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§ Sazetak

Validacija analiticke metode prvi je korak nakon razvijanja odredene metode. S obzirom na
vaznost analiticke kemije u ispitivanju i kontroli kvalitete proizvoda koji su nuzni za zivot i
zdravlje pojedinca, vazno je da i validacija bude pravodobno i ispravno provedena te
dokumentirana. Validacija ili vrednovanje metode jest proces utvrdivanja da je metoda
prikladna za koriStenje u odredenu svrhu. Validaciji se moze pristupiti laboratorijski
(unutarnje vrednovanje) i medulaboratorijski (dva laboratorija ispituju isti uzorak). Na temelju
medulaboratorijskog pristupa skracuje se vrijeme potrebno za provedbu eksperimenata svim
budué¢im korisnicima (sli¢énih) metoda. Upravo zato vazno je na propisan i jasan nacin
dokumentirati validaciju.

Alati koji se koriste za validaciju pojedinih znacajki metode su slijepe probe,
obogaceni uzorci, standardi (referentni ili potvrdeni referentni materijali), rutinski test uzorci,
i konac¢no, statisticka analiza. Znacajke metode koje se validiraju su preciznost, selektivnost,
granica detekcije, granica kvantifikacije, linearnost, raspon, robusnost, to¢nost, analiticki
povrat i osjetljivost. Ovisno o metodi, bila ona kvalitativna ili kvantitativna, potrebno je
odrediti razlic¢ite znaCajke metode.

U ovome ¢e radu biti opisani svi navedeni alati za validaciju, kao i spomenute
znacajke metode.

Josipa Bozi¢ Zavrsni rad
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Validacija ili vrednovanje metode jest postupak utvrdivanja, odnosno potvrdivanja, da je
metoda prikladna za koriStenje u odredenu svrhu, to jest validacijom potvrdujemo kako c¢e
metoda dati toéne rezultate.> S obzirom na ubrzani tehnoloski razvoj vazno je utvrditi pravila
koja industrije koje imaju izravan utjecaj na ljudsko zdravlje trebaju slijediti. Prehrambena,
kozmetiCka, farmaceutska i petrokemijska samo su neke od grana industrije u kojima se
svakodnevno razvijaju nove metode za analizu novih dobara za poboljsanje ljudskog Zivota, a
prvi korak nakon razvijanja odredene metode, kako bismo se uvjerili da ¢e metoda uistinu biti
dobra, jest upravo validacija metode. Osim novih metoda, validirati je potrebno i metode koje
se temelje na prethodno poznatim (i validiranim) metodama, ali je njihov postupak
modificiran te je takoder potrebno validirati metodu pri preuzimanju iste (izmedu dva
laboratorija).*

ZnaCajke metode koje je potrebno validirati su granica detekcije, granica
kvantifikacije, linearnost, raspon, preciznost, toc¢nost, reproducibilnost, selektivnost i
robusnost.!

U ovom ¢e radu biti rije¢i o nacinima validacije, o razlici validacije i verifikacije te o
znaCajkama metode koje je potrebno validirati. Potom ¢ée biti spomenuto kako koristiti
validirane metode te kako validaciju odredene metode dokumentirati.

Cilj je ovoga rada Citatelju objasniti validaciju metode kao nuzan proces u razvitku
bilo koje metode i daljnjih istrazivanja te ukazati na njezinu vaznost.

Josipa Bozi¢ Zavrsni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme

§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Nacela analiticke prakse

Nacela analiticke prakse nuzni su uvjeti da bi se laboratorij mogao smatrati relevantnim.
Spomenuta nacela su da i) analiticka mjerenja trebaju biti takva da zadovoljavaju dogovorene
uslove ii) trebaju biti obavljena koriste¢i opremu i metode koje su prethodno potvrdeni kao
dobre za tu svrhu iii) moraju biti u skladu s mjerenjima dobivenim u nekom drugom
laboratoriju i iv) redovno je potrebna neovisna procjena tehnickih mogucnosti laboratorija.
Nadalje, osoblje koje provodi analiticka mjerenja treba za to biti kvalificirano i kompetentno,
a institucije koje provode analiticka mjerenja trebaju imati dobro definiranu kontrolu kvalitete

te postupke osiguravanja iste.?

