 25,00 10,00 10,00 10,00 75,95 73,75 
0,10 25,00 10,00 10,00 0,00 76,18 75,27 
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Таблица 3 – Матрица эксперимента и экспериментальные данные по экстракции 

диосмина (на примере «Детравенол®» таблетки, покрытые пленочной оболочкой 

1000 мг) 

Факторы, влияющие на степень извлечения  Степень извлечения 
диосмина, % 

Х1 Х2 Х3 Х4 X5 Блок №1 Блок №2 
0,02 50,00 10,00 10,00 5,00 99,84 98,21 
0,02 0,00 10,00 10,00 5,00 96,17 96,47 
0,02 25,00 5,00 10,00 5,00 99,57 100,50 
0,02 25,00 20,00 10,00 5,00 94,73 96,92 
0,02 25,00 10,00 5,00 5,00 99,92 97,96 
0,02 25,00 10,00 20,00 5,00 94,79 100,42 
0,02 25,00 10,00 10,00 10,00 95,91 97,17 
0,02 25,00 10,00 10,00 0,00 95,78 96,64 
0,05 25,00 5,00 5,00 5,00 79,47 88,67 
0,05 25,00 20,00 5,00 5,00 77,78 78,51 
0,05 25,00 5,00 20,00 5,00 83,96 84,04 
0,05 25,00 20,00 20,00 5,00 83,84 80,17 
0,05 50,00 10,00 10,00 10,00 83,04 87,84 
0,05 0,00 10,00 10,00 10,00 86,92 82,84 
0,05 50,00 10,00 10,00 0,00 85,23 84,34 
0,05 0,00 10,00 10,00 0,00 85,49 82,33 
0,05 25,00 10,00 5,00 10,00 86,83 88,27 
0,05 25,00 10,00 20,00 10,00 81,17 87,06 
0,05 25,00 10,00 5,00 0,00 78,14 80,48 
0,05 25,00 10,00 20,00 0,00 84,01 78,59 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 88,15 84,36 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 81,26 79,20 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 84,13 83,51 
0,05 50,00 5,00 10,00 5,00 77,85 85,59 
0,05 0,00 5,00 10,00 5,00 82,66 81,26 
0,05 50,00 20,00 10,00 5,00 80,59 85,25 
0,05 0,00 20,00 10,00 5,00 87,41 87,55 
0,05 25,00 5,00 10,00 10,00 86,66 77,90 
0,05 25,00 20,00 10,00 10,00 78,72 79,87 
0,05 25,00 5,00 10,00 0,00 83,61 86,66 
0,05 25,00 20,00 10,00 0,00 82,26 78,60 
0,05 50,00 10,00 5,00 5,00 87,46 85,92 
0,05 0,00 10,00 5,00 5,00 87,34 81,04 
0,05 50,00 10,00 20,00 5,00 86,37 78,84 
0,05 0,00 10,00 20,00 5,00 86,62 88,84 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 83,78 87,30 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 87,55 79,61 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 79,05 79,33 
0,10 50,00 10,00 10,00 5,00 77,46 75,35 
0,10 0,00 10,00 10,00 5,00 72,45 73,31 
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0,10 25,00 5,00 10,00 5,00 77,09 75,90 
0,10 25,00 20,00 10,00 5,00 74,23 76,56 
0,10 25,00 10,00 5,00 5,00 74,38 75,99 
0,10 25,00 10,00 20,00 5,00 73,83 76,61 
0,10 25,00 10,00 10,00 10,00 75,58 74,79 
0,10 25,00 10,00 10,00 0,00 77,62 73,97 
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Таблица 4 – Матрица эксперимента и экспериментальные данные по экстракции 

диосмина (на примере «Флебавен®» таблетки, покрытые пленочной оболочкой 

1000 мг) 

