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Obezbedivanje brzih, taénih i pouzdanih analitickin
podataka jedan je od kljuénih faktora za uspesan prizvo-
dni program u mnogim granama privrede, zdravu Zivo-
tnu sredinu i kvalitetno praéenje medicinskih tretmana.
Kvalitet ovih podataka veoma zavisi od primenjene anali-
ticke metode i njene validnosti

Validacija se moZe definisati kao postupak kojim
se ispituje odredena analiticka metoda u cilju dokaziva-
nja njene valjanosti za odredenu primenu.

Pitanje koje se postavlja svakom analiti¢aru je: ka-
da vrsiti validaciju i koje su to metode koje treba ispitati?
Prema uputstvima dobre laboratorijske prakse (Good
Laboratory Practice, GLP), postupak validacije treba
sprovesti kada se neka metoda uvodi u rutinsko korisée-
nje, kada se sama metoda ili cilj metode promene i kada
se promene uslovi u kojima se izvodi analiza npr. instru-
ment itd. Obavezno treba validirati metode koje se razvi-
ju u sopstvenoj laboratoriji, a takode i standardne
metode (ISO, AOAC, USR BPF, EPA, ASTM...) ukoliko ne
postoji dokumentacija o njihovoj validaciji ili ako analitic-
ki zahtevi nisu identiéni.

Za analiticke metode u farmaceutskoj industriji vali-
dacija se najesce izvodi po programima USP (United
States Pharmacopeia) [1], ICH (International Conference
on Harmonisation) [2] i FDA (Food and Drug Administra-
tion) [38-4]. Za analitiku zivotne sredine prema EPA (Envi-
ronmental Protection Agency) preporukama [5], a za
analizu velikog broja raznovrsnih materijala AOAC (As-
sociation of Official Analytical Chemists) postupcima [6]
i prema ISO (International Standard Organisation) stan-
dardima [7]. NajéeSée se validacija odvija kroz medula-
boratorijska ispitivanja [5-7].
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OSVEZIMO NASE ZNANJE
VALIDACIJA HROMATOGRAFSKE ANALIZE

U radu su razmatrani parametri za razvoj i validaciju hromatografske analitiCke
metode. Opisana je uloga preciznosti, taCnosti, granice detekcije, granice
kvantifikativnog odredivanja, specificnosti, opsega, linearnosti i robustnosti,
kao i pogodnosti sistema u analitickoj primeni hromatografije. Date su prepo-
ruke za ove parametre u skladu sa ICH i FDA regulativom.

U navedenim programima razli¢itih organizacija
postoji saglasnost Sta ispitivati, medutim razlike se javlja-
ju u tome kako vrsiti ispitivanja [8-9]. AnalitiCki postupak
se sastoji od niza stupnjeva i prilikom tretmana uzoraka i
kod instrumentalnog merenja. Postupkom validacije se
svaki pojedinaéni stupan] izolovano ispituje i utvrduje
efekat njegove varijacije na validnost ukupne metode.

Ovaj rad razmatra validaciju analiti¢kog postupka
na primeru jedne visoko-efikasne metode te¢ne hroma-
tografije (High—performance liquid chromatography,
HPLC), imajudi u vidu da je HPLC jedna od naj¢esée ko-
ri§¢enih analiti¢kih tehnika [10]. Hromatografska analiza
obuhvata sloZzenu proceduru koja se sastoji od uzorko-
vanja, tretmana uzoraka, instrumentalnog merenja i
obrade rezultata. Treba naglasiti da uzimanje i tretman
uzoraka Cesto mogu biti kriti¢an deo analize u smislu
njene ukupne preciznosti i tanosti. U ovom radu paznja
je posveéena instrumentalnom delu analiti¢kog postup-
ka pretpostavljajuéi da su doprinosi varijacija u ne—hro-
matografskom delu minorni.

Hromatografske analize se u proizvodniji i kontroli
naj¢esce rade u slucajevima:

A. identifikacije,

B. odredivanja prisutnih nedistoca i

C. kvantitativnog odredivanja neke supstance u ra-
zligitim matriksima.

AnalitiCki parametri koji se obi¢no ispituju u valida-
cionim postupcima su: specificnost, selektivhost, linear-
nost, opseg, ta¢nost, preciznost, granica detekcije,
granica kvantifikativhog odredivanja, robustnost i pogo-
dnost sistema. Navedeni parametri nemaju podjednak
znacaj U sva tri sluCaja, tako da tip analize odreduje vali-
dacione karakteristike koje treba razmatrati (tabela 1).

SPECIFICNOST

Izraz specifi¢an se odnosi na metod u kome se do-
bija analiticki odgovor samo na jednu ciljanu komponen-
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Tabela 1. Tipovi analiza i validacione karakteristike koje treba
razmatrati [2].