Pri susretu s analitickim problemom, analiticar mora pronaci ili osmisliti metodu koja
zadovoljava potrebe rjeSavanja istog. Potrebno je postupati prema shemi prikazanoj na slici
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Slika 1. Validacijski proces: od postavljenog analitickog problema do odluke laboratorija

moze li se problemu pristupiti odabranom metodom?
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§ 2. Prikaz odabrane teme 3

2.2. Validacija

Validacija metode jest proces utvrdivanja prikladnosti metode za koristenje u odredenu svrhu,
a slijedi nakon razvoja metode.! Njome potvrdujemo sigurnost u toénost rezultata dobivenih
odredenom metodom. Potrebno je validirati nestandardne metode, nove metode razvijene u
laboratoriju, standardne metode izvan njihovog radijusa te modificirane standardne metode
(bilo promjenom procesa, instrumenta, analita ili matrice). Vazno je naglasiti razliku izmedu
validacije i verifikacije. Naime, verifikacija je proces koji se koristi za metode koje su
validirane, a kojom laboratorij potvrduje da je u moguénosti primjeniti spomenutu metodu
provedbom nekoliko eksperimenata koji pokazuju dobro funkcioniranje instrumenata u
laboratoriju.?

2.2.1. Pristup validaciji

Dva su pristupa validaciji: medulaboratorijski (vanjsko vrednovanje) te laboratorijski
(unutarnje vrednovanje). Prethodno validaciji, potrebno je pomno osmisliti eksperimente
kojima se daje uvid u znacajke metode. Zaposlenici laboratorija u obzir trebaju uzeti za §to se
metoda koristi te na temelju toga odluciti koje se znacajke trebaju okarakterizirati validacijom
te koliko detaljno. Nadalje, u obzir je vazno uzeti i trosSkove te tehniC¢ke mogucénosti
odredenog laboratorija, kao i regulatorne zahtjeve te prethodna iskustva sa (slicnom)
metodom.?

Regulatorni zahtjevi mogu biti razli¢iti za odredena podrucja, ali vecinom sli¢no
zahtijevaju od izvoditelja validacije. Postoje 4 razine validacije od kojih razina 1 i 2 koriste
laboratorijski, a 3 1 4 medulaboratorijski pristup. Svaka sljedeca razina nosi sa sobom vece
kriterije, ovisno o njenoj buducoj primjeni. Dakle, razina 3 1 4 koriste se za Siroku primjenu, a
1 i 2 za laboratorijska ispitivanja u jednom laboratoriju. Svakoj je razini vazno zadovoljiti
odredeni kriterij postavljen pravilnikom.*

Ukoliko je razvijena metoda za Siroku primjenu, potreban je medulaboratorijski
pristup validaciji. U tom pristupu dva ili viSe laboratorija ispituju identi¢an analiti¢ki uzorak
uz dogovorene uvjete u svrhu provjere izvedbenih uvjeta ispitivanja. Velika je prednost ovog
pristupa validaciji §to objavljeni podaci (preciznost 1 tocnost) znacajno skracuju opseg posla
za buduée laboratorije koji ¢e koristiti odredenu validiranu metodu.?

Laboratorijski pristup koristi se kada je odredena metoda potrebna u neku svrhu, ali
prethodno nije objavljena kao standard. Takoder, koristi se kada je potrebna samo jednom
laboratoriju. Provodi se tako da laboratorij uz razli¢ite uvjete i U razliCitim vremenskim
intervalima primjenjuje metodu za analiziranje istih ili razli¢itih uzoraka.?

Josipa Bozi¢ Zavrsni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 4

2.3. Otopine, standardi i postupci pri validaciji

Pri validaciji metode koriste se slijepe probe (engl. blanks) kako bi se utvrdilo koji dio
mjerenog signala je uistinu posljedica prisutnosti analita, a koji uzrokovan drugim tvarima
prisutnim u uzorku. Pri tome se mogu Kkoristiti slijepe probe reagensa (engl. reagent blanks)
koji se koriste tijekom analize, ukljucujuci otapala te slijepe probe uzorka (engl. sample
blanks), koje su zapravo matrice (uzorak bez analita). Treba napomenuti da je ponekad vrlo
tesko prirediti slijepu probu uzorka u kojoj bi bile zastupljene sve interferencije.?

