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PREFATA

Dezvoltarea metodelor analitice cu aplicabilitate asupra
medicamentelor presupune instantaneu verificarea si confirmarea
faptului, cd metoda (sau procedeul analitic) corespunde intocmai
scopului pentru care a fost conceputd/dezvoltatd. Cu alte cuvinte, o
metoda analiticd trebuie validatd. Conceptul de validare poate fi
interpretat si ca o metodologie de acreditare stiintificad a unei metode
de analiza. Principalul scop al validarii consta in selectarea celor mai
bune si mai accesibile metode de detectie si de dozare a unei substante
medicamentoase/impuritati  farmaceutice/produse de  degradare.
Procesul de validare se bazeaza pe date si performante obiective, toate
determinarile fiind realizate in strictd concordanta cu reglementarile in
domeniul analizei si controlului de medicamente.

Recomandarea metodica Validarea metodelor de analiza este
conceputa ca material didactic pentru studentii programului de studii
0916. Farmacie, rezidentilor de la specializarile farmaceutice,
masteranzilor, doctoranzilor, farmacistilor, dar poate fi drept suport si
pentru specialisti din domenii conexe sau oricine este interesat in
domeniul validarii metodelor de analiza.

Autorii.
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ABREVIERI
a. —anul
ed. — editia
etc. —etcetera
exp. —experimental
FDA —Food and Drug Administration
GLP —Good Laboratory Practice
HPLC — Cromatografia Lichida de Inaltd Performanti
ICH — Conferinta Internationald de Armonizare
ISO — Organizatia Internationalad de Standardizare
min. —minut(e)

UV-Vis  —ultraviolet-vizibil
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INTRODUCERE

Importanta validarii unei proceduri analitice se contureazd prin
siguranta obtinerii unor rezultate fiabile si repetabile pentru analiza de
rutind si a stabilitdtii.

Din punct de vedere etic, validarea unei metode este importanta
deoarece pacientii au incredere in rezultatele obtinute in laborator prin
analiza unui medicament pe care ei nu sunt in putere sa o faca singuri.
Pe de alta parte, farmacistii-analisti, in procesul de validare a unei
metode, vor aplica toate aspectele stiintei pentru a obtine rezultate de
incredere.

La fel si din punct de vedere comercial, este foarte important sa
existe o siguranta ca o metoda va da rezultate exacte si precise inainte
de a fi efectuate. Insi, existd si un neajuns al validirii unei metode de
analizd 1n aceasta privinta: in urma efectuarii masuratorilor, pot fi
detectate erori si se va necesita repetare experimentelor. In mediul
comercial, in care producatorul are datoria de a asigura calitatea
medicamentului Tnainte de a fi eliberat consumatorului, validarea preia
o parte din aceasta raspundere.

Tn unele domenii, validarea metodelor potrivit GLP, este o
cerintd de reglementare si este obligatorie pentru anumite tipuri de
cercetari. Astfel, este indispensabila validarea metodelor acreditate
conform standardului ISO. Evaluarea parametrilor de performanta a
unei metode in timpul procesului de validare se furnizeaza date care
arata care parti ale metodei sunt stabile precum si unde sunt punctele

slabe. Validarea ajutd la proiectare si implementarea unor proceduri
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adecvate de control al calitatii. Datele obtinute in urma validarii unei
metode furnizeazd informatii care sd permitd comparabilitatea
rezultatelor din probele analizate in diferite laboratoare.

Scopul: de a putea defini principiile validarii unei metode
analiza si a cunoaste metodologiile generale de lucru.

Durata minima recomandata
Pentru studierea temei se acorda 2 lucrari de laborator (6 ore).
Etapele studierii temei:

1. Pregatirea teoretica pentru indeplinirea scopurilor determinate.

2. Realizarea insarcinarilor practice.

3. Evaluarea curenta a cunostintelor.

Obiectivele temei:

1. Pe baza consultarii suportului de curs si a literaturii de
specialitate de a Tnsusi notiunile generale privind validarea unei
metode de analiza,

2. Cunoagterea aspectelor generale ale procesului de validare a unei
metode analitice;

3. Cunoasterea si aprecierea parametrilor de validare a unei metode
de analiza;

4. Tntocmirea unui raport de validare.
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SUBIECTE PENTRU PREGATIREA INDIVIDUALA A
STUDENTULUI TN BAZA MATERIALULUI TEORETIC

1. Notiune de validare a unei metode analitice. Indicati parametrii
de validare.

2. Rolul validarii in analiza farmaceutica.

3. Specificitatea — parametrul validarii. Definitia, caracterizare si
aplicare.

4. Liniaritatea — parametrul validarii. Definitia, caracterizare si
aplicare.

5. Precizia — parametrul validarii. Definitia, caracterizare si
aplicare.

6. Exactitatea — parametrul validarii. Definitia, caracterizare si
aplicare.

7. Limita de detectie — parametrul validarii. Definitia,
caracterizare si aplicare.

8. Limita inferioara de cuantificare — parametrul validarii.
Definitia, caracterizare si aplicare.

9. Robustetea — parametru al validarii. Definitia, caracterizare si
aplicare.

10. Tntocmirea unui raport de validare.
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MATERIAL INFORMATIV
Procesul de validare a unei metode analitice. Aspecte generale

Validarea unei metode analitice, conform Farmacopeei Statelor
Unite ale Americii 31, este ,,procesul prin care se stabileste prin studii
de laborator, dacd acea metoda indeplineste conditiile pentru
aplicatiile analitice pentru care a fost pusa la punct”.

Astfel, procesul de validare are rolul de a verifica si a stabili care
sunt limitele de variabilitate intre care metoda va prezenta rezultate
specifice, exacte si precise.

Tn domeniul analizei farmaceutice, procesul de validare a unei
metode este reglementat in ghiduri de validare. Pentru prima data, in
a. 1987 FDA a emis ghiduri practice privind principalele principii ale
validarii si despre prezentarea probelor si a analizelor date referitoare
la validarea metodelor. Tn a. 1993, in cadrul ghidului ICH, apar
primele recomandari generalizate privind validarea metodelor de
analiza, aceste documente fiind publicate in a. 1994 si tratatd mai
detaliat Tn 1995.

Tn prezent, procesul de validare a unei metode de analizd este
reglementat in urmatoarele acte normative:

e ghidul ICH Q2R1: pentru proceduri analitice si validare; Ghidul
ICH Q2R2 este in proces de aprobare, disponibil pentru discutii;

e Farmacopeea Europeana, ed. a XI-g;

e Farmacopeea Statelor Unite ale Americii: 1225 Validation of

compendial methods;
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o Agentia Alimentelor si Medicamentului a Statelor Unite ale
Americii: Ghidul ,,Validarea metodelor de analiza pentru
medicamente si substante biologice”;

e Centrul pentru Evaluarea si Cercetareca Medicamentelor: Ghidul
,,Validarea unei metode bioanalitice”.

