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Резюме
Введение. При валидации аналитических методик одной из обязательных характеристик является «Линейность». Вопросы, связанные с 
валидацией линейности методик, до сих пор являются актуальными. 
Цель. Рассмотреть основные графические и расчетные критерии для подтверждения линейности аналитических методик и их ограничения, 
а также дать рекомендации.
Материалы и методы. Статистические расчеты выполнены с помощью программы MS Excel. Экспериментальные данные получены методом 
ВЭЖХ.
Результаты и обсуждение. Подробно рассмотрены основные критерии для доказательства/подтверждения линейности аналитических 
методик и их ограничения. Показано, что эти критерии не всегда могут дать надежную оценку линейности методики, указаны возможные 
причины этого и даны рекомендации. 
Заключение. При валидации методик необходимо доказывать/подтверждать их линейность с помощью двух, а надежнее – трех критериев, 
одним из которых обязательно должна быть линейность графика зависимости измеряемого отклика (Y) от концентрации определяемого 
вещества (C). С другой стороны, показано, что не следует формально подходить к оценке нелинейности методики при использовании 
графических и расчетных критериев, основанных на математической статистике, так как они не учитывают возможность практической 
незначимости небольших отклонений от линейной зависимости Y от C. 
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Abstract
Introduction. «Linearity» is one of the required characteristics when validating analytical procedures. The issues of the validation of linearity 
procedures are still relevant. 
Aim. To consider the main graphical and calculated criteria for confirmation of the linearity of analytical procedures and their restrictions, as well as 
to give recommendations.
Materials and methods. Statistical calculations were performed using MS Excel. Experimental data were obtained by HPLC.
Results and discussion. The main criteria for proving/confirming the linearity of analytical procedures and their restrictions are considered in detail. 
It is shown that these criteria cannot always give a reliable assessment of the linearity of the procedure, the possible reasons for this are indicated 
and recommendations are given. 
Conclusion. When validating the procedures, it is necessary to prove/confirm their linearity by using two, and, more reliably, three criteria, one of 
which must be the linearity of the plot of measured response (Y) vs concentration of the tested substance (C). On the other hand, we demonstrate 
here that a formal approach should not be used for the estimation of non-linearity of the procedure when using graphical and calculation criteria 
based on mathematical statistics, since they do not take into account the possibility of practical insignificance of small deviations from the linear 
dependence of Y on C.
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ВВЕДЕНИЕ
При валидации аналитических методик одной 

из обязательных характеристик является «Линей-
ность» [1–8]. Согласно ICH «Линейность аналитической 
методики – это ее способность (в пределах заданно-
го диапазона) получать результаты прямо пропорци-
ональные концентрации (количеству) анализируемого 
вещества в образце» [1]. Цель валидации линейности 
методик, согласно фармакопее США, «состоит в том, 
чтобы иметь модель, линейную или нелинейную, ко-
торая близко (<точно>) описывает взаимосвязь кон-
центрация – отклик» (под откликом понимается из-
меряемый сигнал или результат его обработки); «если 
линейность недостижима, можно использовать нели-
нейную модель» [2]. То есть речь идет о желательнос- 
ти, но не обязательности подтверждения линейной 
модели взаимосвязи концентрация – отклик при ва-
лидации методик. Подчеркнем, что фактически суть 
теста «Линейность» заключается в проверке (до 
подтверждения правильности и прецизионности ме-
тодики) возможности использования линейной модели 
как наиболее простой и предпочтительной на практи-
ке. В то же время по результатам теста «Линейность» 
может быть показана необходимость использова-
ния нелинейной модели, если нелинейная модель более 
близко (точно), чем линейная, описывает взаимосвязь 
концентрация – отклик и будет подтверждена пра-
вильность и прецизионность методики. 

