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19

F ßÌÐ-ñïåêòðîñêîïèè. Ìåòîäèêà ïîçâîëÿåò êîëè÷åñòâåííî îïðåäå-

ëÿòü ñîäåðæàíèå òðèôòîðàöåòàòîâ áåç äåñòðóêöèè àíàëèçèðóåìîé ñóáñòàíöèè. Â ïðîöåñ-

ñå âàëèäàöèè áûë óñòàíîâëåí ïðåäåë êîëè÷åñòâåííîãî îáíàðóæåíèÿ è ïðîâåäåíà îöåíêà

ëèíåéíîñòè, ïðàâèëüíîñòè, ñõîäèìîñòè, âíóòðèëàáîðàòîðíîé ïðåöèçèîííîñòè è ñïåöè-

ôè÷íîñòè âàëèäèðóåìîé ìåòîäèêè. Íà îñíîâå èçìåðåííûõ êîýôôèöèåíòîâ “íàéäå-

íî/âíåñåíî” ðàññ÷èòàíû ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ, êîýôôèöèåíòû âàðèàöèè, äîâåðèòåëü-

íûå èíòåðâàëû, ñèñòåìàòè÷åñêèå ïîãðåøíîñòè, F-êðèòåðèè Ôèøåðà è t-êðèòåðèè Ñòüþ-

äåíòà ðåçóëüòàòîâ êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî ïîëó÷åííûå ñòàòèñòè÷å-

ñêèå õàðàêòåðèñòèêè óäîâëåòâîðÿþò êðèòåðèÿì ïðèåìëåìîñòè âàëèäàöèîííûõ ïàðàìåò-

ðîâ, ïðåäñòàâëåííûì â îòå÷åñòâåííîé è çàðóáåæíîé íîðìàòèâíîé äîêóìåíòàöèè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ãëàòèðàìåðà àöåòàò; ìåòîä
19

F ßÌÐ-ñïåêòðîñêîïèè; êîëè÷åñòâåííîå

îïðåäåëåíèå; îñòàòî÷íûå òðèôòîðàöåòàòû; âàëèäàöèÿ àíàëèòè÷åñêîé ìåòîäèêè; ïðåäåë

êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ; ëèíåéíîñòü; ïðàâèëüíîñòü; ñõîäèìîñòü; ïðåöèçèîííîñòü,

ñïåöèôè÷íîñòü.

Â ïðîäîëæåíèå ñèñòåìàòè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ ïî

èñïîëüçîâàíèþ ìåòîäîâ ßÌÐ-ñïåêòðîñêîïèè ïðè

îöåíêå êà÷åñòâà ôàðìàöåâòè÷åñêîé ñóáñòàíöèè “ãëàòè-

ðàìåðà àöåòàò” (ÃÀ) [1 – 3] íàìè áûëà ðàçðàáîòàíà

àëüòåðíàòèâíàÿ ìåòîäèêà êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëå-