Ghidurile ICH 1in domeniul calitatii (The International
Conference of Harmonisation of Technical Requirements) reflecta o
abordare armonizata privind asigurarea controlului  calitatii
medicamentelor. Acestea completeaza si ofera explicatii privind
cerintele monografiilor Farmacopeice. Ghidurile Q2(R1) si Q2(R2)
Validarea procedurilor analitice/Validation of Analytical Procedures)
identifica parametrii de validare necesari pentru o varietate de metode
analitice. De asemenea, se descriu caracteristicile care trebuie luate n

considerare la validarea procedurilor analitice.
Parametrii de validare a unei metode de analiza

Oricare metoda de analiza nou elaborata trebuie validata, dar si
cele care deja au fost dezvoltate si incluse in farmacopee sau in alte
documente analitice recunoscute, dar au suferit mici schimbari in
tehnica de lucru, de asemenea necesita a fi revalidate. Astfel, trebuie
de verificat in conditiile reale daca o metoda de analiza va da rezultate
precise si exacte utilizandu-se acte normative bine documentate. La
realizarea procesului de validare sau revalidare a unei metode se va
lua in considerare in primul rand de parametrii inclusi in ghidurile

ICH, care abordeaza validarea metodelor de analiza (figura 1).

10
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Alegerea parametrilor de validare care trebuie testati este

influentatd de:

scopul masurdtorilor analitice (dozarea unei substante
medicamentoase, determinari de impuritati, studii de stabilitate,
determinari de medii biologice etc.);

procedura analiticd;

natura si concentratia analitului;

natura matricei;

reglementarile in domeniu.

f Liniari
tate ;

- "\\-/ -
[ Limitele de
' Robustete ' detectie si

y cuantificare

- Validarea
metodelor de

analiza

{ Selecti
vitate

[ Precizie

&. <

Figura 1. Parametrii de validare a unei metode analitice
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In Tabelul 1 sunt enumerati cei mai importanti parametri pentru
validarea diferitelor tipuri de proceduri analitice, conform Ghidului
ICH Q2(R1). Aceiasi parametri se vor utiliza si in cazul revalidarii,
care poate fi necesara in urmatoarele circumstante:

- modificari ale sintezei substantei medicamentoase;

- modificdri In compozitia medicamentului;

- modificari in metoda analitica.

Tabelul 1. Parametrii de validare pentru diferite tipuri de metode
de analiza

Metoda de determinare a
Metodele de impuritatilor
analiza/ Metoda de : - Metoda
.. . e e Determinarea
Parametrii identificare | ldentificarea o e de dozare
de validare impuritatilor .cantlt?tfv? A
’ impuritatilor
Specificitatea + + + +
Exactitatea + +
Precizia:
: .
intermediara +(1) +(1)
Limita de + + 2 +(3)
detectie
Limita
inferioara de + +(3)
cuantificare
Liniaritatea +
Robustetea + + + +

., + 7 Obligatoriu
(1) Tn cazurile in care se va realiza parametrul de reproductibilitatea, precizia
intermediara
nu este necesard;
(2) Limita de detectie in unele situatii poate fi necesard;,
(3) Daca metoda este dezvoltata la concentratii mici, catre limita de detectie a
metodei, este obligatoriu sd se determine limita de detectie si limita inferioara
de cuantificare. Dacd metode se aplicd la concentratii mari, atunci acesti doi
parametri nu este obligatoriu a fi determinati.

12
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Specificitatea. Tn Ghidul ICH Q2(R1) specificitatea este definita

astfel: ,,capacitatea metodei de a evalua substanta de analizat in

prezenta altor compusi care pot fi prezenti, precum: impuritati,

excipienti etc.”. Acest parametru este folosit atat in metodele destinate

pentru identificarea, cét si pentru determinarea puritdtii si continutului

cantitativ al unei substantei medicamentoase:

in cazul unei metode de identificare, specificitatea are drept
scop de a demonstra ca metoda este capabild de a detecta
substanta medicamentoasa cu certitudine, chiar si in prezenta
unor impuritati specifice si foarte asemanatoare dupa structura
chimica;

n cazul unei metode utilizate cu scopul determinarii puritatii,
specificitatea vine sd asigure puritatea unei substante active,
prin detectarea si masurarea exactd a cantitatii unor impuritati
inrudite chimic, solventi, impuritati neorganice etc., daca
acestea sunt prezente in substanta medicamentoasa;

pentru  determinarea  cantitativd a unei  substante
medicamentoase, specificitatea este un parametru care
contribuie la demonstrarea ca metoda va putea detecta cu
certitudine si  cuantifica exactit si  precis substanta
medicamentoasa in prezenta altor substante precum: excipienti,
solventi, posibilele impuritati, aflate in limitele accesibile etc.

Linearitatea unei metode de analizd este un parametru care

indica posibilitatea metodei de a obtine rezultate direct proportionale

cu

concentratia substantei medicamentoase. Liniaritatea este

importantd pentru determinarea cantitativd a unei substante active sau

13
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a unei impuritati, precum si in cazul testului de dizolvare intr-un
anumit interval bine definit, Tntru-céat pentru fiecare lot de medicament
continutul de substanta activa si de impuritati potentiale poate varia
usor, motiv pentru care concentratiile peste si sub valoarea respectiva
asteptata trebuie sa fie determinate corect.

Linearitatea trebuie evaluata astfel:

e se folosesc cel putin 5 concentratii de analit, fiecare
concentratie fiind realizatd si analizata de cel putin 3 ori, iar
rezultatele obtinute trebuie analizate statistic, cel mai des prin
efectuarea analizei de regresie folosind metoda celor mai mici
patrate;

e 1 (coeficientul de corelare) sa fie intre 0,99 si 1,00 (preferabil
mai mare de 0,999, dar acest criteriu nu este suficient);

e graficul de regresie liniara (dreapta de calibrare sau etalonare)
fiind o medie, atunci coeficientul de variatie % al punctelor
fata de linia de regresie trebuie sa fie mai mic decat o valoare
limita impusa de reglementarile din domeniu; de exemplu in
analiza farmaceutica este 2,0% la limita inferioara de
cuantificare;

e rezidualii (diferenta dintre concentratia calculata din dreapta de
regresie si concentratia teoretica, %) nu trebuie sd aibd o
tendinta de crestere sau scddere cu cresterea concentratiei si sa
fie aleatoriu distribuiti intr-un anumit interval fatd de 0; de
asemenea, valorile lor trebuie sa se incadreze intre limitele

impuse de reglementarile in domeniu.

