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СОВРЕМЕННЫЙ ПОДХОД,  
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Резюме. Предложен новый подход к исследованию робастности методик ВЭЖХ/УЭЖХ, включающий анализ рисков. Он да-
ет возможность надежно обосновывать как выбор, так и исключение определенных факторов при исследовании робаст-
ности методик ВЭЖХ/УЭЖХ. Подчеркнуто, что исключение любого фактора, связанного с хроматографической системой, из 
исследования робастности при валидации конкретной методики должно быть надежно обосновано: с привлечением ана-
лиза рисков, включающего рассмотрение особенностей хроматограмм и теоретических аргументов. Уровень риска факто-
ров определяется с использованием специальной матрицы и таблицы для оценки критичности фактора и вероятности его 
критического воздействия на отклики. Приведены и обсуждены основанные на собственном опыте и литературных данных 
ориентировочные значения пределов изменения факторов, часто имеющих высокий и средний уровень риска. Приведены 
также ориентировочные значения для допустимых пределов изменения откликов и пример оценки робастности методики 
определения примесей с помощью анализа рисков и метода «оne-factor-at-a-time». Даны рекомендации по исследованию 
робастности методик ВЭЖХ/УЭЖХ.
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INVESTIGATION OF ROBUSTNESS AT VALIDATION OF HPLC AND UPLC METHODS: A MODERN APPROACH INCLUDING 
RISK ANALYSIS

N.A. Epshtein1*, V.L. Sevastianova1, A.I. Koroleva1

Abstract. A new approach to the robustness investigation of HPLC/UPLC methods that includes use of risk analysis is offered. It allows 
reliable justification of the choice as well as omission of certain factors at study of the robustness of HPLC/UPLC methods. The risk level 
of factors is determined using a special matrix and a table to assess the сriticality of the factor and the рrobability of its critical impact 
on responses. It is emphasized that the exclusion of any factor associated with the chromatographic system from investigation of 
robustness at validation of a concrete method has to be reliably justified – with the use of a risk analysis including consideration of the 
features of chromatograms and theoretical arguments. For the factors that often have the high and average level of risk, we provide and 
discuss the guide values for the limits of the factor change based on our own experience and literary data. We also suggest the guide 
values for permissible limits of the responses variation as well as an example of assessment of robustness of the method for determining 
impurities using risk analysis and «оne-factor-at-a-time» method. Recommendations are made to study of the robustness of HPLC/
UPLC methods.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время робастность (robustness) 

аналитических методик (АМ) рассматривают как 
одну из валидационных характеристик [1, 2], в то 
время как в прежние годы робастность рекомен-
довали исследовать только на стадии разработ-
ки АМ [3]. Однако если в USP робастность – это 
обязательная валидационная характеристика, то 
в ГФ XIII указано, что при валидации АМ устойчи-
вость (точнее – робастность) «может определять-
ся при необходимости» [2]. При этом в ГФ XIII не 
указаны критерии для оценки такой «необходи-
мости», что на практике означает необязатель-
ность исследования робастности при валидации 
АМ в РФ. Между тем наш опыт экспертизы досье 

зарубежных фирм на фармацевтические субстан-
ции и лекарственные препараты дает основание 
сделать вывод, что для зарубежных фирм уже 
стало нормой включение данных по исследова-
нию робастности методик ВЭЖХ/УЭЖХ в разде-
лы CTD 3.2.S.4.3 и 3.2.Р.5.3 («Валидация аналити-
ческих методик»). В связи с этим очевидно, что и 
в РФ станет обязательным включение исследова-
ния робастности АМ в валидационную докумен-
тацию, и к этому надо быть готовыми теорети-
чески и практически.