Nadalje, pri validaciji ¢esto se koriste obogaéeni uzorci u kojima se u otopinu dodaje
poznata koli¢ina analita (engl. spiked solutions). Takoder je moguce u uzorak dodati razlicite
koli¢ine interferirajuée tvari kako bi se odredila koncentracija pri kojoj interferirajuca tvar
smeta odredivanju analita.?

Pri postupku validacije koriste se i standardi, koji mogu biti referentni materijali ili
certificirani referentni materijali. Razlika je u tome $to certificirani referentni materijali
podlijezu strozim kontrolama te je njihova karakterizacija nacinjena koriStenjem razli¢itih
postupaka. Navedeni materijali koriste se pri validaciji na razli¢ite nacine, naprimjer mogu se
Koristiti za bazdarenja ili potvrdu mjerne metode.?

Za objektivne je procjene nuzno testiranje signifikantnosti podataka statistickom
analizom. Ona daje podatke o mjerama varijabiliteta (varijanca, standardna devijacija, raspon)
te o znacajnosti pretpostavljenih hipoteza (uz pomo¢ statistickih testova) koji govore o
ispravnosti same metode, ukazuju na pogreSna mjerenja te govore o slaganju rezultata s
pretpostavljenim fizikalnim nacelima koje metoda prati.

2.4. Procjena znacajki (parametara) metode

Svaka metoda, kao planirani na¢in provedbe analize nekog uzorka, ima znacajke koje treba
odrediti validacijom. Ovisno o svrsi metode te o tome je li metoda kvalitativna ili
kvantitativna, procjenjuju se odredeni parametri (znacajke) metode. Navedeno je prikazano u
Tablici 1.

U slu¢aju modificiranih metoda, potrebno je obratiti pozornost na svrhu modifikacije
te utvrditi mijenja li modifikacija preciznost i to¢nost metode. Ukoliko se takva metoda zeli
koristiti, prvo je potrebno provesti eksperiment s nemodificiranom metodom, a zatim i sa
modificiranom te usporedbom procijeniti koliko je modificirana metoda prihvatljiva.

Definicije znacajki metode u daljnjem tekstu ve¢inom su preuzete iz Pravilnika o
provodenju analitickih metoda i tumacenju rezultata,® dok je vecinski opis procjene temeljen
na pravilniku Medunarodnog vijeca za harmonizaciju tehnickih zahtjeva za farmaceutske
proizvode za primjenu u ljudi (engl. International conference on harmonization of technical
requirements for registration of pharmaceuticals for human use, ICH)* uz dodatne opaske
drugih pravilnika navedenih u referencama (Eurachem?, FDA?).

Josipa Bozi¢ Zavrsni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 5

Tablica 1: Podjela analitickih metoda na kvalitativne i kvantitativne ovisno o tome koje
znacajke metode je potrebno odrediti za njihovu validaciju. "+" oznacava koja se znacajka
validira

KVALITATIVNEMETODE | KVANTITATIVNE METODE

PRECIZNOST +
SELEKTIVNOST + +
GRANICA DETEKCIJE + +
GRANICA KVANTIFIKACIJE +
LINEARNOST +
RASPON +
NESIGURNOST MJERENJA + +
ROBUSNOST + +
POTVRDA IDENTITETA + +
TOCNOST +
ISKORISTENJE +
OSJETLJIVOST +

2.4.1. Preciznost

Preciznost (engl. precision) je stupanj podudarnosti izmedu rezultata nezavisnih ispitivanja
dobivenih pod unaprijed odredenim propisanim uvjetima.® Izrazava se kao nepreciznost,
odnosno racuna kao standardna devijacija rezultata ispitivanja. Cilj je procijeniti sve §to moze
utjecati na varijacije u laboratoriju te isto minimizirati.

Preciznost se promatra na tri razine: ponovljivost (engl. repeatability), medupreciznost
(engl. intermediate precision) te obnovljivost (engl. reproducibility). Za svaku od navedenih
razina potrebno je navesti standardnu devijaciju, relativnu standardnu devijaciju (koeficijent
varijancije) i interval pouzdanosti.