íèÿ ôòîðà, âõîäÿùåãî â ñîñòàâ îñòàòî÷íûõ òðèôòîð-

àöåòàòîâ â äàííîé ñóáñòàíöèè, ìåòîäîì 19F ßÌÐ-ñïåê-

òðîñêîïèè è ïîäîáðàíû îïòèìàëüíûå ïàðàìåòðû ýêñ-

ïåðèìåíòà, ìèíèìèçèðóþùèå îøèáêè êîëè÷åñòâåí-

íûõ èçìåðåíèé [3]. Öåëü äàííîé ðàáîòû — ïðîâåäå-

íèå âàëèäàöèè ýòîé ìåòîäèêè äëÿ âíåäðåíèÿ åå â

ôàðìàêîïåéíóþ ïðàêòèêó.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü

Äëÿ âàëèäàöèè ìåòîäèêè èñïîëüçîâàëè ìîäåëüíûå

ðàñòâîðû òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòû (ÒÔÓÊ) â D
2
O

(Cambridge Isotope Laboratories, Inc.), ñîäåðæàùèå

òðèôòîðàöåòàò-àíèîí â êîëè÷åñòâå 1 – 129 % îò íîìè-

íàëüíîãî ñîäåðæàíèÿ äàííîé ïðèìåñè â ÃÀ (0,1 % â

ïåðåñ÷åòå íà ôòîð ïî òðåáîâàíèÿì íîðìàòèâíîé äîêó-

ìåíòàöèè). Â ðàìêàõ âàëèäèðóåìîé ìåòîäèêè ïðåäó-

ñìàòðèâàåòñÿ ðàñòâîðåíèå 20 ìã ÃÀ â 0,5 ìë D
2
O. Ñî-

äåðæàíèå ôòîðà â ïîëó÷åííîì ðàñòâîðå, ñîîòâåòñò-

âóþùåå 100 % îò íîìèíàëüíîãî êîëè÷åñòâà ïðèìåñè â

ÃÀ, ñîñòàâëÿåò 20 ìêã (40,02 ìêã â ïåðåñ÷åòå íà

ÒÔÓÊ). Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ìîäåëüíûõ ðàñòâîðîâ â

ìåðíóþ êîëáó îáúåìîì 100 ìë ïîìåùàëè 43,1 ìã

ÒÔÓÊ ïðîèçâîäñòâà Panreac, Èñïàíèÿ (ñòåïåíü ÷èñòî-

òû 99,8 %), äîâîäèëè îáúåì äî ìåòêè äåèîíèçîâàííîé

âîäîé. Ïîëó÷åííûé ðàñòâîð ñ êîíöåíòðàöèåé ÒÔÓÊ

Ñ = 430,138 ìêã/ìë â êîëè÷åñòâàõ 1, 10, 20, 40, 60, 80,

90, 100, 110, 120 ìêë ïîìåùàëè â àìïóëû äëÿ ßÌÐ-

ñïåêòðîñêîïèè, ïðèáàâëÿëè ïî 0,1 ìë ðàñòâîðà âíóò-

ðåííåãî ñòàíäàðòà è äîâîäèëè äî îáúåìà 0,5 ìë ñîîò-

âåòñòâóþùèì êîëè÷åñòâîì D
2
O. Ñîäåðæàíèå ÒÔÓÊ â

ìîäåëüíûõ ðàñòâîðàõ ñîñòàâèëî 0,43; 4,3; 8,6; 17,2;

25,8; 34,4; 38,7; 43,0; 47,3; 51,6 ìêã, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò

1,08; 10,75; 21,50; 43,0; 64,5; 86,0; 96,75; 107,5; 118,2;

129,0 % îò íîìèíàëüíîãî ñîäåðæàíèÿ òðèôòîðàöåòà-

òîâ â ñóáñòàíöèè ÃÀ.

Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ðàñòâîðà âíóòðåííåãî ñòàíäàðòà

40,5 ìã òðèôòîðýòàíîëà (ÒÔÝ) ïðîèçâîäñòâà “ÏèÌ-

Èíâåñò” (ñòåïåíü ÷èñòîòû 99,5 %) ðàñòâîðÿëè â 100 ìë

äåèîíèçîâàííîé âîäû. Ñîäåðæàíèå ÒÔÝ â 0,1 ìë ðàñ-

òâîðà âíóòðåííåãî ñòàíäàðòà ñîñòàâèëî 40,3 ìêã.

Ñïåêòðû ßÌÐ 19F ðåãèñòðèðîâàëè íà ßÌÐ-ñïåêòðî-

ìåòðå Agilent DD2 NMR System 600 (ÑØÀ) ïðè òåì-

ïåðàòóðå 300 Ê. Ñòàòèñòè÷åñêèå ïàðàìåòðû (ñðåäíåå

çíà÷åíèå, ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå, êîýôôèöèåíò âà-

ðèàöèè, äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë, êîýôôèöèåíò äåòåð-

ìèíàöèè, ôàêòè÷åñêèå è òàáëè÷íûå çíà÷åíèÿ F-êðèòå-

ðèåâ Ôèøåðà, t-êðèòåðèåâ Ñòüþäåíòà) ðàññ÷èòûâàëè â

ñîîòâåòñòâèè ñ óêàçàíèÿìè [4] ïðè óðîâíå çíà÷èìîñòè

p = 0,05, èñïîëüçóÿ ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå MS

Excel 2007.