14
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Intr-o dreapta de regresie liniard y = mx + c, coeficientul de
regresie este constanta ,,m” care reprezintd rata de schimbare a unei
variabile ,,y” 1n functie de modificarea celeilalte ,,x” (deci panta), n

2

timp ce ,,c” este interceptarea Y. Astfel, m este panta si c este
intersectia ordonatelor.

Precizia (fidelitatea) este un parametru de validare care
reprezintd gradul de concordanta intre rezultatele probelor atunci cand
metoda este repetatd de mai multe ori. De regula precizia se exprima
ca abatere standard sau abatere standard relativa (coeficient de
variatie) a unei serii de masuratori si trebuie sa fie cel mult 2,0%.

Precizia unei metode este de trei tipuri, iar pentru fiecare tip, se
determina abaterea standard, abaterea standard relativa si intervalul de
incredere:

e repetabilitatea, care se efectueaza prin repetarea metodei intr-
un laborator pe o perioada scurtd de timp, folosind acelasi
analist cu acelasi echipament. Repetabilitate ar trebui sa fie
evaluata utilizdnd cel putin nouad determinari care acopera
intervalul metodei. Astfel, de regula, se face pe trei concentratii
si trei replici ale fiecarei concentratii sau utilizand cel putin
sase determindri la 100% din concentratia probei;

e precizia intermediara, care este rezultatul variatiilor din cadrul
laboratorului datorate evenimentelor aleatoare, cum ar fi zile
diferite, analisti diferiti, echipamente diferite etc.

e reproductibilitatea, care exprimd precizia dintre laboratoare,

fiind demonstrata prin intermediul unui studiu inter-laborator.

15
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Exactitatea unei metode analitice este apropierea rezultatelor
obtinute prin metoda respectiva de valoarea reald sau adevarata. Se
recomanda ca exactitatea sa fie determinatd utilizind un minim de 9
determinari la cel putin 3 nivele de concentratie, acoperind intervalul
specificat: 3 concentratii a cate 3 replici fiecare.

Limita de detectie este un parametru de validare care se
determind prin analiza probelor cu concentratie cunoscuta de analit si
prin stabilirea acelui nivel minim la care analitul poate fi detectat, dar
nu neapdrat cuantificat ca valoare precisd, in conditiile experimentale
anterioare. De obicei, limita de detectie se exprimad in unitatea de
masurd a concentratia substantei medicamentoase in proba.

In dependentd de aparatul utilizat pentru analizd, natura
substantei medicamentoase si caracterul metodei existd o serie de

e observarea vizuala;

e raportul semnal-zgomot;

e abaterea standard a raspunsului;

e abaterea standard a pantei graficului de liniaritate.

Pentru determinarea limitei de detectie prin folosirea valorii
abaterii standard a pantei dreptei de etalonare, care a fost construita la
parametrul de liniaritate, se aplici formula de calcul a raportului
abaterii standard a interceptelor curbelor de calibrare catre panta
dreptei de etalonare.

Limita inferioara de cuantificare este o caracteristica a
procesului de validare a unei metode de analiza, care semnificd cea

mai micd concentratic de medicament dintr-o proba cu care se

16
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estimeazd precizia §i acuratetea corespunzatoare in conditiile
experimentale afirmate.

Similar precum in cazul limitei de detectie, se recomanda
urmatoarele metode pentru estimarea limitei de cuantificare:

e evaluarea vizuala;

e raportul semnal-zgomot;

e abaterea standard a raspunsului;

e abaterea standard a pantei graficului de liniaritate.

Pentru determinarea limitei de cuantificare prin folosirea valorii
abaterii standard a pantei dreptei de etalonare, care a fost construita la
parametrul de liniaritate, se aplica formula de calcul a raportului
abaterii standard a raspunsului catre media pantelor curbelor de
calibrare.

Robustetea este un parametru prin care se masoara capacitatea
unei metode de analiza de a raimane neschimbata la modificari mici ale
parametrilor metodei. Parametrii variabili ai metodei sunt diferiti, in
dependentda de tipul metodei ce necesitd a fi validatd, iar pentru
selectarea acestora se va lua in considerare tehnica de lucru.

Particularitiati metodologice ale parametrilor de validare

Specificitatea. Desi acest parametru initial era destinat pentru
studiile de evaluare a puritatii si determindrii calitdtii medicamentelor
sau substantelor active, n prezent este obligatoriu si pentru cercetarea
cantitativa. Pentru a verifica specificitatea se masoard solutia placebo
in acelasi mod ca solutiile standard in solvent. Solutia placebo contine
substantele  auxiliare din forma  farmaceuticd, dar fara

substanta/substantele activa/active. Solutiile standard in solvent sunt

17
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solutiile standard obtinute cu substanta de referintd in solventul
potrivit.

Linearitatea reprezinta cea mai importanta etapa a validarii unei
metode de dozare si exprimd proportionalitatea semnalului
instrumental cu cantitatea existentd in probd, pe un domeniu de
concentratii in care exactitatea, precizia si linearitatea sunt
acceptabile. Domeniul de concentratii in care se verifica liniaritatea
este de obicei domeniul de concentratii in care se asteaptd sa se
incadreze probele de analizat. Se lucreaza in paralel cu solutii standard
in solvent (solutiile standard obtinute cu substanta de referintd in
solventul potrivit) si solutii placebo marcate (solutii standard obtinute
din probe placebo marcate cu substantd de referintd) obtinute in zile
diferite sau de analisti diferiti. Se lucreaza la minim 5 niveluri de
concentratie (k=5 grupe), fiecare concentratie fiind realizatd si
analizata de 3 ori (n=3) de catre analisti diferiti sau in 3 zile diferite
pentru aceeasi concentratie. Astfel, numarul total de realizari pentru
k=5 si n=3 este egal cu 15 pentru solutiile standard in solvent, precum
si pentru solutiile placebo marcate, in total fiind 30 de rezultate.

Exactitatea exprima apropierea rezultatului obtinut cu acea
metoda de valoarea adevdratd (teoretica). Se poate determina prin
marcarea pe rand a probelor standard de concentratii in intervalul
considerat pentru testarea liniaritdtii cu cantitdfi cunoscute de analit a
unui placebo (o matrice creata artificial si care reproduce matricea
analitului in probele de analizat). Se lucreaza la 5 niveluri de
concentratie in jurul valorii de interes, fiecare nivel de concentratie

fiind realizat de cel putin 3 ori. Se exprima ca regdsire a analitului din

18
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forma farmaceuticd reconstituitd, folosind ca sistem de referinta
dreapta de calibrare obtinuta cu solutii etalon.