Nuzno je preciznost istraziti na temelju homogenog uzorka, koji je pozeljno
autentican, no u slucaju nemogucnosti priprave takvog homogenog uzorka, mogu se koristiti i
oni umjetno pripremljeni.*

Ponovljivost (nepreciznost u seriji) jest preciznost u uvjetima pod kojima isti
analitiCar, koriste¢i istu opremu u istom laboratoriju, dobije nezavisne rezultate ispitivanja
primjenjujuéi istu metodu na istovjetnim ispitivanim uzorcima.® Za odredivanje ponovljivosti
potrebno je i) minimalno 9 odredivanja u specificnom rasponu za odredenu metodu (npr. 3
koncentracije/3 ponavljanja za svaku) ili ii) minimalno 6 odredivanja pri 100%-tnoj test-
koncentraciji.

Racuna se prema jednadzbi (1), pri ¢emu je Si standardno odstupanje za svaku seriju mjerenja
za razli¢ite vremenske razmake, a n broj vremenskih razmaka.’

Sr = ’_iznl 3 (1)

Josipa Bozi¢ Zavrsni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 6

Medupreciznost (nepreciznost iz dana u dan) predstavlja neslaganja unutar
laboratorija u nekom neodredenom vremenskom periodu, a koja su posljedica promjene
uvjeta kao $to su promjena reagensa, analiti¢ara ili instrumenata. AnalitiCar treba procijeniti
kakvi su utjecaji promjene prethodno navedenih uvjeta na promatranu metodu te na temelju
toga odrediti koje ¢e utjecaje prouditi.* Raduna se kao standardno odstupanje prema jednadzbi
(2), a X se raduna prema jednadzbi (3).°

Z?: (fl_f)z
sp = [HoieD? @
n -
.77 — Zi:lxl (3)

n

Obnovljivost (reproducibilnost) pak predstavlja preciznost dobivenu u istom
laboratoriju pod propisanim (unaprijed odredenim) uvjetima (npr. metoda, materijal koji se
ispituje, analiti¢ari, okoli§) u opravdanim vremenskim razmacima.® Potrebno ju je promatrati
u slucaju standardizacije analiticke metode, a podrazumijeva ispitivanje u najmanje dva
laboratorija.* Ra¢una se kao standardno odstupanje prema jednadzbi (4),

SR =[S = SF— (4)

pri ¢emu je s2 standardno odstupanje svih laboratorija koji sudjeluju u procjeni
obnovljivosti.> Za isti broj rezultata ispitivanja standardno odstupanje jednako je:

1 ~ A~
S = 57 2ieaOh — )’ ()

gdje p predstavlja broj laboratorija, y, je srednja vrijednost za i-ti laboratorij, a 7 predstavlja
op¢u srednju vrijednost rezultata svih laboratorija koji sudjeluju u procjeni obnovljivosti.
IzraCunava se prema jednadzbi (6), pri ¢emu je ni broj rezultata i-tog laboratorija koji
sudjeluje u procjeni obnovljivosti.®

Z?=1 niil (6)

2.4.2. Selektivnostspecificnost

Selektivnost (engl. selectivity) je svojstvo metode da razlikuje analit koji se odreduje u smjesi
ili matrici od drugih tvari.® Pojam selektivnost preporu¢uje IUPAC, ali se takoder, pogotovo u
farmaceutskoj industriji koristi i pojam specifi¢nost (engl. specificity), odnosno analiti¢ka
specifi¢nost.? lako se u praksi ¢esto poistovijeéuju, to su dva razli¢ita svojstva metode.
Specifi¢na metoda je ona kojom se moZe odrediti samo jedan specifican analit, a selektivna je
ona kojom se istovremeno moze odrediti vise komponenata koje pri odredivanju ne smetaju

Josipa Bozi¢ Zavrsni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 7

jedna drugoj. Selektivnost pokazuje koliko se danom metodom moze odrediti Zeljeni analit uz
interferenciju drugih tvari sa slicnim karakteristikama (izomeri, produkti razgradnje,
metaboliti). Interferencije mogu pojacavati ili smanjivati signale koji se pripisuju analitu.