Ìåòîäèêà îïðåäåëåíèÿ. Èñïûòóåìûé ðàñòâîð, ñî-

äåðæàùèé 0,1 ìë âíóòðåííåãî ñòàíäàðòà, ïîìåùàþò â

ßÌÐ-ñïåêòðîìåòð, òåðìîñòàòèðóþò 10 – 15 ìèí ïðè

òåìïåðàòóðå 300 Ê è ðåãèñòðèðóþò ñïåêòðû 19F. Ïàðà-

ìåòðû ýêñïåðèìåíòà: óãîë ïîâîðîòà íàìàãíè÷åííîñòè

90°, âðåìÿ çàäåðæêè ìåæäó èìïóëüñíûìè ïîñëåäîâà-

òåëüíîñòÿìè 20 ñ, ÷èñëî íàêîïëåíèé 32, ÷èñëî òî÷åê

àíàëîãî-öèôðîâîãî ïðåîáðàçîâàíèÿ 256 ê, ýêñïîíåí-
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öèàëüíîå óìíîæåíèå 0,3 Ãö, àâòîìàòè÷åñêàÿ êîððåê-

öèÿ áàçîâîé ëèíèè ñïåêòðà, ðó÷íàÿ íàñòðîéêà ôàçû.

Øêàëó õèìè÷åñêèõ ñäâèãîâ êàëèáðóþò îòíîñèòåëüíî

ñèãíàëà CF
3
-ãðóïïû ÒÔÝ (� = – 76,7 ì.ä.). Ïðèìåíÿÿ

àëãîðèòì ïðåöèçèîííîãî èíòåãðèðîâàíèÿ [5], â îáëàñ-

òè – 79,0…– 75,0 ì.ä. èíòåãðèðóþò ñèíãëåòíûé ñèãíàë

CF
3
-ãðóïïû èñïûòóåìîãî îáðàçöà (� = – 75,5 ì.ä.) è

òðèïëåòíûé ñèãíàë CF
3
-ãðóïïû âíóòðåííåãî ñòàíäàð-

òà (� = – 76,7 ì.ä.).

Ñîäåðæàíèå îñòàòî÷íûõ òðèôòîðàöåòàòîâ â èñïû-

òóåìîì îáðàçöå (m
A
) îïðåäåëÿþò ìåòîäîì âíóòðåííå-

ãî ñòàíäàðòà ïî ôîðìóëå [6]:

m
I

I

N

N

M

M
m

P

A

A

B

B

A

A

B

B

B
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100
,

ãäå I
A

è I
B

— èçìåðÿåìûå èíòåãðàëüíûå èíòåíñèâíî-

ñòè ñèãíàëîâ CF
3
-ãðóïïû îïðåäåëÿåìîãî âåùåñòâà è

âíóòðåííåãî ñòàíäàðòà ñîîòâåòñòâåííî; Ì
A

è Ì
B

— èõ

ìîëåêóëÿðíûå ìàññû; N
A

è N
B

— ÷èñëî ÿäåð F â ñòðóê-

òóðíûõ ôðàãìåíòàõ ìîëåêóë îïðåäåëÿåìîãî âåùåñòâà

è âíóòðåííåãî ñòàíäàðòà, îáóñëàâëèâàþùèõ èçìåðÿå-

ìûå ñèãíàëû (N
A

= N
B

= 3); m
B

— íàâåñêà âíóòðåííåãî

ñòàíäàðòà; Ð
B

— ñòåïåíü ÷èñòîòû âíóòðåííåãî ñòàí-

äàðòà.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå

Âàëèäàöèþ ìåòîäèêè ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè

òðåáîâàíèÿìè Ãîñóäàðñòâåííîé ôàðìàêîïåè Ðîññèé-

ñêîé Ôåäåðàöèè [7], à òàêæå îòå÷åñòâåííûõ è çàðóáåæ-

íûõ ðóêîâîäñòâ ïî âàëèäàöèè ìåòîäèê àíàëèçà

[4, 8, 9]. Â õîäå âàëèäàöèè îïðåäåëÿëè ïðåäåë êîëè÷å-

ñòâåííîãî îáíàðóæåíèÿ è äèàïàçîí ïðèìåíåíèÿ ìåòî-

äèêè, îöåíèâàëè ëèíåéíîñòü, ïðàâèëüíîñòü, ïðåöèçè-

îííîñòü è ñïåöèôè÷íîñòü. Ñòàòèñòè÷åñêèå õàðàêòåðè-

ñòèêè âàëèäàöèîííûõ ïàðàìåòðîâ îïðåäåëÿëè â

ñîîòâåòñòâèè ñ òðåáîâàíèÿìè íîðìàòèâíûõ äîêóìåí-

òîâ [10, 11].

Ïðåäåë êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ (ÏÊÎ) âà-

ëèäèðóåìîé ìåòîäèêè îïðåäåëÿëè ïî âåëè÷èíå ñîîò-

íîøåíèÿ “ñèãíàë:øóì” (S/N). Â ñîîòâåòñòâèè ñ òðåáî-

âàíèÿìè ÃÔ XIII [7] S/N äëÿ ÏÊÎ ñîñòàâëÿåò îêîëî

10:1. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè ñîäåðæàíèè â àíàëè-

çèðóåìîì îáðàçöå 0,43 ìêã ÒÔÓÊ (1 % îò åãî íîìè-

íàëüíîãî ñîäåðæàíèÿ â ñóáñòàíöèè ÃÀ) âåëè÷èíà S/N

äëÿ ñèíãëåòíîãî ñèãíàëà åå òðèôòîðìåòèëüíîé ãðóïïû

ðàâíà 11. Ñëåäîâàòåëüíî, äàííîå êîëè÷åñòâî ÒÔÓÊ ÿâ-

ëÿåòñÿ ìèíèìàëüíûì, ïðè êîòîðîì ìåòîäîì 19F ßÌÐ-

ñïåêòðîñêîïèè ñ òðåáóåìîé ïðàâèëüíîñòüþ è âíóòðèëà-

áîðàòîðíîé ïðåöèçèîííîñòüþ ìîæåò áûòü îöåíåíî ñî-

äåðæàíèå îñòàòî÷íûõ òðèôòîðàöåòàòîâ â ñóáñòàíöèè

ÃÀ.

Äèàïàçîí ïðèìåíåíèÿ äàííîé ìåòîäèêè ñîñòàâëÿ-

åò 1 – 129 % îò íîìèíàëüíîãî çíà÷åíèÿ ñîäåðæàíèÿ

ÒÔÓÊ â ñóáñòàíöèè ÃÀ. Â ðàìêàõ ýòîãî äèàïàçîíà äî-

êàçàíû ïðèåìëåìûå ëèíåéíîñòü, ïðàâèëüíîñòü è ïðå-

öèçèîííîñòü ìåòîäèêè.

Ëèíåéíîñòü. Ëèíåéíóþ çàâèñèìîñòü ìåòîäèêè

îöåíèâàëè â ïðåäåëàõ äèàïàçîíà åå ïðèìåíåíèÿ. Àíà-

ëèçèðîâàëè ñåðèþ èç 10 ðàñòâîðîâ ñ ðàçëè÷íûì ñîäåð-

æàíèåì ÒÔÓÊ. Äëÿ êàæäîãî îáðàçöà ïðîâîäèëè 3 íå-

çàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòà è ïîëó÷àëè 3 çíà÷åíèÿ èíòå-

ãðàëüíîé èíòåíñèâíîñòè ñèãíàëà CF
3
-ãðóïïû ÒÔÓÊ

( )I
CF

3

. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 1.

Íà îñíîâàíèè äàííûõ òàáë. 1 ïîñòðîåí ãðàôèê çà-

âèñèìîñòè èíòåãðàëüíîé èíòåíñèâíîñòè ñèãíàëà

òðèôòîðìåòèëüíîé ãðóïïû îò ñîäåðæàíèÿ ÒÔÓÊ â

ðàñòâîðå. Ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà íàèìåíüøèõ êâàä-

ðàòîâ ïðîâåäåí ðåãðåññèîííûé àíàëèç è ðàññ÷èòàíû
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y x= 2,0893 – 0,6759

R
2

= 0,9995

Ãðàôèê çàâèñèìîñòè èçìåðåííîé èíòåãðàëüíîé èíòåíñèâíîñòè

ñèãíàëà CF
3
-ãðóïïû îò ñîäåðæàíèÿ ÒÔÓÊ â îáðàçöå.