Линейность методик подтверждают чаще всего 
в соответствии с ICH [1]: визуально графиком зави-
симости измеряемого отклика Y (например, площади 
пика в ВЭЖХ) от концентрации С определяемого ве-
щества и приемлемым значением коэффициента кор-
реляции R линейной регрессионной зависимости Y от 
C; приводят регрессионное уравнение или статисти-
ческие характеристики регрессии. На практике при-
меняют и другие критерии для оценки линейности/
нелинейности зависимости Y от C, основанные на ма-
тематической статистике [6–24], и для этого есть опре-
деленные причины, как будет видно из текста статьи. 
Неудивительно поэтому, что до сих пор остаются ак-
туальными вопросы, связанные с критериями ли-
нейности аналитических методик как при практичес- 
кой валидации методик, так и при экспертизе валида-
ционной документации.

Цель статьи: рассмотреть основные графические 
и расчетные критерии для подтверждения линейнос- 
ти аналитических методик и их ограничения, а также 
дать рекомендации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Статистические расчеты, представленные в ста-

тье, выполнены с помощью программы MS Excel, в том 
числе с помощью статистического пакета, входяще-
го в ее состав. Экспериментальные данные, приведен-

ные в качестве примеров, получены методом ВЭЖХ на 
жидкостном хроматографе Waters e2695 с детектором 
Waters 2998 Photodiode Array Detector.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Прежде всего обсудим почему важна именно ли-

нейность методики, ведь известно, что для калибро-
вочного графика можно использовать нелинейную 
модель зависимости Y от С [6, 11–22]. Это можно объяс-
нить следующими причинами. Во-первых, возможнос- 
тью использования наиболее простого метода  – аб-
солютной калибровки (одной концентрации раствора 
стандарта) при «пренебрежимой постоянной систе-
матической ошибке (величине отрезка, отсекаемого 
осью ординат)» [6, с. 102]; во-вторых, при рутинном 
анализе в случае линейного калибровочного графика 
достаточно использовать 2-3 точки в то время как при 
нелинейном калибровочном графике потребуется не 
менее 5 точек, а это большие затраты времени особен-
но в случае сравнительно медленных хроматографи-
ческих методик анализа. 

Необходимое количество экспериментальных 
точек и растворы, используемые для валидации 
линейности. Для валидации линейности методики в 
руководстве по валидации ICH рекомендуется исполь-
зовать не менее 5 экспериментальных точек – кон-
центраций определяемого вещества [1], что согласует-
ся с рекомендацией из математической статистики [25, 
с. 190]. В то же время пяти точек может оказаться не-
достаточно для надежного вывода о линейности/не-
линейности методики [6]. Для валидации линейности 
методики ICH допускает получение растворов необ-
ходимых концентраций путем разведения раствора 
стандарта. При этом игнорируется возможность вли-
яния вспомогательных веществ, так как оно косвенно 
проверяется тестом «Правильность». В то же время, 
согласно ICH, для подтверждения линейности методи-
ки вместо разведения раствора стандарта можно ис-
пользовать результаты, получаемые на смесях опре-
деляемого вещества с плацебо – при тестировании 
правильности методики. Это обычно сокращает объем 
работ и существенно повышает надежность выводов 
о линейности/нелинейности методики, так как учиты-
вается влияние плацебо и увеличивается количество 
экспериментальных точек – не менее 9, распределен-
ных по возможности равномерно в аналитическом ди-
апазоне методики. На практике мы используем именно 
такой подход для методик определения содержания 
основных веществ. 

Диапазон (аналитическая область) методики, 
для которого необходимо валидировать линей-
ность, зависит от типа методики [1, 6]: 
•• Для методик количественного определения основ-

ных веществ в фармацевтических субстанциях и 
лекарственных формах: «не менее, чем от 80 до 
120% от номинального содержания» (то есть кон-
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центрация испытуемых растворов должна охва-
тывать диапазон, соответствующий не менее 
80,0–120,0% от номинального содержания опре-
деляемого вещества).

•• Для методик определения однородности дозирова-
ния: «не менее, чем от 70 до 130% от номинального 
содержания, если для испытания не требуется бо-
лее широкий интервал (например, для аэрозолей)».