Факторы, влияющие на степень извлечения  Степень извлечения 
диосмина, % 

Х1 Х2 Х3 Х4 X5 Блок №1 Блок №2 
0,02 50,00 10,00 10,00 5,00 100,91 92,93 
0,02 0,00 10,00 10,00 5,00 98,04 93,88 
0,02 25,00 5,00 10,00 5,00 95,53 97,58 
0,02 25,00 20,00 10,00 5,00 98,19 98,47 
0,02 25,00 10,00 5,00 5,00 93,93 99,78 
0,02 25,00 10,00 20,00 5,00 96,89 93,67 
0,02 25,00 10,00 10,00 10,00 91,73 96,44 
0,02 25,00 10,00 10,00 0,00 95,72 95,14 
0,05 25,00 5,00 5,00 5,00 71,22 82,56 
0,05 25,00 20,00 5,00 5,00 74,15 85,08 
0,05 25,00 5,00 20,00 5,00 84,56 78,02 
0,05 25,00 20,00 20,00 5,00 78,04 83,02 
0,05 50,00 10,00 10,00 10,00 70,64 71,04 
0,05 0,00 10,00 10,00 10,00 74,01 80,51 
0,05 50,00 10,00 10,00 0,00 82,77 84,93 
0,05 0,00 10,00 10,00 0,00 70,62 79,05 
0,05 25,00 10,00 5,00 10,00 79,56 85,40 
0,05 25,00 10,00 20,00 10,00 74,56 82,16 
0,05 25,00 10,00 5,00 0,00 78,08 84,52 
0,05 25,00 10,00 20,00 0,00 85,83 75,80 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 72,65 80,16 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 78,55 85,74 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 83,13 70,81 
0,05 50,00 5,00 10,00 5,00 80,47 77,83 
0,05 0,00 5,00 10,00 5,00 82,30 80,47 
0,05 50,00 20,00 10,00 5,00 78,68 73,20 
0,05 0,00 20,00 10,00 5,00 70,72 73,50 
0,05 25,00 5,00 10,00 10,00 74,72 83,40 
0,05 25,00 20,00 10,00 10,00 80,99 72,95 
0,05 25,00 5,00 10,00 0,00 83,01 73,73 
0,05 25,00 20,00 10,00 0,00 81,07 77,66 
0,05 50,00 10,00 5,00 5,00 70,82 75,92 
0,05 0,00 10,00 5,00 5,00 72,42 78,11 
0,05 50,00 10,00 20,00 5,00 73,77 82,97 
0,05 0,00 10,00 20,00 5,00 75,19 70,90 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 83,59 84,10 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 71,42 72,46 
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0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 79,19 71,20 
0,10 50,00 10,00 10,00 5,00 59,63 54,05 
0,10 0,00 10,00 10,00 5,00 57,87 65,78 
0,10 25,00 5,00 10,00 5,00 55,89 55,34 
0,10 25,00 20,00 10,00 5,00 54,15 54,07 
0,10 25,00 10,00 5,00 5,00 56,97 54,33 
0,10 25,00 10,00 20,00 5,00 63,61 65,89 
0,10 25,00 10,00 10,00 10,00 60,64 55,81 
0,10 25,00 10,00 10,00 0,00 63,37 50,62 
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Таблица 5 – Матрица эксперимента и экспериментальные данные по экстракции 

диосмина (на примере «Флебофа®» таблетки 600 мг) 

Факторы, влияющие на степень извлечения  Степень извлечения 
диосмина, % 

Х1 Х2 Х3 Х4 X5 Блок №1 Блок №2 
0,02 50,00 10,00 10,00 5,00 96,95 95,75 
0,02 0,00 10,00 10,00 5,00 100,66 92,98 
0,02 25,00 5,00 10,00 5,00 98,35 93,61 
0,02 25,00 20,00 10,00 5,00 99,92 92,32 
0,02 25,00 10,00 5,00 5,00 99,06 93,82 
0,02 25,00 10,00 20,00 5,00 97,60 94,41 
0,02 25,00 10,00 10,00 10,00 95,19 91,72 
0,02 25,00 10,00 10,00 0,00 95,16 101,20 
0,05 25,00 5,00 5,00 5,00 70,46 76,09 
0,05 25,00 20,00 5,00 5,00 70,37 68,45 
0,05 25,00 5,00 20,00 5,00 69,68 79,90 
0,05 25,00 20,00 20,00 5,00 77,40 82,27 
0,05 50,00 10,00 10,00 10,00 76,68 80,23 
0,05 0,00 10,00 10,00 10,00 80,75 72,88 
0,05 50,00 10,00 10,00 0,00 72,39 75,05 
0,05 0,00 10,00 10,00 0,00 81,62 79,37 
0,05 25,00 10,00 5,00 10,00 72,01 77,75 
0,05 25,00 10,00 20,00 10,00 75,23 74,81 
0,05 25,00 10,00 5,00 0,00 78,35 72,80 
0,05 25,00 10,00 20,00 0,00 80,58 67,17 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 81,87 66,85 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 70,05 80,64 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 82,57 81,92 
0,05 50,00 5,00 10,00 5,00 66,82 80,11 
0,05 0,00 5,00 10,00 5,00 79,41 68,71 
0,05 50,00 20,00 10,00 5,00 82,64 72,44 
0,05 0,00 20,00 10,00 5,00 82,39 70,80 
0,05 25,00 5,00 10,00 10,00 78,01 74,00 
0,05 25,00 20,00 10,00 10,00 80,98 75,08 
0,05 25,00 5,00 10,00 0,00 67,72 82,65 
0,05 25,00 20,00 10,00 0,00 75,06 78,61 
0,05 50,00 10,00 5,00 5,00 81,07 81,77 
0,05 0,00 10,00 5,00 5,00 71,24 74,24 
0,05 50,00 10,00 20,00 5,00 83,07 80,85 
0,05 0,00 10,00 20,00 5,00 82,09 66,67 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 74,50 75,44 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 79,52 81,81 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 78,00 73,95 
0,10 50,00 10,00 10,00 5,00 62,12 61,92 
0,10 0,00 10,00 10,00 5,00 64,46 63,02 
0,10 25,00 5,00 10,00 5,00 64,14 61,97 
0,10 25,00 20,00 10,00 5,00 64,24 66,00 
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0,10 25,00 10,00 5,00 5,00 60,86 62,71 
0,10 25,00 10,00 20,00 5,00 64,38 66,58 
0,10 25,00 10,00 10,00 10,00 64,18 65,10 
0,10 25,00 10,00 10,00 0,00 62,00 61,49 
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Таблица 6 – Матрица эксперимента и экспериментальные данные по экстракции 

