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Sylabus přednášky: 

Validace chromatografické metody: 

Správnost 

Přesnost 

Linearita 

Mez detekce a kvantifikace 

Selektivita 

Robustnost 
 
 

Řešení problémů v LC 
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Validace metody v LC 

Ověření (důkaz), že daná metoda je vhodná k danému účelu 
a poskytuje výsledky s definovanou jistotou. 
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Validace nebo revalidace: 

- Před uvedením metody do běžné praxe 

- Změna podmínek pro které byla metoda validována 
(rozdílná matrice vzorku) 

- Změna vlastní metody (objem nástřiku, změna gradientu) 

- Transfer metody do jiné laboratoře 
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Validace metody v LC 

Směrnice: 

ICH (The International Conference on Harmonisation of 
Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals 
for Human Use) 

FDA (Federal and Drug Administration) 

EMA (European Medicines Agency) 

IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) 



Validace metody v LC 

Správnost metody (accuracy): Správnost analytické metody vyjadřuje 
míru shody mezi nalezenou a skutečnou hodnotou. 
 

Správnost metody se zjistí buď analýzou modelového vzorku (obvyklý 
přístup), nebo použitím jiné nezávislé metody. 

Výtěžnost je definována jako poměr nalezené a skutečné 
hodnoty, v %. 
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Validace metody v LC 

Přesnost analytické metody vyjadřuje míru shody nalezených výsledků 
pro řadu stanovení, provedených se stejným homogenním reálným 
vzorkem za předepsaných podmínek. Přesnost metody může být 
ověřena na třech úrovních: opakovatelnost, mezilehlá přesnost a 
reprodukovatelnost. 

Přesnost metody (precision) 

Opakovatelnost (repeatability) vyjadřuje přesnost metody za stejných podmínek 
v krátkém časovém intervalu. Nekdy oznacovana jako intra-assay precision. 

Mezilehlá přesnost (intermediate precision): Mezilehlá přesnost vyjadřuje míru 
shody výsledků v rámci jedné laboratoře – analýza provedená jiným analytikem, na 
jiném zařízení, v jiný den, atd. 
 
Reprodukovatelnost (reproducibility): Reprodukovatelnost vyjadřuje míru shody 
výsledků mezi různými laboratořemi. 
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Validace metody v LC 

Opakovatelnost (repeatability) 
6 opakovani na 100% koncentrační hladině hlavní látky 
3 opakování pro 3 koncentrační hladiny  
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Mezilehlá přesnost (intermediate precision) 
Reflektuje rozdíly ve výsledcích způsobené například jiným 
analytikem, rozdílným instrumentem, rozdílné reagenty od různých 
dodavatelů, rozdílná šarže kolony atd. 

Reprodukovatelnost (reproducibility): Reflektuje rozdíly ve výsledcích 
způsobené například v rozdílné laboratorní praxi mezi laboratořemi 



Validace metody v LC 
Linearita: Linearita analytické metody je její schopnost, v daném 
rozsahu, poskytovat odezvy (resp. výsledky), které jsou přímo úměrné 
koncentraci (množství) analytu ve vzorku. 
 

Provedení: 
Připraví se sada modelových vzorků sestávajících z matrice a 
stanovovaného analytu. Přídavek API se realizuje buď vážením, nebo 
ředěním zásobního roztoku. Linearita se ověří v rozsahu minimálně 5ti 
koncentračních hladin, pro každou koncentrační hladinu se připraví 3 
nezávislé modelové vzorky. 
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Validace metody v LC 

Intercept by mel byt blízký 
nule, pokud ne – doložit, že 
to neovlivňuje správnost 
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Validace metody v LC 

Rozmezí koncentrací – rozmezí mezi nejnižší a nejvyšší koncentrací, 
pro které byla ukázána vhodná správnost, přesnost a linearita. 



Validace metody v LC 

Mez detekce a mez stanovitelnosti 

Detekční limit analytické metody je nejnižší detekovatelná koncentrace 
analytu ve vzorku, nestanovovaná kvantitativně. Odpovídá koncentraci, 
pro kterou je analytický signál statisticky významně odlišný od šumu. 
Kvantitativní limit analytické metody je nejnižší koncentrace analytu ve 
vzorku, stanovitelná s dostatečnou přesností a správností. 
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Validace metody v LC 

Mez detekce a mez stanovitelnosti 
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Validace metody v LC 

Hodnoty LOD a LOQ musí být ověřeny experimentálně 
Hodnoty LOD a LOQ  by měly být doprovázeny hodnotami 
správnosti a přesnosti 



Validace metody v LC 
Selektivita metody 

Selektivita je schopnost nezkresleně stanovit analyt v přítomnosti 
dalších látek, jejichž přítomnost se očekává (látky neruší stanovení). 
 