Table 1. Types of analysis and validation characteristics that
must be considered [2]

Tip analize
Parametar A B C
|dentifi- | Odredivanje necistoda | Kyantitativ-
kacija kvant. limit na analiza
Tacnost - + -
Preciznost - + -
Specifiénost” + + +
Granicg _ ) n _
detekcije
Granipg ) _ n _ _
kvantifikacije
Linearnost - + -
Opseg - + -

+ parametar koji se obi¢no ispituje

— parametar koji se obi¢no ne ispituje

Dnedostatak specifinosti analiti¢kog postupka moe se nado-
knaditi upotrebom dodatne metode.
moZe biti potrebno u nekim sluc¢ajevima.

tu u prisustvu drugih komponenata u sistemu. Ovaj pa-
rametar ima poseban znacaj u analizi kompleksnih sme-
Sa. Hromatografske tehnike se odlikuju dobrom
specificnoséu zato Sto omogucavaju razdvajanje kom-
ponenata smese pre njihove detekcije, za razliku od npr.
kiselo—baznih titracija gde se odreduje ukupna kiselost
(ili baznost) sistema koja moze poticati od vise kom-
ponenata.

Cesto se u praksi ne pravi razlika izmedu izraza
specifi¢an i selektivan, sto je veoma pogresno.

Selektivnost

Selektivnost predstavlia moguénost izdvajanja
analitickog odgovora za odredenu komponentu u odno-
su na druge komponente u sistemu. Selektivnost se kod
HPLC metode postiZze najéesce optimizacijom hromato-
grafskih uslova. Cesto se javlja dilema da li izvestan hro-
matografski pik predstavija samo jednu komponentu ili
se U njemu nalazi viSe komponenata. Ovakva situacija u
novije vreme se uspesno prevazilazi upotrebom savre-
menih detektora npr. diode-array detektora ili masenih
spektrometara. Diode-array detektorima se moze odre-
diti nedistoéa od 0,05-0,1% [11]. Za kriterijum selektiv-
nosti se obi¢no postavlja uslov da rezolucija pika analita
i najblizeg pika u hromatogramu ne bude manja od 1,5
[12].

LINEARNOST

Linearnost se definiSe kao moguénost da se u da-
tom opsegu detektuje signal koji je direktno proporci-

onalan koncentraciji ili koli¢ini analita. Opseg linearnosti
zavisi od prirode analita i tipa detektora. U linearnom op-
segu regresioni koeficijent (r) treba da bude r > 0,999
[3], a odsecak na ordinati (yo) ne treba znadajno da od-
stupa od nule. Parametar r predstavlja stepen rasturanja
tacaka oko idealne prave linije (r > 1,000), dok yo—vre-
dnost predstavlja indikator postojanja problema uticaja
matriksa (background) (yo > 0), ili gubitka analita adsor-
pcijom na zidovima sudova ili degradacijom (yo < 0).
Nagib predstavlja osetljivost metode tj. veéi nagib omo-
gucuje da mala promena u koli¢ini analita proizvodi veli-
ku razliku u odgovoru sistema. Pri ispitivanju linearnosti
treba Kkoristiti najmanje pet standardnih rastvora Cija kon-
centracija se kreée u opsegu od 80-120% od oéekivane
koncentracije analita.

ANALITICKI OPSEG

Opseg analiticke metode predstavlja interval izme-
du gornjeg i donjeg nivoa koncentracije u kome se ana-
liza moze vrsiti sa odredenom ta¢noséu, preciznoséu i
linearnoS$éu. Opseg se moze odrediti ispitivanjem ta-
énosti i linearnosti metode. Da bi se zadovoljio i kriteri-
jum preciznosti za dati opseg, pri ispitivanju tacnosti
koriste se najmanje triplikati optereéenih uzoraka. Pre-
poruke za preciznost u analitickom opsegu su izrazene
kao relativne standardne devijacije (RSD): 3% za sluéaj
C i 10% za sluéaj B.

TAENOST

Tacnost analiticke metode je stepen saglasnosti
izmedu dobijene vrednosti u postupku i stvarne vre-
dnosti. Odredivanje se vrsi poredenjem dobijenih rezul-
tata sa rezultatima dobijenim koridéenjem standardne
referentne metode ili kori§éenjem sertifikovanog referen-
tnog materijala (Standard reference material, SRM). Ka-
da SRM nije dostupan mogu se koristiti standardni
uzorci optereceni poznatom koli¢inom analita. Koncen-
tracije standardnih uzoraka treba da budu u opsegu od
interesa, a najmanje jedan standardni uzorak treba da
ima koncentraciju blisku granici kvantifikativnog odredi-
vanja. Dobijena taCnost u velikoj meri zavisi od nadina
pripreme uzoraka, matriksa i koncentracije uzoraka. Za
odredivanje ta¢nosti treba koristiti najmanje tri razli¢ite
koncentracije analita u uzorcima i analizu ponoviti tri pu-
ta. Tacnost se najéeSce izrazava kao procenat prinosa
analitickog postupka (recovery) za poznatu dodatu koli-
¢inu analita u uzorak.