Общепризнанное определение термина «ро-
бастность» в отношении аналитических методик 
дано в ICH Q2(R1): «робастность аналитической 
методики является показателем ее способнос- 
ти не поддаваться воздействию небольших, но 
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контролируемых изменений в ее параметрах, а также 
надежности методики в нормальных условиях ее при-
менения» [3]. В ICH Q2(R1) также говорится, что оценка 
робастности «должна демонстрировать надежность 
анализа под влиянием контролируемых изменений в 
параметрах метода. Если результаты измерений под-
вержены воздействию изменений условий примене-
ния методики, необходимо обеспечить надлежащий 
контроль таких условий либо включить в описание ме-
тодики соответствующее предупреждение. Одним из 
результатов оценки робастности должно быть опре-
деление характеристик пригодности системы (на-
пример, разрешения), обеспечивающих пригодность 
аналитической методики в любых условиях приме-
нения»  [2, 4]. Иногда термин robustness переводят не 
как «робастность», а как «устойчивость», например 
в ОФС.1.1.0012.15 «Валидация аналитических мето-
дик» ГФ XIII [2]. В общем случае это правильно. Однако 
при рассмотрении вопросов, связанных с валидаци-
ей аналитических методик, robustness лучше перево-
дить именно как «робастность», поскольку имеется 
еще один валидационный термин – ruggedness [1], ос-
новное значение которого переводится как «устойчи-
вость» (ruggedness соответствует внутрилаборатор-
ной прецизионности [1; 4, с. 152]). 

В [4] в соответствии с приведенным выше опре-
делением робастности подчеркивается, что «решение 
о том, какие именно изменения могут считаться не-
значительными, но контролируемыми, зависит от ти-
па методики и принимается самим аналитиком». Эта 
формулировка нуждается в существенном дополне-
нии: решение о том, какие именно изменения могут 
считаться незначительными, но контролируемыми и 
какие факторы необходимо включить в исследова-
ние робастности методики, зависит от типа методики 
и принимается самим аналитиком на основании ана-
лиза рисков. Это чрезвычайно важное дополнение, 
так как в соответствии с ICH Q9 при разработке любых 
процессов и процедур предварительно должен быть 
проведен анализ рисков [5]. Анализ рисков дает воз-
можность научно обоснованно включать или исклю-
чать факторы при исследовании робастности методик 
ВЭЖХ/УЭЖХ. 

Цель статьи: рассмотреть исследование робаст-
ности методик ВЭЖХ и УЭЖХ с привлечением анализа 
рисков; представить и обсудить апробированные на 
практике значения пределов изменения факторов, а 
также допустимых пределов изменения откликов, на 
которые можно ориентироваться при валидации ме-
тодик, а также дать рекомендации. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
РАБАСТНОСТИ

При исследовании робастности аналитических 
методик обычно применяют один из двух основных 
методов.

1. Метод одновременного исследования влия-
ния на робастность методики только одного фак-

тора при постоянстве значений всех остальных 
факторов – метод «оne-factor-at-a-time» [4, 6–7] (аль-
тернативное название этого метода «One-variable-at-a-
time procedure» [8]). Суть метода заключается в том, что 
при оценке робастности методики последовательно 
изменяют значение только одного из факторов, по-
тенциально способных влиять на контролируемые 
отклики, и оценивают критичность влияния каждо-
го фактора на выполнение требований к этим откли-
кам. Например, сначала изменяют (варьируют) только 
температуру колонки, а значения остальных факторов 
остаются неизменными, как в валидируемой методи-
ке, затем варьируют только скорость потока и т.д. При 
этом значение варьируемого фактора берут на опре-
деленном верхнем (+1) и на нижнем (–1) пределе/уров-
не его изменения относительно значения, указанного 
в методике. 

Типичные факторы для методик ВЭЖХ/УЭЖХ при-
ведены на рисунке 1 и в таблице 1, а контролируемые 
отклики (то есть те, которые должны контролировать-
ся при исследовании робастности методики) приведе-
ны в таблице 2. 

Критерием робастности аналитической мето-
дики является то, что ни один из факторов на преде-
ле/уровне его изменения (+1) или (–1) не способен вы-
звать такого изменения отклика, что отклик выйдет за 
допустимый предел. Если установлено, что на пределе 
изменения фактора хотя бы один из откликов выходит 
за допустимый предел (критический фактор), то пыта-
ются скорректировать допустимый предел изменения 
отклика, а если это невозможно – предел изменения 
фактора, так чтобы значение отклика укладывалось в 
допустимый предел. 