Precizia se verifica pornind de la determinari efectuate atat pe
solutiile placebo marcat (solutii standard obtinute din probe placebo
marcate cu substanta de referintd), cat si pe solutii standard in solvent
(solutiile standard obtinute cu substanta de referintd in solventul
potrivit). Se lucreaza la un nivel de concentratie care ar rezulta pentru
solutia obtinutd prin prelucrarea probei de medicament (nivel de
concentratie 100% — corespunzator 100% cu nivelul de concentratie al
probei, fiind cunoscut si ca nivelul de concentratie asteptat in proba de
analizat).

Pentru verificarea repetabilitatii se prepara si se analizeaza n=6
solutii de catre k=3 analisti diferiti sau in k=3 zile diferite, atat ca
solutii standard 1n solvent, cat si ca solutii placebo marcat.

Limita de detectie. Determinarea limitei de detectie este posibila
prin mai multe metode, in dependenta de tipul metodei:

a. Evaluarea vizuala, poate fi utilizata atat pentru metode non-
instrumentale, dar si pentru cele instrumentale prin analiza
probelor cu concentratii cunoscute de analit pentru a stabil
nivelul minim la care analitul poate fi detectat in mod fiabil.

b. Raportul semnal-zgomot. Aceastd metoda poate fi aplicata
doar procedurilor analitice care prezinta zgomot de baza.
Determinarea raportului semnal-zgomot se realizeaza prin
compararea semnalelor mdsurate de la probele cu concentratii
mici cunoscute de analit cu cele ale probelor martor si

stabilirea concentratiei minime la care analitul poate fi
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detectat in mod fiabil. Un raport semnal-zgomot intre 3 sau
2:1 este In general considerat acceptabil pentru estimarea
limitei de detectie.

C. Abaterea standard a raspunsului si abaterea standard a
pantei graficului de liniaritate. Limita de detectie poate fi
calculata prin formula de calcul (1):

LOD = w n care: (1)
a

LOD - limita de detectie;

SD — deviatia standard a interceptiei;

a — panta dreptei de etalonare.

Limita inferioara de cuantificare poate fi determinata prin

aceleasi metode precum si Limita de detectie:

a. Evaluarea vizuala poate fi utilizatd pentru metode non-
instrumentale, dar si pentru cele instrumentale. Limita
inferioara de cuantificare este determinatd in general prin
analiza probelor cu concentratii cunoscute de analit si prin
stabilirea nivelului minim la care analitul poate fi cuantificat

cu o acuratete si precizie acceptabila.

b. Raportul semnal-zgomot. Precum si in cazul determinarii
Limitei de detectie, aceasta metodd poate fi aplicatda doar
procedurilor analitice care prezintd zgomot de baza.
Determinarea raportului semnal-zgomot se realizeaza prin

compararea semnalelor mdsurate de la probele cu concentratii
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mici cunoscute de analit cu cele ale probelor martor si prin
stabilirea concentratiei minime la care analitul poate fi
cuantificat Tn mod fiabil. Un raport semnal-zgomot tipic este
de 10:1.
C. Abaterea standard a raspunsului si abaterea standard a
pantei graficului de liniaritate
Limita inferioara de cuantificare poate fi determinata cu ajutorul

formulei de calcul (2):

QI_:10-SD’

a n care: 2)

QL — limita de cuantificare;
SD — deviatia standard a interceptiei;
a — panta dreptei de etalonare.

Robustetea. O consecinta a evaluarii robustetei ar trebui sa fie
stabilirea unei serii de parametri de adecvare a sistemului (de
exemplu, testul de rezolutie) pentru a se asigura ca valabilitatea
metodei analitice este mentinuta ori de cate ori va fi utilizata.

Exemple de variatii tipice sunt:

e stabilitatea solutiilor analitice;

e timpul de extractie.

In cazul cromatografiei lichide, exemple de variatii tipice sunt:

¢ influenta variatiilor pH-ului intr-o faza mobila;

¢ influenta variatiilor in compozitia fazei mobile;

e coloane diferite (loturi si/sau furnizori diferiti);
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e temperatura;

e debitul.

In cazul cromatografiei de gaze, exemple de variatii tipice sunt:

e coloane diferite (loturi si/sau furnizori diferiti);

e femperatura,

o debitul.

Interpretarea rezultatelor statistice ale validarii.
Metode de calcul in procesul de validare

Specificitatea. Metoda se considerd specifica daca solutia
placebo nu prezintd un semnal masurabil, de exemplu, in metoda
spectrofotometrica UV-Vis, nu exista absorbtie la lungimea de unda
maxima a substantei de analizat, iar in metodele cromatografice, nu
exista interferenta la timpul de retentie al substantei de analizat.

Liniaritatea. Se determina caracteristicile dreptelor de calibrare
pentru:

e dreapta obtinutd cu solutii placebo marcate (solutii standard

obtinute din probe placebo marcate cu substanta de referintd);

e dreapta obtinuta cu solutii standard.

In continuare se determini:

1. Coeficientul de corelatie Pearson, care trebuie sa fie mai mare decat
0,99, demonstrand cd dreapta aproximeaza o variatie lineard a
semnalului analitic cu concentratia.

2. Aplicarea testului C de verificare a omogenitatii dispersiilor intre

cele 5 nivele de concentratie pentru fiecare dreaptd de calibrare.

22




Validarea metodelor de analiza L. Uncu, E. Donici

Daca Ceaiculat < Creroretic, atunci variantele grupelor de determinari
sunt omogene, cu riscul de 5%.
3. Aplicarea testului F pentru:

a) verificarea validitatii dreptei de regresie (compara erorile de
ajustare cu cele experimentale). Dacad Feaiculat < Freoretic, atunci
F calculat nu este semnificativ si ajustarile sunt valide la
nivelul de risc de 5%, dreapta fiind valida;

b) testarea existentei unei pante semnificative (compara
variatiile datorate regresiei cu erorile de ajustare si cele
experimentale). Pantele celor 2 drepte trebuie sa fie
semnificative (Y sd creasca semnificativ cu cresterea lui X,
panta sa nu tinda catre 0). Daca Fcaiculat > Freoretic, atUNCI Fealcutat
este semnificativ. Panta va caracteriza o dependenta lineara
cu riscul de 5%.

4. Aplicarea testului t pentru:

a) compararea pantelor celor 2 drepte. Dacd teiculat < tteoretic,
atunci cele 2 pante nu difera semnificativ, la un nivel de risc
de 5%;

b) compararea ordonatelor la origine ale celor 2 drepte. Daca
tealculat < treoretic, @tunci cele 2 ordonate la origine nu difera
semnificativ, la un nivel de risc de 5%.