Za tip analize C koncentracioni nivo treba da obu-
hvati opseg od 50-150%, dok prosecan "recovery" u op-
segu 80-120% treba da bude 100+2%. Za tip analize B
ispitivani koncentracioni opseg treba da bude od 0,1-2,5
mas.% sa proseénim "recovery" od 0,1% absolutne ili
10% relativne vrednosti [12].
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PRECIZNOST

Stepen rasturanja dobijenih rezultata u seriji uzor-
kovanja i merenja istog homogenog uzorka naziva se
preciznoséu. Preciznost se najcesée izrazava kao stan-
dardna devijacija ili koeficijent varijacije. Za odredivanje
preciznosti treba uraditi najmanje pet analiza. Kod instru-
mentalnih hromatografskih metoda vrednosti za RSD se
preporuuju za sluéaj B RSD < 10%, a za sluéaj C RSD <
2%.

GRANICA DETEKCIJE

Najniza koncentracija analita koja se moze detek-
tovati u uzorku, ali ne neophodno i kvantifikativho odre-
diti, naziva se granicom detekcije (DL). Postoji nekoliko
pristupa odredivanju DL: vizuelno, na osnovu odnosa si-
gnal/Sum bazne linije (S8/N) i na osnovu standardne devi-
jacije odgovora detektora i nagiba kalibracione prave.

S/N se odreduje merenjem signala analita koji se
nalazi u poznatoj, veoma niskoj koncentraciji i uzorka
bez analita, pri ¢emu se utvrduje najniza koncentracija
analita koju je moguée detektovati. Za granicu detekcije
obi¢nho se uzima vrednost koncentracija koje daju
S/N=3 ili S/N=2.

DL se nekada izracunava po formuli (1):

3880
F

DL @)
gde je:

0 — standardna devijacija odgovora detektora,

F — nagib kalibracionog grafika.

o se dobija kao standardna devijacija serije mere-
nja signala uzorka bez analita, ili kao standardna devija-
cija odsecka na ordinati dobijenog iz kalibracione prave
sa koncentracijama bliskim DL.

GRANICA KVANTIFIKATIVNOG ODREDIVANJA

Granica kvantifikativhog odredivanja se definise
kao najmanja koli¢ina analita u uzorku koja se moze
kvantitativno odrediti sa prihvatljivom preciznoséu i ta-
¢énoséu. Ovaj parametar je narolito vazan kod analize
nedistoca ili degradacionih produkata. Odreduje se ana-
logno odredivanju detekcionog limita, koristeé¢i S/N=10,
ili jednadinu (2):

pL =190 @
F
ROBUSTNOST

Robustnost sistema predstavlja indeks pouzda-
nosti metode u toku njene upotrebe a opisuje se kao ka-
pacitet metode da ostane nepromenjena U svojoj
validnosti ako dode do namerne male izmene analitickih
uslova. Tipiéni analitiCki uslovi su: stabilnost rastvora,
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vreme ekstrakcije, sastav i protok mobilne faze, razlicite
kolone, temperatura, itd.

POGODNOST HROMATOGRAFSKOG SISTEMA

Taénost i preciznost HPLC podataka u velikoj meri
zavisi i od samog analitickog instrumenta. Testiranje po-
godnosti hromatografskog sistema integralni je deo vali-
dacionog procesa. Parametri koje treba odrediti su:
faktor kapaciteta (k), preciznost injektovanja (RSD’), re-
zolucija (R), razvlaéenje pika (T), teorijski broj podova
(N). Definicije ovih parametara nalaze se i u IUPAC pre-
porukama [13] i USP f1]. Vrednosti koje treba zadovoljiti
su3: k>2, RSD’'<1% (zan>5),R>2 T<2 N>
2000.

ZAKLJUCAK

Ovom prilikom prikazan je samo mali segment
GLP-a koji treba razmatrati od strane onih koji se bave
hromatografijom da bi se odrzavao kvalitetan analitiCki
rad. Dati parametri su opisani u najkra¢im crtama. Njiho-
vo podrobnije razmatranje se moze naci u brojnoj publi-
kovanoj literaturi [1-19].

Navedeni kriterijumi validacije prvenstveno se
odnose na HPLC metodu, bez obzira na tipove kori§ce-
nih detektora i nacdine razdvajanja komponenata u kolo-
ni, a skoro u potpunosti se mogu primeniti i na druge
instrumentalne hromatografske tehnike (GC, GC-MS,
HPTLC,...), kao i na sve populamiju kapilarnu elektrofo-
rezu (CE). Vedina principa je validna i za spektroskopske
tehnike koje se takode veoma koriste (UV/VIS, FTIR,
NMR, AAS, XRF, ICP-AES, ICP-MS,...).
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SUMMARY
VALIDATION OF CHROMATOGRAPHIC ANALYSIS

(Professional paper)
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2

The parameters for the development of a chromatographic (HPLC) method
and its validation are discused in the paper. Chromatographic analysis in-
volves a multi-step procedure consisting of sample collection, pretreatment,
instrumental measurements and data processing. Emphasize was placed on
the instrumental part of the analysis presuming that the contributions of the
other variables were minor. The roles of precision, accuracy, detection limit,
quantification limit, specificity, selectivity, range, linearity and robustness, as
well as system suitability in the analytical application of chromatography were
described. Recommendations for the validation of these parameters accor-
ding to ICH and FDA guidelines are given. The criteria of validation described
above can be almost completely applied to other instrumental chromatograp-
hic techniques such as GC, GC-MS, HPTLC, etc.
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