•• Для методик испытаний на растворение: «±20% (аб-
солютных) по отношению к верхней / нижней грани-
цам указанного в спецификации диапазона».

•• Для методик определения примесей: «от порога иг-
норирования примесей (порога регистрации) [26] 
или предела количественного определения (LOQ) 
до не менее, чем 120% от нормируемого предела». 
В фармакопее США иное требование: «от 50% до не 
менее, чем 120% от нормируемого предела» [2].
Рассмотрим основные критерии для оценки ли-

нейности зависимости Y от C, применяемые при вали-
дации аналитических методик и их ограничения.

Коэффициент корреляции R

При валидации аналитических методик для под-
тверждения их линейности чаще всего используют 
коэффициент корреляции Пирсона R и график зави-
симости измеряемого отклика Y от концентрации С 
определяемого вещества [1–6]. При этом в качестве 
критерия приемлемости для коэффициента корреля-
ции R можно ориентироваться на R≥0,999 – для мето-
дик определения содержания основных веществ [5, 27] 
и R≥0,98 – для методик определения содержания при-
месей [4]. Встречаются и другие критерии приемле-
мости, например, для методик определения содержа-
ния основных веществ R>0,998 для АФИ и R>0,990 для 
препаратов [28], R≥0,995 [29]. Наиболее низкие допус- 
тимые (критические) значения R, принимая во внима-
ние возможность округления чисел, указаны в ГФ XIV: 
«в большинстве случаев используют линейные зависи-
мости, отвечающие условию R≥0,99, и только при ана-
лизе следовых количеств рассматривают линейные 
зависимости, для которых R≥0,9» [3]; по нашему опы-
ту столь низкие допустимые значения R следует рас-
сматривать как недостаточно надежные, приемлемые 
только при подтверждении правильности и прецизи-
онности методики.

Приведенные выше допустимые значения R для 
определения содержания основных веществ сущест- 
венно больше, чем критические значения коэффици-
ента корреляции Пирсона Rcrit, используемые для те-
оретический оценки наличия линейной связи между 
Y и С. Например, для n=5 точек экспериментальных 
данных для одностороннего теста при вероятности 
P=95,0% Rcrit=0,805, при P=99,0% Rcrit=0,934, а при уве-
личении количества точек значение Rcrit только умень-
шается (http://www.magniel.com/alex/spearman.html). 
Это указывает на эмпирический характер упомяну-

тых выше рекомендаций по значениям R и может быть 
объяснено тем, что коэффициент корреляции Пирсо-
на основывается на линейной модели взаимосвязи 
Y–C и, более того, характеризует лишь корреляцион-
ную связь Y и C без учета ее практической значимос- 
ти [11, 12]. 

График остатков

В общем случае зависимость измеряемого откли-
ка Y от C на самом деле может оказаться нелинейной 
даже при высоком значении коэффициента корреля-
ции; характерный пример с R=0,99952 приведен в [4]. 
Поэтому в руководстве по валидации аналитических 
методик ICH рекомендуется использовать дополни-
тельный критерий линейности – график остатков [1]. 
Как правило, он представляет собой графическую за-
висимость разности экспериментального и вычислен-
ного по уравнению регрессии значения отклика  (Yexp – 
Ycal) от концентрации C. Иногда вместо С используют 
Ycal [9]. В качестве критерия приемлемости рассматри-
вается отсутствие нелинейной тенденции в располо-
жении точек на графике остатков: «график остатков 
должен демонстрировать случайный характер остат-
ков в постоянном диапазоне при отсутствии какой-ли-
бо последовательности или закономерности» [6]. При 
УФ-детектировании рекомендуется использовать не 
более, чем 10-кратный диапазон концентраций [6], 
иначе рискуют столкнуться с нелинейной зависимос- 
тью Y от C.