Provedení: Porovnají se chromatogramy roztoku placeba (resp. rozpouštědla 
vzorku) s chromatogramy referenčního roztoku, roztoku vzorku, a pokud je to 
relevantní – rovněž roztoku vzorku spikovaném degradačními produkty a 
nečistoty ze syntézy. 
V případě potřeby se provedou stresové testy (zvýšená teplota, zvýšená teplota + 
zvýšená vlhkost nebo přídavek vody, světlo, změny pH, oxidační činidlo) s 
doporučeným cílem degradace API do 10 % a zkontroluje se peak purity.  

DAD detekor – změna vlnové délky 
MS detektor – výběr různých skenů 
Změna chromatografické metody 
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Validace metody v LC 
Selektivita metody 
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Validace metody v LC 
Selektivita metody 



Validace metody v LC 
Robustnost metody 

Robustnost analytické metody je její schopnost nebýt 
ovlivněna malými změnami v podmínkách analýzy. 

Provedení: Sleduje se vliv specifických změn na analytickou metodu.  
 
a) Změnou jednotlivých analytických podmínek metody a 
posouzením dopadu na analýzu 
(jednorozměrná analýza dat).  
b) Analýzou vhodného počtu referenčních vzorků za předem 
definované sady (kombinací) podmínek, s následnou kvantifikací a 
vyhodnocením dat (vícerozměrná analýza dat). Pro volbu modelu a 
následné vyhodnocení dat se použije vhodný algoritmus (např. 
Placket- Burman, dílčí faktoriální design, apod.).  
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Validace metody v LC 
Robustnost metody 

Podmínky: 

-Výběr kolony: Pro předepsaný typ kolony minimálně dvě různé 
kolony, které se liší šarží sorbentu. 

-Složení mobilní fáze: Koncentrační změny organických komponent – 
obvykle 2-5 % absolutních a koncentrační změny solí, kyselin, bazí, či 
chirálních modifikátorů – obvykle v minimálním rozsahu ± 10 % 
relativních. 

- pH mobilní fáze/složky mobilní fáze: Změny obvykle v rozsahu ± 0,2-
0,5 jednotky pH. 

-Průtok mobilní fáze: Změny obvykle v rozsahu ± 10 % relativních 

- Teplota kolony: Změny obvykle v rozsahu ± 5 °C 
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Validace metody v LC 
Stabilita 

Během nakládání s analyty může docházet k jejich degradaci 
(během přípravy vzorku, při skladování v lednici, v autosampleru 
apod.) 

Běžně se testuje: 

Stabilita látky v roztoku v autosampleru po 24 a 48h 

Stabilita látky v roztoku “ na stole“ po 24 a 48h 

Stabilita látky v pevném stavu “ na stole“ po 24 a 48h 
 
 
 
 



Validace metody v LC 
Test způsobilosti chromatografického systému 

Test způsobilosti představuje nedílnou součást metody a slouží k zajištění 
adekvátní účinnosti chromatografického systému. Za tímto účelem se provádí 
obvykle na začátku analýzy, po jakékoli změně v chromatografickém systému 
(např. nová mobilní fáze) a v případě jakéhokoli podezření na špatnou funkci 
chromatografického systému. 

Test způsobilosti obvykle zahrnuje dva nebo více parametrů: 
-Systémová opakovatelnost – za účelem prokázání schopnosti 
chromatografického systému poskytovat opakovatelnou odezvu. 
 
- Vhodný separační parametr (například rozlišení) – za účelem prokázání 
adekvátní separační schopnosti chromatografického systému. Volba separačního 
parametru se provede na základě dat z robustnosti metody. 
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Validace metody v LC 
Příklady z validačního reportu: 
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Validace metody v LC 
Příklady z validačního reportu: 
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Validace metody v LC 
Příklady z validačního reportu: 