2. Метод математического планирования экс-
периментов (Design of Experiments; DOE) – метод 
одновременного исследования влияния нескольких 
факторов на робастность методики с использовани-
ем определенного плана (матрицы) экспериментов. 
При этом чаще всего используют двухуровневые пла-
ны Плакетта – Бермана (Plackett – Burman design), так 
как они требуют меньшего количества эксперимен-
тов по сравнению с другими планами [4, 6–8]. В мат- 
рице этих планов каждая строка представляет собой 
определенную комбинацию всех рассматриваемых 
факторов на их верхнем (+1) или нижнем (–1) пределе/
уровне изменения относительно значения, указанно-
го в методике. Определяют значимые (потенциально 
критические) факторы и пределы изменения для этих 
факторов, а также «наихудшие случаи» (the worst-case 
situation [6]). Для «наихудших случаев» определяют до-
пустимые пределы изменения откликов. Это повышает 
надежность обоснования требований к пригодности 
хроматографической системы [6–8]. Определенным 
недостатком метода DOE является то, что иногда вы-
воды о значимости факторов могут зависеть от крите-
риев значимости, использованных при исследовании 
робастности методики [9]. Поэтому при исследовании 
робастности методик с помощью метода DOE реко-
мендуем для оценки значимых факторов использовать 
не менее 2–3 критериев [6–9]. 

СЕКЦИЯ:   Контроль качества химико-фармацевтических препаратов
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Таблица 1.

Обобщенная оценка рисков, связанных с тем, что при тестировании робастности методики ВЭЖХ/УЭЖХ  
не будет исследовано влияние отдельных факторов, потенциально способных влиять на результаты анализов 

№ Объект/фактор* Критичность Вероятность Риск Примечание
1 2 3 4 5 6

Факторы, связанные с хроматографической системой → исследование робастности при валидации методики

1.
Состав подвижной фазы (ПФ): со-
держание более сильного элюента/
элюентов в ПФ

Высокая Средняя Высокий

Только при изократическом элюировании. Вли-
яние варьирования состава ПФ рекомендуется 
включать в исследование робастности методик в 
соответствии с ICH [3].

2.
Состав ПФ: содержание ион-парного 
реагента 

Высокая Высокая Высокий См. рекомендацию выше.

3.
Состав ПФ: содержание ТЭА или ино-
го амина для подавления диссоциа-
ции остаточных силанольных групп

Средняя Средняя Средний То же.

4. Буфер: значение pH буфера Высокая Средняя Высокий
Влияние pH буфера рекомендуется включать в ис-
следование робастности методик в соответствии 
с ICH [3].

5.
Буфер: концентрация соли в буфере 
или ионная сила буфера

Средняя
Средняя/  
Высокая

Средний/  
Высокий

Риск высокий только для ион-парной и для ионо-
обменной хроматографии. 

6. Скорость потока ПФ Средняя Средняя Средний
Этот фактор рекомендуется включать в иссле-
дование робастности методик в соответствии c 
ICH [3].

7.
Градиент: значение наклона 
градиента (G)

– – –

Влияние фактора G обычно не исследуют. Ограни-
чиваются исследованием влияния более сильно-
го элюента/элюентов в начальной (Bmin) и в конеч-
ной (Bmax) точках градиента (строки 8 и 9). Этого 
достаточно, т.к. G=(Bmax–Bmin)/∆G зависит от Bmax и 
Bmin, а продолжительность градиента ∆G (время) 
задается с высокой точностью. 

8.

Градиент, начальная точка: концент- 
рация более сильного элюента/элю-
ентов в ПФ или % более сильной 
ПФ – Bmin 

Высокая Высокая Высокий
Влияние варьирования состава ПФ рекомендует-
ся включать в исследование робастности мето-
дик в соответствии с ICH [3].

9.

Градиент, конечная точка: концент- 
рация более сильного элюента/элю-
ентов в ПФ или % более сильной 
ПФ – Bmax

Высокая Высокая Высокий То же.