Если пяти экспериментальных точек недостаточ-
но для однозначного вывода о линейности или нели-
нейности зависимости Y от C по графику остатков, то 
следует увеличить количество экспериментальных 
точек или, что надежнее, для тестирования линейнос- 
ти методики использовать значения Y полученные в 
тесте «Правильность». С другой стороны, линейность 
методики – это понятие в значительной степени ус-
ловное, о чем говорит многообразие критериев для 
оценки линейности при валидации методик. В связи 
с этим не следует формально подходить к оценке ли-
нейности/нелинейности методики при использовании 
критериев, основанных на математической статисти-
ке, в том числе графика остатков. Если как на рисунке 
1, график остатков указывает на нелинейность мето-
дики с теоретической точки зрения, однако, на прак-
тике все экспериментальные точки располагаются на 
линии регрессии или близко к ней, а также очевидно 
(рисунок 1) или подтверждено расчетом, что нелиней-
ная модель не будет более точно, чем линейная, опи-
сывать зависимость Y от C, то логично сделать вывод: 
методика линейная и подтвердить/проверить это ре-
зультатами тестирования правильности и прецизион-
ности методики. 

Примечание. Условием для получения кор-
ректных графика остатков и обычной (невзвешенной) 
линейной регрессии является постоянство стандарт-
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ного отклонения остатков. Непостоянство стандарт-
ного отклонения остатков – гетероскедастичностъ, 
можно визуально распознать по клиновидной фор-
ме распределения остатков или путем сравнения 
разброса результатов параллельных измерений в за-
висимости от концентрации, а также методами ма-
тематической статистики [6]. При выявлении гетеро-
скедатичности для получения адекватной модели 
регрессии следует увеличить вклад/весомость мень-
ших концентраций с помощью весовых коэффициен-
тов (взвешенная линейная регрессия) [6]. 

График зависимости Y/C от C

Для оценки линейности методики вместо графика 
остатков иногда используют график зависимости Y/C 
от C, называемый «графиком чувствительности» [6]. В 
соответствии с формулой Y=bC+a можно ожидать, что 
на графике зависимости Y/C от C в случае линейности 
методики точки будут располагаться вблизи линии 
тренда ≈b, характеризующей чувствительность мето-

дики и почти параллельной оси концентраций. Одна-
ко следует учитывать, что необходимым условием для 
оценки линейности методики по графику зависимос- 
ти Y/C от C является близость к нулю свободного чле-
на регрессии a, так как Y/C=b+a/C≈b только при a≈0. 
Поэтому перед построением графика зависимости Y/C 
от C надо убедиться, что свободный член регрессион-
ного уравнения a статистически незначим. Для этого 
можно использовать t-критерий Стьюдента. Значение 
a статистически незначимо (a≈0), если [30, с. 177]: 

t
a

SD
t P f na

a
= < = −( , ),2 (1)

где ta – расчетное значение критерия Стьюдента; |a| – 
абсолютное значение свободного члена линейной за-
висимости Y от C; SDa – стандартное отклонение зна-
чения a; t(P, f=n–2) – табличное значение t-критерия 
Стьюдента при вероятности P=95%; f – число степеней 
свободы; n – количество экспериментальных точек на 
регрессионной прямой. 

Критерии дисперсионного анализа (ANOVA):  
F-критерии и p-значение

Для проверки линейности методики иногда при-
меняют дисперсионный анализ (ANOVA) вместе с ви-
зуальным подтверждением линейности зависимости Y 
от C. Основными являются два варианта ANOVA.
•• LOF-тест («Lack of fit test») – тест со статистическим 

обсчетом результатов параллельных измерений. Его 
потенциальным преимуществом является независи-
мость критерия приемлемости от принятой моде-
ли взаимосвязи Y и C. В этом варианте для каждой 
концентрации проводится несколько повторных из-
мерений, например, по 3 инжекции в случае мето-
дики ВЭЖХ [10]. При этом рекомендуется брать не 
менее 8 концентраций в предполагаемом диапа-
зоне действия методики [6]. 
В основе LOF-теста лежит рассмотрение опреде-