Ò à á ë è ö à 1

Ðåçóëüòàòû îöåíêè ëèíåéíîñòè âàëèäèðóåìîé ìåòîäèêè

Ñîäåðæàíèå

ÒÔÓÊ, ìêã

(% îò íîìè-

íàëüíîãî

çíà÷åíèÿ)

I
CF

3

Ñðåäíåå

çíà÷åíèå

I
CF

3

Ñîäåðæàíèå

ÒÔÓÊ, ìêã

(% îò íîìè-

íàëüíîãî

çíà÷åíèÿ)

I
CF

3

Ñðåäíåå

çíà÷åíèå

I
CF

3

0,430

(1,1)

0,89 0,88 34,411

(86,0)

71,65 71,79

0,87 71,94

0,88 71,78

4,301

(10,8)

8,73 8,70 38,712

(96,8)

78,70 78,74

8,68 78,64

8,70 78,88

8,603

(21,5)

16,90 16,79 43,014

(107,5)

90,15 90,15

16,82 90,11

16,65 90,18

17,206

(43,0)

34,94 34,77 47,315

(118,2)

99,39 99,38

34,72 99,35

34,65 99,40

25,808

(64,5)

52,51 52,57 51,617

(129,0)

105,78 106,53

52,60 106,86

52,59 106,96

Ò à á ë è ö à 2

Ñòàòèñòè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ëèíåéíîé ðåãðåññèè

Ñòàòèñòè÷åñêàÿ õàðàêòåðèñòèêà Ðåçóëüòàò

Íàêëîí (b ) 2,0893

Îòðåçîê íà îñè îðäèíàò (a) – 0,6759

Äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë

(p = 95 %)

– 1,9067 – 0,5549

Êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè (r ) 0,9998



êîýôôèöèåíòû ðåãðåññèîííîé ïðÿìîé âèäà y = bx + a,

ãäå ó — ñðåäíåå çíà÷åíèå èçìåðåííîé îòíîñèòåëüíîé

èíòåãðàëüíîé èíòåíñèâíîñòè ñèãíàëà CF
3
-ãðóïïû,

ðàññ÷èòàííîå ïî òðåì ñïåêòðàì, õ — êîëè÷åñòâî

ÒÔÓÊ â îáðàçöå (ðèñóíîê). Ñòàòèñòè÷åñêèå õàðàêòå-

ðèñòèêè óñòàíîâëåííîé ëèíåéíîé ðåãðåññèè ïðèâåäå-

íû â òàáë. 2.

Êðèòåðèÿìè ïðèåìëåìîñòè ëèíåéíîé çàâèñèìîñòè

ÿâëÿþòñÿ êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè r � 0,990 è ñòàòè-

ñòè÷åñêàÿ íåçíà÷èìîñòü îòðåçêà, îòñåêàåìîãî íà îñè

îðäèíàò (ñâîáîäíûé ÷ëåí à äëÿ ðàññ÷èòàííîé ðåãðåñ-

ñèîííîé ïðÿìîé) [4, 8]. Âåëè÷èíà a õàðàêòåðèçóåò ñèñ-

òåìàòè÷åñêóþ ïîãðåøíîñòü è ñ÷èòàåòñÿ ñòàòèñòè÷åñêè

íåçíà÷èìî îòëè÷àþùåéñÿ îò íóëÿ, åñëè îíà íå ïðåâû-

øàåò ñâîé äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë. Êàê ñëåäóåò èç

òàáë. 2, âàëèäèðóåìàÿ ìåòîäèêà ïîëíîñòüþ óäîâëåòâî-

ðÿåò òðåáîâàíèÿì, ïðåäúÿâëÿåìûì ê ëèíåéíîñòè.