10.
Градиент: длина изократического 
участка (кроме участка в конце гра-
диента)

Средняя
Высокая/

Низкая
Высокий/ 

Низкий

Вероятность и риск высокие только при опреде-
ленных условиях (см. текст). Влияние длины изо-
кратического участка в конце градиента на конт- 
ролируемые отклики, как правило, исследуют при 
разработке методики.

11. Градиент: Dwell Volume – – –
Влияние Dwell Volume учитывается в факторе 
«хроматограф».

12. Температура колонки Средняя Низкая Средний
Влияние температуры рекомендуется включать 
в исследование робастности методик в соот- 
ветствии с ICH [3].

13. Температура образца Средняя Низкая Средний
Влияние температуры образца исследуют толь-
ко в случае термолабильных лекарственных ве-
ществ.

14.
Мертвый объем при изократической 
хроматографии 

– – –
Влияние мертвого объема учитывается в факторе 
«хроматограф».

15. Чувствительность детектора Высокая Средняя Высокий

Критичность и риск высокие только для методик 
определении примесей. В остальных случаях 
риск низкий. Робастность методики по отноше-
нию к этому фактору исследуют на стадии разра-
ботки методики.

16. Длина волны Высокая Средняя Высокий
Риск высокий для методик определения приме-
сей. Для остальных методик риск низкий.

17.
Инжектор (воспроизводимость ин-
жектируемых объемов растворов)

Средняя Низкая Низкий Риск низкий для современных хроматографов.

РАЗДЕЛ:   Аналитические методики и методы контроля
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№ Объект/фактор* Критичность Вероятность Риск Примечание
1 2 3 4 5 6

18. Колонка (серия сорбента) Средняя Средняя Средний
Влияние серии сорбента рекомендуется вклю-
чать в исследование робастности методик в соот-
ветствии с ICH [3].

19. Хроматограф Средняя Средняя Средний

Проводят анализ испытуемого раствора одного 
и того же образца на одной и той же колонке на 
двух хроматографах. При этом оценивается сово-
купное влияние разных факторов: мертвый объ-
ем (изократика) или Dwell Volume (градиент) и т.д. 
на робастность методики. 

20. Шум базовой линии Высокая Низкая Низкий

При исследовании робастности методик этот 
фактор не рассматривают, так как в современных 
методиках определения примесей, а для других 
методик – при необходимости, предварительно 
проверяют выполнение требования к отношению 
«сигнал – шум» базовой линии (S/N) при хрома-
тографировании раствора для проверки чувстви-
тельности хроматографической системы [19].

21.
Длительность уравновешивания 
системы до начала хроматографиро-
вания и в конце градиента

Высокая Средняя Высокий
Влияние этих факторов на отклики обычно иссле-
дуют на стадии разработки методики.

22.
Длительность 
хроматографирования

Высокая Средняя Высокий

То же (Примечание: при недостаточной продол-
жительности хроматографирования пики от пре-
дыдущей инжекции могут оказаться на хромато-
грамме последующей инжекции или, что труднее 
заметить, выходить между инжекциями).

23. Раствор для промывки инжектора Средняя Средняя Средний То же.

24. Состав раствора для промывки иглы Средняя Средняя Средний То же.

Факторы, связанные с пробоподготовкой → исследование робастности при разработке методики

1.
Экстрагент: отношение 
компонентов и pH

Высокая Средняя Высокий
Робастность методики по отношению к этим фак-
торам исследуют на стадии разработки методики.

2.
Отношение массы анализируемого 
образца к объему экстрагента 

Средняя Низкая Средний
Робастность методики по отношению к этому 
фактору исследуют редко, причем на стадии раз-
работки методики.

3. Температура экстракции Средняя Средняя Средний
Робастность методики по отношению к этому фак-
тору исследуют на стадии разработки методики.

4. Продолжительность экстракции Средняя Средняя Средний
То же (рекомендуется включать в исследование 
робастности методик в соответствии с ICH [3]).