ленных остатков (Residuals) и их квадратов, от которых 
зависит вариабельность полной ошибки измерения [6, 
9, 24]: 

     ,ˆ  ij iResidual y y Pure error LOF error= − = + (2)

, ˆ;        ,i j i i iPure error y y LOF error y y= − = − (3)

где yi,j – результат j-го измерения в точке i (т. е. при кон-

центрации Ci); y
– 

i – среднее значение измерения и ˆ iy  – 
значение y, вычисленное по уравнению регрессии, в 
точке i. Из (3) видно, что Residual (остаток) представля-
ет собой отклонение измеряемой величины yi,j от 

предсказываемой ˆ iy  по уравнению регрессии в точке 
i. Residual является суммой Pure error (PE) – случайной, 
«чистой ошибки», которая не зависит от принятой 

Рисунок 1. Результаты определения зависимости площади пика 
(S) примеси от ее концентрации (С) – вверху, и соответствующий 
ему график остатков – внизу, который формально указывает на 
нелинейную тенденцию, однако, этой тенденцией можно пре-
небречь с практической точки зрения (см. текст)

Figure 1. The results of determining the dependence of the peak area 
(S) of the impurity on its concentration (C) – above, and below the 
corresponding plot of the residuals that formally indicates a non-
linear trend. However, this trend can be ignored from a practical 
perspective (see text) 
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регрессионной модели и представляет собой раз-
ность между результатом параллельного определения 
yi,j и средним значением параллельных определений y– i 
в точке i, и LOF – «ошибки неадекватности подбора 
(lack of fit error)» [6], представляющей собой разность 
между результатом параллельного определения yi,j и 

расчетным значением ˆ iy  по уравнению регрессии в 
точке i. 

Вариабельность полной ошибки измерения SST 
можно представить в виде суммы квадратов для чис- 
той ошибки (SSPE), LOF (SSLOF) и фактора, связанного с 
регрессионной моделью (SSREG) [9]:

( )2,
1 1

 
imk

T i j
i j

SS y y
= =

== −∑∑
(4)

2 2 2
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где k – количество концентраций; mi – число парал-
лельных определений при i-ой концентрации. 

Из (4) при рассмотрении остатков SSRES следует, что 
SSLOF зависит от принятой регрессионной модели, так 

как зависит от ˆ iy , и поэтому может быть использова-
но для оценки линейности методики. Условием для 
подтверждения линейности методики является вы-
полнение требования к экспериментальному значе-
нию F-критерия [6, 9]:

(5)

где k – количество концентраций; n – общее число из-
мерений (n=m · k при количестве параллельных изме-
рений mi=m); F(P, f1, f2) – критическое (табличное) зна-
чение F-критерия Фишера для вероятности P (обычно 
95%) и степеней свободы f1=k – 2 и f2=n – k. Формула 
(5) является критерием Фишера, так как рассматрива-
ется отношение двух дисперсий: SSPE/(n – k) – расчет-
ная оценка дисперсии σ2, SSLOF/(k – 2) – расчетная оцен-
ка σ2+bias2 (где bias – смещение из-за «неадекватности 
подбора»), если используется неадекватная модель. 

Отметим, что этот метод, как и другие варианты 
ANOVA, иногда может приводить к ошибочному выво-
ду о нелинейности методики [10], и поэтому в случае 
Fexp> критического значения F следует посмотреть на 
график остатков, как это рекомендовано в [9]. Так в [10] 
при использовании метода ВЭЖХ было установлено, 
что в то время как график остатков указывал на линей-
ную зависимость Y от x, LOF-тест показал, что Fexp>F(P, 
k – 2, n – k) и, как оказалось, это было обусловлено до-
полнительным источником вариации Y, связанным с 

пробоподготовкой. Это обосновали теоретически и 
ввели иной экспериментальный F-критерий (модифи-
цированный LOF-тест 10]), который подтвердил ли-
нейную зависимость Y от x. 