Exactitatea se verifica prin:

1. testul C, cu ajutorul caruia Se testeaza omogenitatea regasirii in cele
3 grupe de determinari obtinute pe probele cu placebo marcat

(solutii standard obtinute din probe placebo marcate cu substanta de
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referintd). Variantele deferitelor grupe sunt omogene la un prag de
semnificatie de 5%, daca Cexp < Ceritic;

2. testul F, cu ajutorul caruia se valideaza media regasirii. Daca Fexp <
Feritic, atunci exactitatea (regasirea) medie a metodei este valida la
un prag de semnificatie de 5%;

3. calcularii regasirii relative medii prin care se exprima exactitatea
procentuald, care trebuie sa fie Intre limitele 98% si 102%.

Precizia se verifica prin:

a) testul C, cu ajutorul caruia se testeaza omogenitatea regasirii
in cele 3 grupe de determindri obtinute pe probele cu placebo
marcat (solutii standard obtinute din probe placebo marcate
cu substantd de referintd) si solutii standard in solvent.
Variantele deferitelor grupe sunt omogene la un prag de
semnificatie de 5%, daca Cexp < Ceritic;

b) calcularea coeficientului de variatie a repetabilitatii si al

preciziei intermediare dupa formulele de calcul (3, 4):

CVr% = S -100% , n care:

mediu
©)
CVr — coeficientul de variatie a repetabilitatii, %;
S? — varianta de repetabilitate (intr-o grupa de
determinari);
Xmediu— media tuturor determinarilor.

_ [si+si N
CVR% = X—~1OO%, In care:
mediu

(4)
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CVR - coeficientul de variatie a preciziei intermediare,
%;

S? — varianta de repetabilitate (intr-o grupa de
determinari);

S g — varianta intre grupe de determinari;

Xmediu— media tuturor determinarilor.
Coeficientul de variatie a repetabilitdtii si al preciziei

intermediare nu trebuie sa depaseasca valoarea limita de 2%.

Robustetea este un parametru prin care se masoara capacitatea
unei metode de analiza de a ramane neschimbata la modificari mici ale
parametrilor metodei. Parametrii variabili ai metodei sunt diferiti, in
dependentd de tipul metodei ce necesitd a fi validata, iar pentru
selectarea acestora se va lua Tn considerare tehnica de lucru.

Particularititi de validare a unor metode uzuale aplicate in
analiza medicamentelor

Spectrofotometria UV-Vis

Validarea metodei spectrofotometrice UV-Vis este esentiald
pentru a asigura precizia si fiabilitatea rezultatelor obtinute cu aceasta

tehnica analitica. latd cateva dintre particularitatile de validare a

metodei spectrofotometrice UV-Vis:

e Linearitate. Se verifica dacd metoda are o relatic liniara intre
concentratia substantei de interes si absorbtia sau transmitanta
masuratd. Aceasta se face prin construirea unei curbe de calibrare
folosind solutii de referintd cu concentratii cunoscute ale analitului.

e Reproductibilitate si precizie. Evaluarea capacitatii metodei de a

furniza rezultate consistente si precise in conditii repetitive. Acest
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lucru implicd masurarea repetatd a acelorasi probe si calcularea
erorilor de precizie.

e Limita de detectie si limita de cuantificare. Se determina pentru a
stabili cele mai mici concentratii ale analitului care pot fi detectate
si cuantificate cu precizie folosind metoda UV-Vis.

e Specificitate. Se stabileste daca metoda poate distinge analitul de
alte substante care pot fi prezente in proba. Aceasta poate necesita
testarea interferentelor potentiale.

o Acuratete. Se determina cat de aproape sunt valorile masurate de
valorile reale ale concentratiei. Acest lucru se face, de obicei, prin
analiza de referintd a probelor sau prin folosirea probelor
certificate.

o Stabilitatea solutiei. Se verifica stabilitatea probei de-a lungul
timpului, n special daca masurarile sunt realizate pe parcursul mai
multor ore.

e Robustete. Se testeaza capacitatea metodei de a furniza rezultate
valabile in fata variatiilor minore ale conditiilor experimentale, cum
ar fi schimbarile de temperatura sau de pH.

e Raspunsul la liniile spectrale. Se determind daca detectorul si sursa
de lumina folosite 1in instrumentul UV-Vis sunt calibrate
corespunzator si ca acopera gama de lungimi de undd relevante
pentru analiza.

e Documentarea adecvatd. Inregistrarea si documentarea detaliati a

tuturor etapelor de validare, precum si a procedurilor standard de
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lucru, este esentiald pentru a asigura reproductibilitatea si
verificabilitatea rezultatelor.

e Evaluarea incertitudinii. Determinati incertitudinea asociata cu
masurarile efectuate cu ajutorul metodei UV-Vis pentru a evalua
precizia rezultatelor.

Metoda HPLC
Metoda HPLC se aplica pe larg in analiza medicamentelor.

Pentru validarea acesteia sunt recomandati parametrii de baza,

precum:

e Specificitate. Una dintre cele mai importante caracteristici ale
validarii. HPLC este asigurarea specificitatii metodei. Aceasta
induce capacitatea metodei de a separa si a identifica compusii de
interes dintr-un amestec complex. Se verifica daca metoda poate
distinge cu precizie analitul de alte substante coeluate.

e Linearitate. Se verificd daca raspunsul detectorului HPLC este
proportional cu concentratia analitului. Acest lucru se realizeaza
prin masurarea raspunsului detectorului la concentratii cunoscute
ale analitului si crearea unei curbe de calibrare liniare.

e Precizie. Se refera la reproductibilitatea rezultatelor. Aceasta poate
fi evaluata prin masurarea deviatiei standard a mai multor replicari
ale aceluiasi esantion sau prin determinarea preciziei intermediare
si a preciziei repetabilitatii.

e Limita de detectie si limita de cuantificare. Aceste valori reprezinta
cele mai mici concentratii ale analitului care pot fi detectate si
cuantificate in mod fiabil cu metoda HPLC. Determinarea acestor

limite este esentiald pentru a evalua sensibilitatea metodei.
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e Exactitate. Se verifica gradul de apropiere a valorilor masurate de
valoarea reald a concentratiei analitului. Aceasta poate fi efectuata
prin analiza unor mostre de referintd sau prin comparatia cu alte
metode de analiza.

o Repetabilitate si reproductibilitate. Repetabilitatea se refera la
precizia In cadrul aceluiasi laborator, folosind aceeasi metoda si
echipament, in timp ce reproductibilitatea se refera la precizia intre
laboratoare diferite.

o Stabilitatea solutiilor si a echipamentului. Se verifica stabilitatea
solutiilor de test si a echipamentului in timp pentru a va asigura ca
nu exista schimbari semnificative care pot afecta rezultatele.

e Robustete. Se testeaza capacitatea metodei de a produce rezultate
consistente in ciuda variatiilor mici in conditii experimentale, cum
ar fi variatii in temperatura sau fluxul solventului.

o [nterferente. Se identifica orice interferente posibile de la alte
substante sau impuritati care pot afecta rezultatele analizei.

e Documentatie adecvata. Se fac inregistrari detaliate ale tuturor
procedurilor de validare, datele obtinute si protocolul de analiza,
pentru a putea demonstra conformitatea metodei cu cerintele de
calitate si reglementarile aplicabile.