диосмина (на примере «Флебодиа®» таблетки, покрытые пленочной оболочкой 600 

мг) 

Факторы, влияющие на степень извлечения  Степень извлечения 
диосмина, % 

Х1 Х2 Х3 Х4 X5 Блок №1 Блок №2 
0,02 50,00 10,00 10,00 5,00 92,24 95,28 
0,02 0,00 10,00 10,00 5,00 94,68 97,63 
0,02 25,00 5,00 10,00 5,00 94,12 96,9 
0,02 25,00 20,00 10,00 5,00 100,6 95,35 
0,02 25,00 10,00 5,00 5,00 95,92 99,95 
0,02 25,00 10,00 20,00 5,00 97,98 94,4 
0,02 25,00 10,00 10,00 10,00 100,3 97,05 
0,02 25,00 10,00 10,00 0,00 94,27 94,55 
0,05 25,00 5,00 5,00 5,00 70,13 81,85 
0,05 25,00 20,00 5,00 5,00 80,42 80,01 
0,05 25,00 5,00 20,00 5,00 82,07 67,94 
0,05 25,00 20,00 20,00 5,00 80,9 74,23 
0,05 50,00 10,00 10,00 10,00 66,87 71,95 
0,05 0,00 10,00 10,00 10,00 74,07 68,03 
0,05 50,00 10,00 10,00 0,00 67,31 69,08 
0,05 0,00 10,00 10,00 0,00 75,29 73,86 
0,05 25,00 10,00 5,00 10,00 67,1 77,51 
0,05 25,00 10,00 20,00 10,00 83,06 79,09 
0,05 25,00 10,00 5,00 0,00 72,07 79,8 
0,05 25,00 10,00 20,00 0,00 79,63 79,79 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 74,06 82,7 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 69,68 72,28 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 83,07 68,11 
0,05 50,00 5,00 10,00 5,00 72,66 75,69 
0,05 0,00 5,00 10,00 5,00 76,27 76,28 
0,05 50,00 20,00 10,00 5,00 79,51 70,21 
0,05 0,00 20,00 10,00 5,00 72,91 66,68 
0,05 25,00 5,00 10,00 10,00 69,17 71,29 
0,05 25,00 20,00 10,00 10,00 67,82 81,71 
0,05 25,00 5,00 10,00 0,00 68,02 81,47 
0,05 25,00 20,00 10,00 0,00 73,91 81,4 
0,05 50,00 10,00 5,00 5,00 80,78 69,21 
0,05 0,00 10,00 5,00 5,00 77,7 67,1 
0,05 50,00 10,00 20,00 5,00 80,43 69,91 
0,05 0,00 10,00 20,00 5,00 81,84 68,69 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 82,06 72,66 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 75,1 72,53 
0,05 25,00 10,00 10,00 5,00 80,75 77,71 
0,10 50,00 10,00 10,00 5,00 59,15 62,35 
0,10 0,00 10,00 10,00 5,00 62,84 62,93 
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0,10 25,00 5,00 10,00 5,00 61,92 66,16 
0,10 25,00 20,00 10,00 5,00 66 60,68 
0,10 25,00 10,00 5,00 5,00 60,6 60,85 
0,10 25,00 10,00 20,00 5,00 62 59,95 
0,10 25,00 10,00 10,00 10,00 59,19 59,06 
0,10 25,00 10,00 10,00 0,00 62,32 60,16 
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Таблица 7 – Матрица эксперимента и экспериментальные данные по экстракции 