Мы тоже наблюдали ситуацию, сходную с [10], ког-
да при очевидной линейной зависимости площади пи-
ка (S) от концентрации и отсутствии нелинейной тен-
денции на графике остатков (рисунок 2) оказалось, что 
Fexp=25,2455>F(95%, 8, 20)=2,4471, то есть LOF-тест оши-
бочно не подтвердил линейную зависимость S от C. 
Так как при этом была очень высокая сходимость ре-
зультатов параллельных определений площади пика 
АФИ (значения относительного стандартного отклоне-
ния RSD находились в диапазоне от 0,04 до 0,22%), бы-
ло сделано предположение о том, что именно низкие 
значения RSD делают определяющим вклад дополни-
тельного источника вариации S и приводят к ошибоч-
ному выводу LOF-теста. Для проверки этого предполо-
жения в таблице Excel увеличили разброс результатов 
параллельных определений по сравнению с экспе-
риментальными данными: RSD от 0,54 до 1,03%. В ре-
зультате увеличения RSD значение Fexp уменьшилось 
до Fexp=1,5331<F(95%, 8, 20)=2,4471 и LOF-тест подтвер-
дил линейную зависимость Y от C как и ожидалось. 
При этом лишь незначительно изменились параметры 
регрессионной зависимости Y от C и график остатков 
(рисунок 2). Из полученных результатов следует, что 
при высокой воспроизводимости результатов изме-
рений – RSD меньше ≈0,5% в нашем случае, немодифи-
цированный LOF-тест может приводить к ошибочно-
му выводу о нелинейности аналитической методики. 
Наоборот, иногда при плохой воспроизводимости ре-
зультатов параллельных определений можно полу-
чить Fexp≤F(P, f1, f2) и при этом методика может обладать 
необходимой прецизионностью [24, p. 103]. 
•• «F/p-тест» линейной зависимости – тест без ста-

тистического обсчета результатов параллельных из-
мерений. В качестве исходных данных используют 
значения Y экспериментальные (Yexp) и рассчитанные 
по линейному уравнению регрессии (Ycal). Теорети- 
ческая основа этой процедуры подробно рассмо-
трена в Internet: https://excel2.ru/articles/proverka-
znachimosti-regressii-s-pomoshchyu-dispersionnogo-
analiza-f-test с примером в Excel https://excel2.ru/
sites/default/files/node/808/edit/_f-test_for_simple_
regression.xlsx. 
Для подтверждения линейности зависимости 

Y от C требуется, чтобы расчетная величина значе-
ния F-критерия (Fo), получаемая с помощью функции  
=ЛИНЕЙН(диапазон Y;диапазон X;ИСТИНА;ИСТИНА):

F
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SSE ko = −
/
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была больше критического значения критерия Фи-
шера Fcrit (вычисляемого с использованием функции 
=F.ОБР.ПХ(α,1,  k – 2), где k – количество эксперимен-
тальных данных – точек на графике, а расчетное зна-
чение критерия p (вычисляемого с использованием 
функции =F.РАСП.ПХ(Fo; 1; k – 2) было бы меньше задан-
ного уровня значимости α (обычно α=0,05 или α=0,01, 

что соответствует вероятности 95% или 99% соот- 
ветственно)1. Отметим, что SSR соответствует SSREG в 
(4), а SSE соответствует SSLOF при mi=1 и i=1. Использо-
вание этого варианта ANOVA обычно не вызывает 
затруднений, однако, он основан на линейной моде-
ли, а это снижает надежность его выводов. Например, 
для регрессионной зависимости Y от C на рисунке 1, в 
отличие от графика остатков (нелинейность), резуль-
таты этого теста, полученные в Excel, указали на от-
сутствие нелинейности: 

ANOVA – оценка линейности

F-критерий р

Fo 1,45956Е+05

α= 0,5

=F.ОБР.ПХ(α, 1, 
k – 2) 10,12796 3,95484Е–08 =F.РАСПЮПХ(Fo; 1; 

k – 2)