23 



Validace metody v LC 
Příklady z validačního reportu: 
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Validace metody v LC 
Příklady z validačního reportu: 
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Troubleshooting – řešení problémů v LC 

předcházení problémů – prevence a 
údržba systému (těsnící kroužky u LC apod) 

testovací metoda – gradientová X isokratická  
sleduje se retence, opakovatelnost nástřiku, 
účinnost, rozlišení a jiné (námi nadefinované 
parametry) 

ověření míchání MF, dávkovaného objemu, tlaku 
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Troubleshooting – řešení problémů v LC 

běžné problémy související s LC: 

netěsnost systému – podtékání 

šum a drift základní linie 

abnormální tlak 

nepravidelný retenční čas 

plocha píku 

tvar píku 
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Troubleshooting – řešení problémů v LC 

netěsnost systému – podtékání 

jeden z nejběžnějších problému 

jednotlivé části LC systému obsahují senzory 

horší identifikace při nepatrném podtékání 

podtékání pumpy 

podtékání spojů 

podtékání autosampleru – vícecestný ventil 

podtékání kolony 

podtékání detektoru 
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Troubleshooting – řešení problémů v LC 

šum a drift základní linie 
pozorován hlavně u gradientové eluce 

změna vlnové délky 

přidána látka do A složky, která též 
absorbuje při dané vlnové délce 
(potlačení rozdílu při gradientu) 
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Troubleshooting – řešení problémů v LC 

šum a drift základní linie 
pozorován hlavně u gradientové eluce 
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Troubleshooting – řešení problémů v LC 

šum a drift základní linie 

bublinka v systému 

špinavý pufr – porovnání doby 
ekvilibrace 
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Troubleshooting – řešení problémů v LC 

šum a drift základní linie 

úprava pH pufru s pH elektrodou (a) a namíchání pufru bez pH 
elektrody (b) 
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Troubleshooting – řešení problémů v LC 

šum a drift základní linie 

Systém nebo chromatografická kolona 
není dostatečně ekvilibrována 

Nechat delší čas ekvilibrovat 

Kontaminovaná nebo degradována 
kolona nebo předkolona. 

Nová kolona, regenerace kolony 

Netěsnost v systému (dávkování vzorku, 
cela detektoru, spoje kapilár). 

Zkontrolovat systém 

Mobilní fáze je 
kontaminována,popřípadě je špatně 
odvzdušněna. 

Nová příprava MF; použít čistější 
chemikále. 

Kontaminovaná cela detektoru. Propláchnout celu detektoru; pozor na 
tlakové limity 

Teplotní změny v systému na 
chromatografické koloně 

Kolonu termostatovat 
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Troubleshooting – řešení problémů v LC 

abnormální tlak 
Tlak sytému závisí na viskozitě MF, průtoku, teplotě a rozměrech kolony a kapilár. 

Vysoký tlak: 

zkontrolujeme metodu  

zablokovaná odpadní 
kapilára 

ucpané inline filtry 

ucpaná frita v koloně 

ucpaná detekční cela 

Nízký tlak: 

zkontrolujeme metodu  

netěsnost systému 

problémy s pumpou 

došla MF  
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Troubleshooting – řešení problémů v LC 

nepravidelný retenční čas 

Zkontrolovat metodu 

Pulzace LC čerpadla 

Malá ekvilibrace kolony 

Netermostatovaná kolona 

Špatní míšení MF 

Kontaminace kolony, ireverzibilní vazba nečistot na koloně 

Netěsnost systému 
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Troubleshooting – řešení problémů v LC 

plocha píku 
Může se zvyšovat nebo snižovat.  

zkontrolovat ředění 

zkontrolovat UV-VIS spektrum 

jsme v lineární oblasti detektoru? 

kompatibilita solventu 

těkavé rozpouštědlo vzorku 

naplněná vialka až po okraj 

bublina v sampleru – propurgovat 

kompatibilita oplachu jehly 

koeluce z předešlých analýz 
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Troubleshooting – řešení problémů v LC 

plocha píku 
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Troubleshooting – řešení problémů v LC 

tvar píku 

tailující píky 
mimokolonové příspěvky k rozšiřování zony 
analytu 

vysoká nástřiková koncentrace 

kontaminace inline filtru 

přiucpaná frita kolony 
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Troubleshooting – řešení problémů v LC 

39 



Troubleshooting – řešení problémů v LC 

tvar píku 

frontující píky nejsou tak časté 

pravděpodobně pracujeme v 
nelineární oblasti adsorpční 
isotermy (zkusit snížit nástřik) 

nabořená kolona 
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Troubleshooting – řešení problémů v LC 

kontaminace kolony nebo přiucpání frity, vznik mrtvého objemu 
otočit kolonu a nechat promýt 20-30 objemy MF  
 

tvar píku 
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Troubleshooting – řešení problémů v LC 

tvar píku 
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Troubleshooting – řešení problémů v LC 

tvar píku 

vliv teploty 
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