Validarea unei metode titrimetrice de dozare
[atd cateva caracteristici si aspecte cheie ale validarii unei
metode titrimetrice de dozare:

e Specificitate. Metoda titrimetrica trebuie sa fie specifica pentru

analitul sau compusul chimic de interes. Aceasta Tnseamna ca
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metoda trebuie sd reactioneze numai cu analitul tinta si sa nu fie
influentata de alte substante prezente in matricea de analiza.

e Linearitate. Validarea ar trebui sd includa evaluarea linearitatii
metodei. Aceasta implica testareca metodei pe o gama de
concentratii cunoscute ale analitului pentru a asigura ca raspunsul
instrumental sau volumul necesar de titrant variazd liniar cu
concentratia.

e Precizie. Se pot efectua teste de repetabilitate (reproductibilitate Tn
interiorul  aceluiasi  laborator) si de  reproductibilitate
(reproductibilitate ntre diferite laboratoare) pentru a evalua
precizia metodei.

o Acuratete. Pot fi utilizate surse de referinta sau metode alternative
pentru a verifica acuratetea metodei.

e Sensibilitate. Se determina daca metoda poate detecta variatii mici
n concentratie. Cu cat o metoda este mai sensibild, cu atat poate
detecta concentratii mai scazute ale analitului.

e Se determind Limita de detectie si limita de cuantificare.

e Robustete. Se testeaza influenta variatillor mici ale conditiilor
experimentale, cum ar fi temperatura, pH-ul si concentratia
titrantului.

o Verificarea curbei de titrare. Validarea ar trebui sd includa
verificarea curbei de titrare si determinarea parametrilor critici,

cum ar fi punctul de echivalentd sau punctul final al titrarii.
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Abordarea practica a unui protocol general de validare a unei
metode analitice
Procedura de validare presupune o descriere foarte riguroasa a
tuturor etapelor de preparare a probelor, pregétire a utilajului si
aparatajului folosit, modalitatea de executare a experientelor. Pentru
familiarizarea cu etapele de baza a validarii unei metode instrumentale
de analiza, se propune descrierea succintd a unui studiu de validare.
Studiul de validare a unei metode HPLC de dozare a
izohidrafuralului si metiluracilului din unguent combinat
Scopul studiului este de a dezvolta si valida o metoda HPLC de
determinare cantitativa a izohidrafuralului (figura 2) si metiluracilului

(figura 3) din unguentul combinat.

O,N CH=N—NH—C— N | /K
I —
N 0

Figura 2. Structura chimica a

Figura 3. Structura chimica a

izohidrafuralului metiluracilului

Materiale si metode
Medicamentul cercetat: Unguentul combinat cu continut de
izohidrafural si metiluracil; 100 g unguent contine: substante active:
izohidrafural 0,1 g, metiluracil 4,0 g, excipienti: polietilenglicol 400,
polietilenglicol 1500.
Substante de referinta: izohidrafural (sintetizat in laborator, lot

00.01.112.10), metiluracil standard de farmacopee.
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Aparatura:

» cromatograful Liquid Chromatograph Agilent 1220 Infinity LC
Technologies,

» coloana cromatografica Nucleosil 100 C18, cu dimensiunile
4x150 mm, marimea particulelor 10 pum;

» faza mobila: amestecul de metanol si apa purificata in raportul
25:75;

» detectia UV-Vis la lungimea de unda de 260 nm;

A\

debitul fazei mobile: 1,0 ml/minut;
» temperatura coloanei cromatografice: +30°C.
Metodologia de lucru

Metoda HPLC este cel mai des utilizatd pentru formele
farmaceutice combinate. Avand la baza mecanismul separarii
componentelor dintr-un amestec, permite identificarea si dozarea
principiilor active in acelasi timp. De asemenea pot fi detectate cu
exactitate si impuritatile.

Tehnicile de lucru de obtinere a solutiilor necesare pentru
validarea metodei:

Pregatirea solutiei standard stoc de izohidrafural: 0,01 g (masa
exactd) standard de lucru de izohidrafural se transfera intr-un balon
cotat de 100 ml. Se addugd aproximativ 30 ml de faza mobild si se
agitd pana la dizolvare. Apoi se aduce pana la cotd cu faza mobila.

Pregatirea solutiei standard stoc de metiluracil: 0,4 g (masa
exactd) standard de metiluracil se transfera intr-un balon cotat de 100
ml. Se adduga aproximativ 30 ml de fazd mobila si se agitd pana la

dizolvare. Apoi se aduce pana la cota cu faza mobila.
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Pregatirea probei placebo. Circa 1,0 g (masa exactd) placebo se
transfera intr-o ceasca de portelan, la care se adaugd 10 ml de faza
mobild si se iIncdlzeste la 30°C pand la topire. Proba obtinuta se
raceste, se filtreaza prin filtru cu membrana (0,45 um) si se transfera
intr-un balon cotat de 50 ml. Extractia se repeta de doua ori cu cate 15
ml fazd mobild. Probele obtinute se unesc cu prima extractie si se
aduce la cotd cu faza mobild. 5 ml din solutia obtinuta se trec ntr-un
balon cotat cu capacitatea de 10 ml si se completeaza pana la cota cu
faza mobila.

Obtinerea solutiilor standard de calibrare pentru dreapta D1 de
determinare a liniaritatii pentru izohidrafural: se prepara 3 serii
diferite de solutii, fiecare serie cu 5 niveluri de concentratie de solutii
standard cu concentratiile 8, 9, 10, 11 si 12 pg/ml in placebo diluat.

Obtinerea solutiilor standard de calibrare pentru dreapta D> de
determinare a liniaritatii pentru izohidrafural: se prepara 3 serii
diferite de solutii, fiecare serie cu 5 niveluri de concentratie de solutii
standard cu concentratiile 8, 9, 10, 11 si 12 pg/ml in fazd mobila
(solventul solutiei standard stoc de izohidrafural).

Obtinerea solutiilor standard de calibrare pentru dreapta D; de
determinare a liniaritatii pentru metiluracil: se prepara 3 serii diferite
de solutii, fiecare serie cu 5 niveluri de concentratie de solutii standard
cu concentratiile 320, 360, 400, 440 si 480 pg/ml in placebo diluat.

Obtinerea solutiilor standard de calibrare pentru dreapta D, de
determinare a liniaritatii pentru metiluracil: se prepara 3 serii diferite

de solutii, fiecare serie cu 5 niveluri de concentratie de solutii standard
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cu concentratiile 320, 360, 400, 440 si 480 pg/ml n fazd mobila
(solventul solutiei standard stoc de izohidrafural).