Линейность ИСТИНА ИСТИНА

Остаточное стандартное отклонение SD0  
и индекс корреляции Rc

На Украине разработан альтернативный ICH под-
ход для валидации линейности методик [8], основан-
ный на использовании нормализованных координат 
и предельно допустимой неопределенности методи-
ки анализа [7, 8]. При валидации линейности методик 
в качестве контролируемых характеристик рассмат- 
ривают остаточное стандартное отклонение SD0 и ин-
декс корреляции Rc. Условием для применимости SD0 

и подхода в целом, является статистическая/практи-
ческая незначимость свободного члена регрессион-
ной зависимости a (то есть a≈0). Используют следую-
щий алгоритм:

Методом наименьших квадратов рассчитывают 
линейную регрессионную зависимость между нор-
мализованными экспериментальными значениями  
отклика Yn и концентрации Cn:

Yni=bCni+a, (8)

где Yni=Yi/Yst, Cni=Ci/Cst, индексы i и st относятся со-
ответственно к i-му испытуемому раствору и к стан-
дартному раствору, индекс n указывает на то, что рас-
сматриваются нормализованные значения. Затем 
проверяют статистическую/практическую незначи-
мость свободного члена регрессионного уравнения 
(8). После подтверждения того, что a≈0, проверяют вы-
полнение требования к остаточному стандартному 
отклонению SD0 по формуле: 

SD b
t n

As
0 95 2

/
( %, )

,≤
−

∆ (9)

1Англоязычный эквивалент F.ОБР.ПХ(α, 1, k – 2) это F.INV.
RT(α, 1, k – 2), а F.РАСП.ПХ(Fcrit; 1; k – 2) это F.DIST.RT(Fcrit; 1; k – 2).

Рисунок 2. Экспериментальные (A) и скорректированные (B) – 
путем увеличения относительного стандартного отклонения 
(RSD) параллельных измерений, результаты определения за-
висимости площади пика (S) АФИ от концентрации (С). В слу-
чае (А) из-за очень высокой воспроизводимости параллель-
ных измерений (RSD от 0,04 до 0,22%) LOF-тест не подтвердил 
линейность, хотя точки на графике остатков () указывали на 
линейность методики. При увеличении RSD параллельных из-
мерений до 0,54–1,03% – случай (B), имело место лишь незна-
чительное изменение параметров регрессионной зависимос- 
ти Y от C и графика остатков () по сравнению с (А), однако, 
этого оказалось достаточно, чтобы LOF-тест подтвердил ли-
нейность методики (пояснения см. в тексте). 

Figure 2. Experimental (A) and corrected by increasing the relative 
standard deviation (RSD) parallel measurements – (B) results of 
determining the dependence of the peak area (S) of the API on its 
concentration. In case (A), due to the very high reproducibility of 
parallel measurements (RSD, 0.04 to 0.22%) the LOF test did not 
confirm linearity, although the points on the plot of the residuals 
() pointed to the linearity of the procedure. When increasing 
RSD of parallel measurements up to 0.54–1.03% – case (B), there 
was only a slight change in the parameters of the regression 
dependence of Y against C and of the plot of the residuals () 
compared to (A). However, this turned out to be sufficient so that 
the LOF test to confirm the linearity of the method (see text for 
explanation).
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в которой SD0 – остаточное стандартное отклонение, 
которое можно определить в Excel с помощью функ-
ции =СТОШYX(диапазон Y; диапазон X); ΔAs – предель-
но допустимая неопределенность методики анализа, 
вычисляемая по простым формулам [7, 8]; t(95%, n – 2) – 
значение одностороннего t-критерия Стьюдента для 
вероятности 95% и числа степеней свободы n – 2; n – 
объем выборки (число экспериментальных точек на 
графике)1.