5.
Продолжительность обработки 
ультразвуком 

Средняя Средняя Средний
Робастность методики по отношению к этому фак-
тору исследуют на стадии разработки методики.

6. Продолжительность встряхивания Средняя Средняя Средний То же.

7. Фильтр: тип Высокая Средняя Высокий То же.

8. Фильтр: диаметр пор Средняя Средняя Средний То же.

9. Стабильность растворов Высокая Средняя Высокий
То же (результаты исследования стабильности 
растворов, как правило, включают в отчеты о ва-
лидации методик отдельным пунктом).

10. Действие света Средняя Средняя Средний То же.

11. Ступка (фарфоровая или агатовая) Средняя Средняя Средний То же. 

12. Дериватизация: продолжительность Высокая Высокая Высокий То же.

13.
Дериватизация: температура 
реакции

Высокая Высокая Высокий То же.

14.
Дериватизация: концентрация 
дериватизирующего агента 

Высокая Высокая Высокий То же.

15. Погрешность мерной посуды Средняя Низкая Низкий
Робастность методики по отношению к этому фак-
тору, как правило, не исследуют.

Примечание: *Жирным шрифтом выделены факторы, которые часто применяются для исследования робастности при валидации 
методик ВЭЖХ/УЭЖХ.

Окончание табл. 1
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Таблица 2.

Отклики, которые в общем случае необходимо контролировать при исследовании робастности методик ВЭЖХ/УЭЖХ,  
и их допустимые пределы изменения

№ Отклики (Y) Обозначение
Единица  

измерения
Ориентировочные значения  

допустимых пределов изменения откликов

Отклики, которые используются при оценке уровня риска факторов и при исследовании робастности методик

1. Число теоретических тарелок N т.т. Требование по валидируемой методике.

2. Фактор асимметрии пика основного вещества
T0,05  

(или AS)
– То же.

3.
Разрешение между пиками, указанными в требова-
ниях к пригодности хроматографической системы 
(System Suitability)

RS (SS) или 
ν (SS)

– То же.

4.

Разрешение между двумя другими обсчитываемы-
ми пиками (не указанными в System Suitability), кото-
рые наиболее сильно перекрываются, а если таких 
нет, то между наиболее близко расположенными 
пиками на хроматограмме испытуемого раствора* 

RS (imp) или 
ν (imp)**

–
Если на хроматограммах возможно частичное 
перекрывание пиков, то использовать Peak-to-
valley ratio ν≥1,5 [21].

5.
Относительное стандартное отклонение площади/
высоты пика 

RSD % Требование по валидируемой методике.

6.
Отношение «сигнал – шум» S/N на хроматограмме 
раствора для проверки чувствительности хрома-
тографической системы

S/N – То же.

7.
Время удерживания основного вещества при 
изократическом режиме 

RT мин ±10%.

8.
Время удерживания основного вещества при 
градиентном режиме 

RT мин ±15% [13].

9.
Относительные времена удерживания веществ, 
указанные в методике

RRT -
±10% – для изократических методик;
±15% – для градиентных методик.

10.
Спектральная чистота пиков лекарственных 
веществ и пиков примесей, для которых 
используются поправочные коэффициенты 

Purity –
Критерии, подтверждающие спектральную чис- 
тоту пиков (Purity Plot и количественные крите-
рии).

Отклики, которые используются только при исследовании робастности методик

11. Содержание основного вещества С0 %

±2,0% – типичное значение для ГЛС;
±(BH–100) – для субстанций [22, 23], где BH – 
верхняя граница нормируемого содержания 
основного вещества в %.

12. Содержание идентифицированной примеси СID %

Допустимый предел изменения отклика отно-
сительно значения, полученного при номиналь-
ных условиях хроматографирования: 
±10% для примесей >1,0%;
±25% для примесей от > 0,1% до 1,0%;
±50% для примесей до 0,1%.

13.
Содержание наибольшей неидентифицированной 
примеси

СU % То же.

14. Сумма примесей ∑imp % То же для ∑imp.