Prepararea solutiei proba. Circa 1,0 g (masa exactd) de unguent
se transferd intr-o ceasca de portelan, la care se adaugda 10 ml faza
mobila si se incalzeste la 30°C pana la topirea unguentului. Proba se
raceste la temperatura camerei si se filtreaza prin filtru de membrana
(0,45 pm). Filtratul se transfera intr-un balon cotat de 50 ml. Extractia
se repeta de douad ori cu cate 15 ml faza mobild. Probele obtinute se
adaugd la prima extractie si se completeazd pana la marcaj cu faza
mobila.

Pregdtirea probei de exactitate 80% pentru izohidrafural. Tntr-
un balon cotat cu capacitatea de 10 ml se plaseaza 2,5 ml solutie proba
si 0,3 ml solutie standard stoc de izohidrafural. Se amesteca bine si se
aduce la cota cu faza mobila.

Pregitirea probei de exactitate 100% pentru izohidrafural. Tntr-
un balon cotat cu capacitatea de 10 ml se plaseaza 2,5 ml solutie proba
si 0,5 ml solutie standard stoc de izohidrafural. Se amesteca bine si se
aduce la cota cu fazd mobila.

Pregdtirea probei de exactitate 120% pentru izohidrafural. Tntr-
un balon cotat cu capacitatea de 10 ml se plaseaza 2,5 ml solutie proba
s1 0,7 ml solutie standard stoc de izohidrafural. Se amesteca bine si se
aduce la cota cu faza mobila.

Pregdtirea probei de exactitate 80% pentru metiluracil. Tntr-un
balon cotat cu capacitatea de 10 ml se plaseaza 2,5 ml solutie proba si
3,0 ml solutie standard stoc de metiluracil. Se amesteca bine si se

aduce la cota cu faza mobila.
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Pregdtirea probei de exactitate 100% pentru metiluracil. Tntr-un
balon cotat cu capacitatea de 10 ml se plaseaza 2,5 ml solutie proba si
5,0 ml solutie standard stoc de metiluracil. Se amesteca bine si se
aduce la cota cu faza mobila.

Pregdtirea probei de exactitate 120% pentru metiluracil. Tntr-un
balon cotat cu capacitatea de 10 ml se plaseaza 2,5 ml solutie proba si
7,0 ml solutie standard stoc de metiluracil. Se amesteca bine si se
aduce la cota cu faza mobila.

Pregatirea solutiei de analizat pentru validarea preciziei
metodei: 5 ml de solutie proba se transfera intr-un balon cotat de 10
ml si se aduce la cota cu faza mobila.

Validarea metodei HPLC si prelucrarea rezultatelor

Specificitate. Se injecteaza pe rand in sistemul HPLC proba
placebo si solutiile standard ale substantelor active. Se determina
timpul de retentie pentru fiecare substantd medicamentoasd. Se va
cerceta daca in cromatograma Solutiei placebo se observa un pic
cromatografic la acelasi timp de retentie cu cel al izohidrafuralului sau
metiluracilului. Daca se atestd un pic suplimentar care deformeaza sau
perturba picul izohidrafuralului sau cel al metiluracilului atunci
metoda nu este specifica.

Linearitate. Se injecteaza seriile de solutii pentru dreptele D; si
dreptele D; ale izohidrafuralului si metiluracilului. Se inregistreaza
fiecare arie de pic cromatografic in dependentd de serie, nivel de
concentratie si nivel de replicare al fiecarui nivel de concentratie. Se
traseaza dreptele de calibrare (aria picului cromatografic versus

concentratie) pentru fiecare dintre replicdrile unui nivel de
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concentratie si, respectiv, pentru fiecare dintre cele 3 serii de date
diferite. Se evalueaza statistic liniaritatea pentru fiecare dintre cele 2
drepte ale izohidrafuralului si ale metiluracilului prin aplicarea testului
C (omogenitatea variantelor unor grupe de determinari), testului F
(testarea validitatii dreptei si existentei unei pante semnificative),
testului t (compararea pantelor si, respectiv, interceptiile, de asemenea
se verifica daca dreptele validate trec prin origine).

Limita de detectie. Se determind prin injectarea repetatd a
solutiilor de izohidrafural si metiluracil (in fazd mobild) pana cand
raportul dintre semnalul analitic dat de picul cromatografic si
zgomotul de fond este de 3. Limita de detectiec poate fi de asemenea
calculata prin formula (1).

Limita inferioara de cuantificare. Se determina prin injectarea
repetatd a solutiilor de izohidrafural si metiluracil (in placebo si faza
mobild) pand cand raportul dintre semnalul analitic dat de picul
cromatografic si zgomotul de fond este de 10. Limita de detectie poate
fi de asemenea calculata prin formula (2).

Exactitate. Se masoara ariile picurilor cromatografice pentru
cele 3 niveluri si replicari corespunzatoare verificarii exactitatii pentru
solutiile de izohidrafural si metiluracil preparate in placebo diluat.
Concentratiile regasite se determind folosind ecuatia curbei de
calibrare D.. Validarea datelor de verificare a exactitatii se face
aplicand testele C (omogenitatea variantelor unor grupe de
determinari) si F (de comparatie a variantelor intra-grup cu cele inter-
grup). Se calculeaza regasirea medie care trebuie sa fie intre limitele

de 98 si 102%.
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Precizie. Se masoara ariile picurilor cromatografice pentru cele 3
serii de solutii ale izohidrafuralului si metiluracilului obtinute in
placebo diluat si se calculeaza concentratiile corespunzitoare prin
raportare la dreapta Di. Analogic se efectueaza si pentru celelalte 3
serii de izohidrafural si metiluracil obtinute in faza mobila, folosind ca
referintd dreapta D2. Validarea datelor de verificare a preciziei se face
aplicind testul C (omogenitatea variantelor unor grupe de
determindri). Se calculeaza coeficientul de variatie corespunzitor
repetabilitatii CVr si cel al preciziei intermediare CVR, care trebuie sa
fie in ambele situatii sub 2%.

Robustete. Se determind prin variatia conditiilor de
cromatografiere: debitul fazei mobile cu £1 ml/min., cantitatea de
metanol in faza mobild cu +2% si temperatura coloanei cu £5°C. Se

calculeaza coeficientul de variatie care trebuie sa fie mai mic decat

2%.
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SARCINI PENTRU LUCRUL INDIVIDUAL

In baza datelor experimentale de validare se vor efectua

calculele si se vor completa fisele de lucru din Anexele 1, 2, 3 si 4.