При выполнении условия (9) вычисляют индекс 
корреляции по формуле:

R
SD

RSD
c

Range

= −1 0
2

2
, (10)

в которой SD0 – остаточное стандартное отклонение, а 
RSDRange – стандартное отклонение концентраций, вы-
числяемое по формуле:

RSD
C C

nRange
ni n=
−
−

⋅∑ ( )
( )

%,
2

1
100 (11)

где Cni и С
– 

n – соответственно концентрация i-го раст- 
вора и средняя концентрация растворов в нормали-
зованных координатах, n – число экспериментальных 
точек. Затем проверяют выполнение требования к ин-
дексу корреляции: 
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1 .As
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(12)

Методика рассматривается как линейная при 
выполнении требований (9) и (12). Заметим, что ин-
декс корреляции Rc не зависит от модели Y=f(C) и 
поэтому имеет существенное преимущество перед 
коэффициентом корреляции Пирсона R при оценке 
линейности методик. В книге [8] этот подход наибо-
лее подробно изложен с теоретической и с практи-
ческой точки зрения и приведена наиболее полная 
таблица с критическими значениями рассмотрен-
ных выше критериев (правые части формул (12) и 
(9) – при b≈1), облегчающая проведение валида-
ции методик для тестов «Количественное опреде-
ление», «Однородность дозирования» и «Растворе-
ние». Несмотря на то, что этот подход основывается 
на теоретических предпосылках и использует кри-
терии «практической незначимости», он по резуль-
татам поиска в Internet применяется пока только 
при валидации методик в Украине и частично в РФ 
и в некоторых других постсоветских странах; боль-
шинство исследователей используют рекомендации 
ICH/USP [1, 2]. 

1Англоязычный эквивалент СТОШYX(диапазон  Y;  диапа-
зон X) это STEYX(known_y’s, known_x’s ).

Дополнительные рекомендации:
•• Если при валидации методики будет установлена 

ее нелинейность, следует попробовать уменьшить 
диапазон или изменить область рассматриваемых 
концентраций; использовать, при необходимости, 
взвешенную линейную регрессию. 

•• Для проверки того, что определенная точка экспе-
риментальных данных является «выбросом» относи-
тельно регрессионной модели можно использовать 
t-тест [11]. Вычисляют экспериментальное значение 
t-критерия:
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где ˆi i max
y y−  – максимальное абсолютное значение 

разности между экспериментальным yi и расчетным 
ˆ iy  (по регрессионной зависимости) значением откли-

ка среди всех точек данных (от i=1 до n); n – количество 
экспериментальных точек; yj – экспериментальное зна-

чение отклика в точке «выброса» j; /iy y n=∑ ; SD0 – 

остаточное стандартное отклонение и SDy – стандарт-
ное отклонение экспериментальных значений отклика 
y, вычисляемые по формулам: 

2 2

0

( ) ( )
, .

2 1

ˆi i i
y

y y y y
SD SD

n n

− −
= =

− −
∑ ∑ (14)

Сравнивают texp с табличным значением критерия 
Стьюдента t (95%, f=n – 2). Если texp больше табличного 
значения t (95%, f=n – 2), то с вероятностью 95% эта точ-
ка не соответствует принятой регрессионной модели 
и является «выбросом», требующим повторного опре-
деления yj. Альтернативой этому тесту является F-тест, 
приведенный в [31]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Рассмотрены основные критерии для оценки ли-

нейности при валидации аналитических методик и их 
ограничения. Показано, что эти критерии по отдель-
ности не могут дать надежную оценку линейности ме-
тодики. Поэтому на практике при валидации методик 
следует доказывать/подтверждать их линейность с 
помощью двух, а надежнее – трех критериев, одним 
из которых должен быть график зависимости измеря-
емого отклика Y от концентрации определяемого ве- 
щества. С другой стороны, как показано выше, не сле-
дует формально подходить к оценке нелинейности ме-
тодики при использовании графических и расчетных 
критериев, основанных на математической статистике, 
так как они не учитывают возможность практической 
незначимости небольших отклонений от линейной за-
висимости Y от C. 
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