Ïðàâèëüíîñòü ìåòîäèêè îöåíèâàëè ñ èñïîëüçîâà-

íèåì ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ, ïîëó÷åííûõ ïðè

èçó÷åíèè ëèíåéíîñòè. Â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäà-

öèÿìè [4, 8] äëÿ âñåõ îáðàçöîâ ðàññ÷èòûâàëè êîýôôè-

öèåíò èçâëå÷åíèÿ — îòíîøåíèå “íàéäåíî: âíåñåíî”

(Z
i
), äëÿ êîòîðîãî îïðåäåëÿëè ñèñòåìàòè÷åñêóþ ïî-

ãðåøíîñòü (�), ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå (s ), êîýôôèöè-

åíò âàðèàöèè (RSD ) è äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë (�)

(òàáë. 3).

Îöåíêó ïðàâèëüíîñòè âàëèäèðóåìîé ìåòîäèêè ïðî-

âîäèëè ïî êðèòåðèÿì ïðèåìëåìîñòè, ïðåäñòàâëåííûì

â ðóêîâîäñòâàõ ïî âàëèäàöèè [4, 8]:

1) ñèñòåìàòè÷åñêàÿ ïîãðåøíîñòü íå äîëæíà ïðåâû-

øàòü ñâîé äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë (êðèòåðèé ñòàòè-

ñòè÷åñêîé íåçíà÷èìîñòè) [4];

2) äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë äîëæåí âêëþ÷àòü 100 %

çíà÷åíèå êîýôôèöèåíòà èçâëå÷åíèÿ [8].

Èç òàáë. 3 ñëåäóåò, ÷òî âàëèäèðóåìàÿ ìåòîäèêà õà-

ðàêòåðèçóåòñÿ ïðèåìëåìîé ïðàâèëüíîñòüþ, òàê êàê

ïîëíîñòüþ óäîâëåòâîðÿåò òðåáóåìûì êðèòåðèÿì:

100 % âõîäèò â äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë, à ñèñòåìàòè-

÷åñêàÿ ïîãðåøíîñòü ÿâëÿåòñÿ ñòàòèñòè÷åñêè íå îòëè-

÷èìîé îò íóëÿ (0,354 < 1,12).

Ïðåöèçèîííîñòü îöåíèâàëè íà óðîâíÿõ ñõîäèìî-

ñòè è âíóòðèëàáîðàòîðíîé ïðåöèçèîííîñòè (ðàçëè÷-

íûå îïåðàòîðû, ðàçëè÷íûå äíè).

Ñõîäèìîñòü è âíóòðèëàáîðàòîðíóþ ïðåöèçèîí-

íîñòü âàëèäèðóåìîé ìåòîäèêè îöåíèâàëè ñ èñïîëüçî-

âàíèåì 3 îáðàçöîâ ñ íèæíèì, ñðåäíèì è âåðõíèì çíà-

÷åíèÿìè ñîäåðæàíèÿ â íèõ ÒÔÓÊ. Ðåçóëüòàòû èçìåðå-

íèÿ îòíîøåíèÿ “íàéäåíî:âíåñåíî” (Z
i
), ïîëó÷åííûå â

óñëîâèÿõ ñõîäèìîñòè è âíóòðèëàáîðàòîðíîé ïðåöèçè-

îííîñòè, è èõ ñòàòèñòè÷åñêàÿ îáðàáîòêà ïðåäñòàâëåíû

â òàáë. 4.

Íîðìàòèâíûå è ìåòîäè÷åñêèå äîêóìåíòû â ñôåðå

GMP [8, 9] äëÿ îöåíêè ïðèåìëåìîñòè âíóòðèëàáîðà-

òîðíîé ïðåöèçèîííîñòè ðåêîìåíäóþò ðàññ÷èòûâàòü

ñòàòèñòè÷åñêèå êðèòåðèè Ôèøåðà (F ) è Ñòüþäåíòà (t )