Примечание: *Этот отклик предназначен для контроля «наихудшего случая» разделения между пиком примеси и другим пиком (ча-
ще всего другой примеси) на хроматограмме испытуемого раствора. Однако на хроматограмме испытуемого раствора может иметься не-
сколько пар частично перекрывающихся (а если таких нет, то близко расположенных) пиков примесей. В этом случае каждую пару таких 
пиков следует рассматривать как потенциально «наихудший случай», поскольку разрешение между пиками любой из этих пар может ока-
заться критическим при исследовании робастности методики. Соответственно рассматривают несколько таких откликов, идентифицируе-
мых, например, по RRT одного из пиков пары. 

**RS (imp) или ν (imp), так как хотя бы один из пиков, используемых для расчета этого отклика, является пиком примеси (impurity).

Примечание. В таблицу не включен еще один отклик – поправочный коэффициент CF (Correction Factor), который обычно слабо за-
висит от большинства факторов, за исключением длины волны, температуры колонки / подвижной фазы [20] и pH. Влияние этих факто-
ров на CF лучше проверять при разработке методики, чтобы при валидации не столкнуться с проблемой недостаточной чувствитель-
ности методики.
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С теоретической точки зрения оценка робастнос- 
ти методик с помощью метода DOE более надежна 
по сравнению с методом «one-factor-at-a-time». Одна-
ко метод «one-factor-at-a-time» пока используют чаще, 
чем DOE, поскольку он намного проще, нагляднее и не 
требует применения компьютерных программ. 

НОВЫЙ ПОДХОД  
К ИССЛЕДОВАНИЮ РОБАСТНОСТИ  
ПРИ ВАЛИДАЦИИ МЕТОДИК  
ВЭЖХ/УЭЖХ

Схему нового подхода  к исследованию робаст-
ности при валидации методик ВЭЖХ/УЭЖХ можно 
представить следующим образом.

1. Строят диаграмму Исикавы, учитывающую 
факторы, потенциально способные влиять на конт- 
ролируемые отклики. Пример для обобщенно-
го случая исследования робастности методик ВЭЖХ/
УЭЖХ показан на рисунке 1. Заметим, что для конк- 
ретной методики могут не потребоваться некоторые 
факторы рисунка 1, например факторы, связанные с 
дериватизацией, с градиентом (для изократических 
методик) и т.д.

2. Составляют таблицу контролируемых от-
кликов и их допустимых пределов изменения. 
Примером является таблица 2. Выбор откликов, необ-

ходимых для исследования робастности методик, за-
висит от их типа (таблица 3). 

3. Составляют шаблон таблицы оценки рис- 
ков для определенных факторов из диаграммы 
Исикавы. При этом, как правило, достаточно рассмат- 
ривать только факторы, связанные с хроматографи-
ческой системой, и не рассматривать факторы, связан-
ные с пробоподготовкой (пояснение дано ниже). Мож-
но также не рассматривать те из факторов, связанных 
с хроматографической системой, влияние которых на 
отклики должно исследоваться при разработке мето-
дики (таблица 1). 

Шаблон для оценки рисков факторов конкрет-
ной методики может иметь следующий вид. Первый 
столбец – «Факторы» (или «Факторы: уровни фак-
торов» – для метода «one-factor-at-a-time»); второй 
столбец – «Отклики» (контролируемые отклики, за 
исключением тех, которые связаны с нормировани-
ем содержания основных веществ и примесей; табли-
ца 2); третий, четвертый и пятый столбцы – соответст- 
венно «Критичность», «Вероятность» и «Риск» в 
баллах (или «высокий», «средний», «низкий»); шестой 
столбец – «Обоснование» (обоснование возможного 
негативного влияния фактора на отклик). Желатель-
но иметь еще и седьмой столбец – «Хроматографи-
руемые растворы» (растворы, которые необходимо 
хроматографировать при исследовании робастности 
методики), который важен для понимания того, какие 

Рисунок 1. Диаграмма Исикавы для факторов, потенциально способных влиять на контролируемые отклики и, следовательно, 
на робастность методики ВЭЖХ/УЭЖХ1 (контролируемые отклики – это требования к пригодности хроматографической систе-
мы, нормы содержания основных веществ и примесей по спецификации и т.д.; пояснения даны в тексте), V – объем; m – масса

____________________________________________________________________
1 Не учитываются такие факторы, как качество реактивов; объем инжектора; объем раствора, отбрасываемый в начале 

фильтрования.
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из растворов можно не хроматографировать и тем 
самым сократить объем работ при исследовании ро-
бастности методики. 