верапамила из крови 

Факторы, влияющие на степень извлечения  Степень извлечения 
Верапамила, % 

Х1 Х2 Х3 Х4 X5 Х6 Блок №1 Блок №2 
7,0 9,0 5,0 5,0 5,0 0,5 67,40 73,52 
7,0 0,0 5,0 5,0 5,0 0,5 67,68 67,26 
7,0 9,0 5,0 20,0 5,0 0,5 73,21 69,80 
7,0 0,0 5,0 20,0 5,0 0,5 66,08 68,83 
7,0 2,3 5,0 5,0 10,0 0,5 66,82 61,98 
7,0 2,3 5,0 20,0 10,0 0,5 75,01 69,04 
7,0 2,3 5,0 5,0 0,0 0,5 77,05 61,24 
7,0 2,3 5,0 20,0 0,0 0,5 57,55 66,98 
7,0 2,3 2,0 10,0 5,0 1,0 57,11 62,02 
7,0 2,3 10,0 10,0 5,0 1,0 62,45 61,74 
7,0 2,3 2,0 10,0 5,0 2,0 56,71 71,25 
7,0 2,3 10,0 10,0 5,0 2,0 63,59 64,40 
9,0 9,0 2,0 10,0 10,0 0,5 89,70 94,85 
9,0 0,0 2,0 10,0 10,0 0,5 92,21 91,33 
9,0 9,0 10,0 10,0 10,0 0,5 91,35 91,30 
9,0 0,0 10,0 10,0 10,0 0,5 93,10 94,10 
9,0 9,0 2,0 10,0 0,0 0,5 91,72 96,51 
9,0 0,0 2,0 10,0 0,0 0,5 89,11 92,89 
9,0 9,0 10,0 10,0 0,0 0,5 90,23 92,20 
9,0 0,0 10,0 10,0 0,0 0,5 79,21 84,91 
9,0 2,3 2,0 5,0 5,0 1,0 88,17 80,75 
9,0 2,3 10,0 5,0 5,0 1,0 80,56 84,83 
9,0 2,3 2,0 20,0 5,0 1,0 82,85 81,90 
9,0 2,3 10,0 20,0 5,0 1,0 78,45 76,54 
9,0 2,3 2,0 5,0 5,0 2,0 81,85 86,45 
9,0 2,3 10,0 5,0 5,0 2,0 76,90 80,05 
9,0 2,3 2,0 20,0 5,0 2,0 83,61 78,35 
9,0 2,3 10,0 20,0 5,0 2,0 82,88 83,82 
9,0 9,0 5,0 10,0 10,0 1,0 87,64 78,60 
9,0 0,0 5,0 10,0 10,0 1,0 83,78 78,38 
9,0 9,0 5,0 10,0 0,0 1,0 79,99 79,91 
9,0 0,0 5,0 10,0 0,0 1,0 78,55 80,99 
9,0 9,0 5,0 10,0 10,0 2,0 79,14 79,48 
9,0 0,0 5,0 10,0 10,0 2,0 88,86 85,01 
9,0 9,0 5,0 10,0 0,0 2,0 81,60 82,92 
9,0 0,0 5,0 10,0 0,0 2,0 86,39 79,28 
9,0 2,3 5,0 10,0 5,0 0,5 80,10 83,26 
9,0 2,3 5,0 10,0 5,0 0,5 83,36 80,66 
9,0 2,3 5,0 10,0 5,0 0,5 81,95 89,34 
9,0 2,3 5,0 10,0 5,0 0,5 78,94 81,39 
9,0 2,3 5,0 10,0 5,0 0,5 79,65 80,29 
9,0 2,3 5,0 10,0 5,0 0,5 87,66 85,03 
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11,0 9,0 5,0 5,0 5,0 0,5 71,57 75,02 
11,0 0,0 5,0 5,0 5,0 0,5 83,59 76,02 
11,0 9,0 5,0 20,0 5,0 0,5 73,26 79,63 
11,0 0,0 5,0 20,0 5,0 0,5 84,35 80,24 
11,0 2,3 5,0 5,0 10,0 0,5 79,41 74,16 
11,0 2,3 5,0 20,0 10,0 0,5 81,65 80,26 
11,0 2,3 5,0 5,0 0,0 0,5 80,57 77,61 
11,0 2,3 5,0 20,0 0,0 0,5 78,86 80,62 
11,0 2,3 2,0 10,0 5,0 1,0 76,38 80,58 
11,0 2,3 10,0 10,0 5,0 1,0 75,87 77,25 
11,0 2,3 2,0 10,0 5,0 2,0 78,05 83,35 
11,0 2,3 10,0 10,0 5,0 2,0 76,01 76,70 
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