PROBLEMA 1. Cercetati parametrul de validare liniaritatea

pentru o metoda spectrofotometrica UV-Vis elaborata pentru dozarea

unei substante medicamentoase la un prag de semnificatie de 5%:

1.1.  Dreapta de regresie liniara obtinuta cu forma farmaceutica
reconstituita (D)

Nivele X, Y, ) - ) (X—Xmea)*
de C ug/ml | Absorbanta X=Xmea | (X=Xnea)® | Y= Yimea | (Y= Yiea) * (Y=Y med)
60%

80%

100%

120%

140%

Xmed= Ymed = Suma = Suma = Suma =
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1.2.  Dreapta de regresie liniari obtinuti cu substanta de referinta (D>)

Nivele X, Y, X—Xined) *
de C ug/ml | Absorbanta X Xnea | (X Xned)® | Y= Yimea | (Y= Yimea)® ’E (Y—\m(endqzd)
60%

80%
100%
120%
140%
Suma = Suma = Suma =

Xmed=

Ymed =

PROBLEMA 2. Cercetati parametrul de validare exactitatea

pentru o metoda spectrofotometrici UV-Vis elaborata pentru dozarea

unei substante medicamentoase la un prag de semnificatie de 5%, fiind

determinatd la 3 nivele de concentratie: 80%, 100% si 120% prin

metoda adaosului standard, iar concentratia teoreticd a substantei

active se va calcula folosind ecuatia regresiei liniare stabilite la

parametrul de liniaritate in Problema 1:

Nivele de
concentratie

A

Cp

Ca

Ct

Randamentul recuperarii, %
R = [(Ct — Cp)/Ca]*100%

80%

100%

120%

Media, %
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PROBLEMA 3. Cercetati parametrul de validare repetabilitatea
pentru o metoda spectrofotometrica UV-Vis elaborata pentru dozarea
unei substante medicamentoase la un prag de semnificatie de 5%, iar

concentratia teoretica a substantei active se va calcula folosind ecuatia

regresiei liniare stabilite la parametrul de liniaritate in Problema 1:

N/o

Absorbanta, Y

Concentratia, X

X - Xmediu

(X - Xmediu)2

NoaswIN

Kmediu =

Suma =

PROBLEMA 4. Cercetati parametrul de validare robustetea
pentru o metoda spectrofotometrica UV-Vis elaborata pentru dozarea
unei substante medicamentoase, daca cercetarile s-au efectuat prin

variatia cu =1 nm a lungimii de unda maxime de absorbtie a luminii de

catre proba (373 nm) la un prag de semnificatie de 5%:

Lungimea de
unda

Absorbanta, Yij;

Yij - Y mediu

(Y - Ymediu)2

Y mediu =

Suma =
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Anexa 1. Fisa de lucru

Validarea unei metode de dozare. Rezultatele studiului
parametrului ,,Liniaritate”

D, — dreapta de regresie liniara obtinuta cu solutii cu placebo marcat
D> — dreapta de regresie liniard obtinuta cu solutii standard in solvent

Valoarea
Parametrul/Testul | Dreapta | Dreapta | _criticaa N
Nr. statistic D D parametrului Concluzii
! 2 statistic
(risc de 5%)
Parametrii
A. | ecuatiei dreptei de <
calibrare: C‘:’jle dfua
Domeniul de repte
1. . descriu/nu
concentratii, mg/ml X
— — descriu o
2. Panta a1 a2 «
- dependenta
3. | Interceptia b, = b, = liniars
Coeficientul de fmara
4. r= r2= 0,99 -1,00
corelare
Testul de Variantele
verificare a Eao) — grupelor de
B. | omogenititii Coxp= Coxp= C(Oc,)085 A’,?_’QZ) ~ | determinri
variantelor (test C ’ sunt/nu sunt
— Cochran) omogene
Panta
Test de existenta a caracterizeaza/
C unei pante £o= £o= F(0,05;1;13) nu
" | semnificative (test &P P = 4,67 caracterizeaz
F — Fisher) o dependenta
lineara
Test de validitate
a dreptei de
regresie  liniara Ajustarile
(compara erorile de - sunt/nu sunt
D. | ajustare cu cele | Fep= Fexp= F(O;O?? ’73i10) valide; dreapta

experimentale: test
F — Fisher)

este/nu este
valida
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Test de Cele 2 pante
comparare a . t(0,05;26) = nu difera/
pantelor dreptelor o 2,056 difera
(testul t) semnificativ
Ordonata la
Test de origine
comparare a _ _ | t0,05:13)= difera/nu
ordonatelor la| tep= texp = 216 difers
origine cu 0 (test ’ semnificativ
0 de 0
Cele 2
Test de ordonate la
comparare a o= t(0,05;26) = origine
ordonatelor la P 2,056 diferd/nu
origine (testt) difera
semnificativ
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Anexa 2. Fisa de lucru

Validarea unei metode de dozare. Rezultatele studiului
parametrului ,, Exactitate”

Valoarea
critica a
Parametr_ul_/TestuI Rezu.ltatele parametrului Concluzii
statistic obtinute .-
’ statistic
(risc de 5%)
Domeniul de concentratii,
mg/ml
Testul de verificare a Variatiile intra-
omogenitatii  variatiilor Cov = C(0,05;3;2)= fUD Sunt/nu sunt
intra-grup  (test C - P 0,9669 grup
Cochran) omogene
Exactitatea
Test de validitate a mediei £o= F(0,05;2;6) = | (regasirea) medie
(test F — Fisher) op 5,14 a metodei este/nu
este valida
Exactitatea
(regdsirea) medie
a metodei se
Regisirea medie, % R= [98 + 102] incadreazd/nu se

incadreaza in
domeniul de
acceptantd
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Anexa 3. Fisa de lucru

Validarea unei metode de dozare. Rezultatele studiului
parametrului ,,Precizie”

Valoarea
Rezultatele criticd a
Parametrul/Testul statistic . parametrului Concluzii
obtinute C
’ statistic
(risc de 5%)
Nivelul de concentratie de
lucru, mg/ml
Testul  de —verificare = a _ | ¢(0,05:3:5)= | Variatiile sunt/nu
omogenitatii variatiilor Cep= 0.7457 sunt’omo ene
(test C — Cochran) ’ g
Coeficientul de variatie a _ .
repetabilitiitii, %o CVr= [-2+2] Metoda este/nu
Coei:ic_le_n_tul de v_arlal,:le a CVR = [-2 = 2] este precisa
preciziei intermediare, %

Anexa 4. Fisa de lucru

Validarea unei metode de dozare. Rezultatele studiului
parametrului ,,Robustete”

Lungimeade | Absorbanta, Abaterea Coeficient de
undi Yij standard variatie, %
N S
“YmediuP | CV%=_——100%
. g(Y Ymediu) Y 0
N-1 [-2 +2]

Metoda este/nu este robusta
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