Selektivnost je potrebno procjenjivati tijekom validacije metode. Ukoliko nije moguce
posti¢i zadovoljavajucu selektivnost, odnosno specificnost odredene metode prema nekom
analitu, potrebno je koristiti dvije ili vise metoda kako bi se postigla potrebna razina
razlikovanja analita i interferencija.* Pri odredivanju selektivnosti/specifi¢nosti, koriste se
identifikacijski testovi 1 testovi oneciS¢enja, posebno u farmaceutskoj industriji i to pri
kromatografskoj analizi lijekova, razgradnih produkata, itd.*

Identifikacijski testovi trebali bi razlikovati tvari sli¢nih struktura. Je li razlikovanje
postignuto utvrduje se na temelju dobivenih pozitivnih rezultata (usporedbom sa referentnim
materijalom) analizom uzoraka koji sadrze analit, odnosno negativnih rezultata dobivenih
analizom uzoraka koji ne sadrze analit. Mogu¢ je i drugadiji pristup, onaj u kojem se
identifikacijski test primjenjuje na tvari sli¢ne strukture analitu kako bi se utvrdilo da nema
pozitivnog odgovora. Spomenute tvari koje imaju strukturu sli¢nu analitu odabiru se na
temelju procjene analiti¢ara o moguéim interferirajuéim tvarima u uzorku.*

AKko su oneciscenja poznata i dostupna, u uzorak analita dodaju se odredene koli¢ine
oneciS¢enja kako bi se pokazalo potpuno odjeljivanje oneciS¢enja od analita danom
metodom.*

Ako onecis¢enja nisu dostupna, specifi¢nost se moze pokazati usporedbom rezultata
analize uzorka s oneciS¢enjima ili degradacijskim produktima s rezultatima dobivenim
drugom, dobro karakteriziranom (i validiranom) metodom.*

Uz specifi¢nost moguce je i identificirati produkt, $to je jo§ jedna od znacajki koja je
potrebna u validaciji metoda, posebice kvalitativnih. Identifikacija se temelji na usporedivanju
dobivenih rezultata s rezultatima otprije poznatih referentnih materijala te se na taj nacin
potvrduje ili iskljucuje pretpostavka o strukturi analita.*

2.4.3. Granica detekcije i granica kvantifikacije

Granica detekcije (engl. limit of detection) je najmanja koli¢ina analita u uzorku koju je
metodom moguce detektirati, ali ne nuzno i kvantitativno odrediti. Granica kvantifikacije
(engl. limit of quantification) je pak najmanja koli¢ina analita u uzorku koja se moze
kvantitativno odrediti uz zadovoljavajuéu preciznost i to¢nost.*

Postoji nekoliko razli¢itih pristupa odredivanja granice detekcije:
a) vizualna metoda — analizom uzorka s poznatom koncentracijom analita odreduje se
najmanja koli¢ina analita koja se moZe detektirati;

b) metoda temeljena na omjeru signala i Suma (engl. signal-to-noise, S/N) — usporeduje se
izmjereni signal uzorka s poznatom koncentracijom analita s izmjerenim signalom slijepe
probe te utvrduje minimalna koncentracija analita koja se moZe pouzdano detektirati. Obi¢no
se kao vrijednost S/N uzima 3:1;

Josipa Bozi¢ Zavrsni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 8

¢) metoda temeljena na standardnoj devijaciji odgovora i nagiba kalibracijske krivulje.

Granica detekcije (DL) racuna se mnozenjem standardne devijacije (o) sa faktorom 3.3, te
dijeljenjem sa nagibom Kalibracijske krivulje (S) (jednadzba 7). Spomenuta standardna
devijacija dobiva se iz preporuc¢enog broja ponavljanja eksperimenta, a naj¢esce je taj broj 10.
Moguce ju je dobiti ili raunanjem iz analitickog odgovora dobivenog analizom prikladnog
broja slijepih proba ili iz regresijom dobivene krivulje koja je rezultat koristenja uzoraka koji
sadrze analit u granici detekcije, odnosno granici kvantifikacije.*

pL =2 )

Standardna devijacija racuna se na razli¢ite nacine:

a) analizom slijepe probe (6 do 10 mjerenja) i ra¢unanjem standardne devijacije
odgovora

b) iz kalibracijske krivulje dobivene analizom uzoraka koji sadrze analit u
rasponu granice detekcije, pri ¢emu se Koristi standardna devijacija pravca ili
odsjecka na osi y.*

Granica kvantifikacije (QL) takoder se moze odrediti: a) vizualnom metodom, b)
metodom omjera signala i Suma pri ¢emu omjer S/N mora iznositi 10:1 ili c) na temelju
standardne devijacije odgovora i nagiba pravca prema izrazu®:

10 o
QL = — (8)

2.4.4. Linearnost

Linearnost (engl. linearity) potje¢e od pretpostavke da izmedu dviju varijabli postoji takva
ovisnost koja se moze prikazati jednadzbom pravca (9) u kojoj porastom vrijednosti jedne
varijable, dolazi do promjene vrijednosti druge varijable. Gledaju¢i na danu definiciju s
analitiCkog stajaliSta, to znaci da je analiticki signal linearna funkcija koli¢ine ili koncentracije
analita u uzorku.*

y=ax+b 9)

Za utvrdivanje linearnosti potrebno je provesti minimalno 5 mjerenja, a potrebno ih je
provesti na cijelom rasponu metode. Evaluacija dobivenih rezultata moze Se provesti
vizualno, odnosno linearnom regresijskom analizom (metodom najmanjih kvadrata).
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Ukoliko postoji linearna ovisnost, prilikom dokumentacije potrebno je navesti
korelacijski koeficijent, odsjecak na y 0si (b u jednadzbi (9)), nagib (a u jednadzbi (9)) te
reziduale dobivenog pravca.*

2.4.5. Raspon

Raspon (engl. working range) predstavlja interval izmedu gornje i donje koncentracije analita
u uzorku u kojem metoda daje rezultate sa prihvatljivom nesigurnos¢u i toénoséu.* Donja
granica intervala je zapravo granica kvantifikacije, a gornja granica je koncentracija pri kojoj
su opazena znacajna odstupanja U analiti¢koj osjetljivosti.? Izmedu tih dviju granica, odnosno
u danom rasponu, instrument kojim se izvodi metoda pokazuje odredenu ovisnost koja moze
biti linearna, kvadratna, logaritamska. Validacijom je potrebno provijeriti upravo tu ovisnost te
time potvrditi kompatibilnost raspona danog instrumenta sa Zeljenim intervalom metode,
odnosno utvrditi da metoda daje dovoljno to¢ne i precizne rezultate (slika 2).

Kako bi se ovisnost potvrdila, potrebno je interval (koncentracijski raspon) prosiriti (za + 20%
ili 30%) i za dobiveni interval provjeriti krivulju vizualno i statisticki.*

10 _
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Koncentracija u standardima koriStenima za kalibraciju

Slika 2. Tipi¢na ovisnost odgovora instrumenta o koncentraciji u standardima koristenim za
kalibraciju. Graficki su identificirane sljede¢e znacajke metode: granica detekcije, granica
kvantifikacije, osjetljivost, linearan raspon te raspon?

2.4.6. Robusnost

Robusnost (engl. ruggedness/robustness) predstavlja podloznost analiticke metode na
promjene uvjeta ispitivanja u odnosu na razli¢itost vrste uzoraka, analita, uvjete pohrane,
uvjeta okolisa i/ili uvjeta pripreme uzoraka pod kojima se metoda moze primjenjivati onakva
kakva jest ili uz utvrdene manje izmjene.® Treba ukazati na sve uvjete ispitivanja koji bi u
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praksi mogli biti podlozni promjenama, a mogu utjecati na rezultat analize (npr. stabilnost
reagensa, sastav uzorka, pH, temperatura).

Procjena robusnosti nuzna je tijekom razvoja metode, a ovisi 0 samoj metodi. Potrebno
je dokazati da metoda daje dobre rezultate unoSenjem promjena u spomenutim uvjetima
ispitivanja.* Robusnost se tako i testira: uvode se promjene uvjeta analize odredenom
metodom i istrazuje njihov utjecaj na rezultate analize. Na taj je nac¢in moguce utvrditi koje
varijable imaju najveci utjecaj na metodu te je takve varijable potrebno strogo kontrolirati
prilikom izvodenja eksperimenata s validiranim metodama.?