è ñðàâíèâàòü èõ ôàêòè÷åñêèå çíà÷åíèÿ t
ôàêò

è F
ôàêò

ñ

òàáëè÷íûìè — ìàêñèìàëüíûìè çíà÷åíèÿìè êðèòåðè-

åâ ïîä âëèÿíèåì ñëó÷àéíûõ ôàêòîðîâ ïðè òåêóùèõ

ñòåïåíÿõ ñâîáîäû è ïðè çàäàííîì óðîâíå çíà÷èìîñòè

(t
òàáë

è F
òàáë

). Äàííûå òàáë. 4 ñâèäåòåëüñòâóåò î ñòàòè-

ñòè÷åñêîé íåçíà÷èìîñòè ðàçëè÷èé ìåæäó ñðåäíèìè

çíà÷åíèÿìè è ñòàíäàðòíûìè îòêëîíåíèÿìè ðåçóëüòà-

òîâ èçìåðåíèé 2 îïåðàòîðîâ ïðè óðîâíå çíà÷èìîñòè

95 %, òàê êàê òàáëè÷íûå çíà÷åíèÿ F è t ñóùåñòâåííî

ïðåâîñõîäÿò èõ ôàêòè÷åñêèå çíà÷åíèÿ.

Cïåöèôè÷íîñòü. Ïðè ïðîèçâîäñòâå ôàðìàöåâòè÷å-

ñêîé ñóáñòàíöèè ÃÀ íå ïðåäóñìîòðåíî ïðèìåíåíèå êà-
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Ò à á ë è ö à 3

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ïðàâèëüíîñòè ìåòîäèêè

Âíåñåíî

ÒÔÓÊ, ìêã

Íàéäåíî

ÒÔÓÊ, ìêã
Z

i
, %

Âíåñåíî

ÒÔÓÊ, ìêã

Íàéäåíî

ÒÔÓÊ, ìêã
Z

i
, %

4,301 4,307 100,14 38,712 38,823 100,29

4,282 99,56 38,794 100,21

4,292 99,79 38,912 100,52

8,603 8,337 96,91 43,014 44,472 103,39

8,297 96,44 44,452 103,34

8,214 95,48 44,487 103,42

25,808 25,904 100,37 51,617 52,182 101,09

25,948 100,54 52,715 102,13

25,943 100,52 52,764 102,22

Ñðåäíåå çíà÷åíèå (Z ), % 100,35

Ñèñòåìàòè÷åñêàÿ ïîãðåøíîñòü (� = |Z – 100|), % 0,354

Ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå (s), % 2,260

Êîýôôèöèåíò âàðèàöèè (RSD), % 2,252

Äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë (�), % � 1,12

Ò à á ë è ö à 4

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ñõîäèìîñòè è âíóòðèëàáîðàòîðíîé

ïðåöèçèîííîñòè âàëèäèðóåìîé ìåòîäèêè

Âíåñåíî

ÒÔÓÊ,

ìêã

Îïåðàòîð 1 Âíåñåíî

ÒÔÓÊ,

ìêã

Îïåðàòîð 2

íàéäåíî Z
i
, % íàéäåíî Z

i
, %

4,301 4,307 100,14 4,271 4,223 98,88

4,282 99,56 4,267 99,91

4,292 99,79 4,238 99,23

25,808 25,904 100,37 25,629 26,138 101,99

25,948 100,54 26,153 102,04

25,943 100,52 26,060 101,68

51,617 52,182 101,09 51,257 51,623 100,71

52,715 102,13 51,564 100,60

52,764 102,22 51,726 100,91

Ñðåäíåå (Z
i
), % 100,71 100,66

Ñèñòåìàòè÷åñêàÿ ïî-

ãðåøíîñòü (�), %

0,708 0,661

Ñòàíäàðòíîå îòêëîíå-

íèå (s ), %

0,943 1,151

Êîýôôèöèåíò âàðèà-

öèè (RSD), %

0,937 0,885

Äîâåðèò. èíòåðâàë, %

(�, p = 95 %)

� 0,94 � 1,14

Îáúåäèíåííîå ñðåäíåå çíà÷åíèå (Z ), % 100,68

Îáúåäèíåííîå ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå, % * 1,05

Îáúåäèíåííûé êîýôôèöèåíò âàðèàöèè, % +1,04

Îáúåäèíåííûé äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë, % � 0,74

F-êðèòåðèé Ôèøåðà (Fòàáë = 3,44) Fôàêò = 0,67

t-êðèòåðèé Ñòüþäåíòà (tòàáë = 2,12) tôàêò = 0,09

* Îáúåäèíåííûå çíà÷åíèÿ ñòàíäàðòíîãî îòêëîíåíèÿ, êîýôôèöèåíòà

âàðèàöèè è äîâåðèòåëüíîãî èíòåðâàëà ñ ó÷åòîì äàííûõ 2 îïåðàòîðîâ

ðàññ÷èòàíû â ñîîòâåòñòâèè ñ òðåáîâàíèÿìè [10, 11].