2.4.7. Tocnost

Tocnost (engl. accuracy) predstavlja stupanj podudarnosti izmedu rezultata ispitivanja i
prihvaéene referentne vrijednosti. Toénost se utvrduje utvrdivanjem preciznosti i istinitosti
(engl. trueness).®

Preciznost je prethodno opisana, a istinitost predstavlja podudarnost izmedu srednje
vrijednosti dobivene iz velikog niza rezultata i prihvacene referentne vrijednosti. Istinitost se
obi¢no izrazava kao mjerno odstupanje (engl. bias) koje predstavlja razliku izmedu
aritmetiCke sredine rezultata ispitivanja i prihvacene referentne vrijednosti, ili pak njihov
odnos.®

Koristi se nekoliko metoda za odredivanje to¢nosti. Na primjer, u farmaceutskoj
industriji pri odredivanju aktivne tvari u lijekovima pristupi su sljedeci: i) analiticka metoda
primijeni se za analizu lijeka poznate Cisto¢e (npr. referentni materijal), ii) usporede se
rezultati dobiveni predlozenom metodom sa rezultatima dobivenim kori$tenjem druge, otprije
okarakterizirane metode ili iii) izvodi se zakljuak o to¢nosti na temelju procijenjene
preciznosti, linearnosti i selektivnosti.*

Pri odredivanju oneciSc¢enja, to¢nost se treba procijeniti na uzorcima u koje su dodane
poznate koli¢ine onecis¢enja. Provodi se minimalno 9 eksperimenata na najmanje 3 razlicite
koncentracije (3 koncentracije uz 3 ponavljanja).*

Mjerno odstupanje (engl. bias) moze se odrediti na tri na¢ina: a) analizom referentnog
materijala, b) eksperimentima odredivanja analitiCkog povrata koriStenjem obogacenih
uzoraka te c) usporedbom rezultata s onima dobivenim drugom metodom. Ponekad je
potrebno kombinirati razliite pristupe.
Mjerno odstupanje (bias, b) moze se izraziti u apsolutnoj vrijednosti (jednadzba 10), kao
relativna vrijednost u postotcima b(%) (jednadzba 11), kao relativni analiticki povrat
obogacenog uzroka R'(%) (jednadzba 12) te kao relativni analiticki povrat R(%) (jednadzba
13).2

b=X%— Xpef (10)

b(%) = £ x 100 (11)
ref
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x'—x

R'(%) =

x 100 (12)

Xspike

X

R(%) = —— x 100 (13)

Xref

gdje su Xrer referentna vrijednost, x' srednja vrijednosti uzorka u koji je dodana poznata
koli¢ina analita (engl. spiked sample), a Xspike dodana koncentracija.

2.4.8. Analiticki povrat

Analiticki povrat (engl. recovery) predstavlja postotak stvarne koncentracije tvari izdvojene
tijekom analitickog postupka. Analiticki povrat potrebno je odrediti ukoliko potvrdeni
referentni materijal nije dostupan.®

2.4.9. Osjetljivost

Osjetljivost (engl. sensitivity) je promjena u odgovoru instrumenta, a koja se ogleda u
promjeni mjerene veli¢ine. Definira se kao nagib kalibracijske krivulje u tocki blizu granice
kvantifikacije. Nije pretjerano korisna, pa se ne koristi esto.?

2.5. Dokumentacija i koristenje validiranih metoda

Nakon validacije metode, sve korake validacije potrebno je zapisati. To je od velike vaznosti
jer kvaliteta dokumentacije moze utjecati na preciznost i nesigurnost buduc¢ih mjerenja koje
izvode drugi analiticari.

Dokumentacija validirane metode treba sadrzavati identitet spoja, raspon, koriStene
matrice, protokol u kojem su opisani reagensi, opremu, potrebne kalibracije, postupke te
potencijalne mjere sigurnosti koje je potrebno poduzeti. Nuzno je navesti i svrhu koristenja
metode te njena potencijalna ograni¢enja.®

lako postoje standardizirane (validirane) metode pogresno je koristiti ih bez prethodne
provjere. Ono §to je vazno jest da je analitiCar u potpunosti upoznat sa metodom koju treba
Koristiti, te ako je pocetnik, da ga netko sa vise iskustva nadgleda. Vazno je i utvrditi koliko
se uzoraka istovremeno moze analizirati, te se uvjeriti da je sve §to je potrebno za provedbu
analize prisutno u laboratoriju.?

Podaci validacije mogu se koristiti za unutarnju i vanjsku kontrolu kvalitete nekog
laboratorija jer validacija daje podatke o sposobnostima i granicama metode, a samim time i
sposobnostima i ograni¢enjima laboratorija.2
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