êèõ-ëèáî ôòîðñîäåðæàùèõ êàðáîíîâûõ êèñëîò, êðîìå

ÒÔÓÊ [12]. Ñèãíàë CF
3
-ãðóïïû ÒÔÓÊ è åå ïðîèçâîä-

íûõ (ñîëåé, ñëîæíûõ ýôèðîâ è ãàëîãåíàíãèäðèäîâ) â

ñïåêòðå 19F ßÌÐ î÷åíü ñïåöèôè÷åí: ñèíãëåò â îáëàñòè

–76 ì.ä., â òî âðåìÿ êàê ñèãíàëû äðóãèõ ôòîðèðîâàí-

íûõ êàðáîíîâûõ êèñëîò è èõ ñîëåé ìóëüòèïëåòíû è

ëåæàò â äðóãîé îáëàñòè ôòîðíîãî ñïåêòðà (íàïðèìåð,

–64 ì.ä. äëÿ òðèôòîðïðîèîíîâîé è –68 ì.ä. äëÿ òðèô-

òîðìàñëÿíîé êèñëîò) [13].

Òàêèì îáðàçîì, ìåòîäèêà îïðåäåëåíèÿ òðèôòîðàöå-

òàòîâ â ôàðìàöåâòè÷åñêîé ñóáñòàíöèè “ãëàòèðàìåðà

àöåòàò” ìåòîäîì 19F ßÌÐ-ñïåêòðîñêîïèè âàëèäèðîâà-

íà ïî îñíîâíûì ïàðàìåòðàì. Óñòàíîâëåíî, ÷òî îíà

ñïåöèôè÷íà è îáåñïå÷åíà ïðèåìëåìîé ëèíåéíîñòüþ,

ñõîäèìîñòüþ, ïðàâèëüíîñòüþ è ïðåöèçèîííîñòüþ, à

òàêæå íàéäåí ïðåäåë åå êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ.

Äàííàÿ ìåòîäèêà ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà ïðè ïðîâå-

äåíèè ôàðìàêîïåéíîãî àíàëèçà ôàðìàöåâòè÷åñêèõ

ñóáñòàíöèé ÃÀ.
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VALIDATION OF
19

F NMR SPECTROSCOPY METHOD

FOR THE QUANTITATIVE DETERMINATION OF TRIFLUOROACETATES

IN THE PHARMACEUTICAL SUBSTANCE OF GLATIRAMER ACETATE

S. V. Moiseev*, N. E. Kuz’mina, V. I. Krylov, V. A. Yashkir, and V. A. Merkulov

Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products, Moscow, 127051 Russia;
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We describe the procedure of validation of a new analytical method based on
19

F NMR spectroscopy for the quantitative determination of fluorine present as

residual trifluoroacetates in the pharmaceutical substance of glatiramer acetate. The proposed method quantitatively determines trifluoroacetates without des-

truction of the analyzed substance. The validation procedure established the limits of detection and quantitation and estimated the accuracy, convergence (re-

peatability), intra-laboratory (intermediate) precision, and specificity of the proposed method. The measured values of “introduced/found” concentration rati-

os were used to determine standard deviations, coefficients of variation, confidence intervals, systematic errors, Fisher’s F-criterion, and Student’s t-criterion

of the quantitative analysis. The obtained characteristics meet the requirements to validation parameters according to both the domestic and international nor-

mative documentation.

Keywords: glatiramer acetate;
19

F NMR spectroscopy; quantitation; residual trifluoroacetates; validation; analytical procedure; limit of quantitation; lineari-

ty; accuracy; repeatability; precision; specificity.
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