В качестве шаблона для оценки рисков факто-
ров можно использовать также шаблон, получаемый 
из таблицы 1, если удалить из нее данные, приведен-
ные в столбцах 3–6. Однако такой шаблон больше 
подходит для рассмотрения обобщенной оценки рис- 
ков в связи с исследованием робастности методик 
ВЭЖХ/УЭЖХ и менее информативен для конкретных 
методик. 

Примечание. Причину того, что при валидации ме-
тодик ВЭЖХ/УЭЖХ робастность исследуют, как пра-
вило, только по отношению к факторам, связанным с 
хроматографической системой, можно объяснить сле-
дующим образом. В случае неробастности методики 
относительно факторов, связанных с пробоподготов-
кой, неизбежно потребуется доработка методики и ее 
повторная валидация. Поэтому исследование робаст-
ности методики по отношению к «факторам пробопод-
готовки» лучше проводить как можно раньше – на ста-
дии разработки методики. Напротив, неробастность 
методики по отношению к большинству факторов, свя-
занных с хроматографической системой, обычно мо-
жет быть устранена в ходе валидации методики за счет 
коррекции требований к пригодности хроматографи-
ческой системы, введения специальных ограничений 

в условия хроматографирования [4] и/или в описание 
методики.

4. Проводят оценку рисков, заполняя при 
этом шаблон таблицы оценки рисков. Основная за-
дача таблицы оценки рисков – оценить риски, связан-
ные с тем, что при тестировании робастности методи-
ки не будет исследовано влияние каких-то факторов, 
потенциально способных критически повлиять на от-
клики (те выйдут за допустимые пределы). 

Известно, что для оценки риска применяют раз-
личные методы [5, 10, 11], причем наибольшее рас-
пространение получил FMECA (Failure Mode Effect 
Criticality Analysis – анализ характера, по следствий и 
критичности отказов) [10]. Для прогноза риска мето-
дом FMECA часто используют такие показатели, как 
«Критичность» (тяжесть «вреда») и «Вероятность» 
(вероятность нега тивного влияния фактора), а также 
«Выявляемость». Последний показатель характеризу-
ет возможность обнаружения нежелательных собы-
тий; он важен для оценки рисков, связанных с конт- 
ролем стадий/операций различных процессов: чем 
выше выявляемость нежелательных событий, тем ни-
же риск того, что нежелательное событие не будет об-
наружено при контроле процесса. При исследова-
нии робастности методик ВЭЖХ/УЭЖХ, как правило, 
выявляемость нежелательных событий всегда высо-
кая (легко обнаруживается недопустимое отклонение 

Таблица 3.

Отклики, контролируемые при исследовании робастности методик ВЭЖХ/УЭЖХ в зависимости от типа методики  
(общий случай)

№ Отклик Примеси
Количественное 

определение
Однородность 

содержания
Растворение

1. Число теоретических тарелок Да Да Да Да
2. Фактор асимметрии пика основного вещества Да Да Да Да

3.
Разрешение между пиками, указанными в требовани-
ях к пригодности хроматографической системы (System 
Suitability)

Да Нет/Да* Нет/Да* Нет/Да*

4.

Разрешение между двумя другими обсчитываемыми пика-
ми (не указанными в System Suitability), которые наиболее 
сильно перекрываются, а если таких нет, то между наибо-
лее близко расположенными пиками на хроматограмме 
испытуемого раствора.

Да Нет Нет Нет

5. Относительное стандартное отклонение Да Да Да Да

6.
Отношение «сигнал – шум» S/N на хроматограмме раство-
ра для проверки чувствительности хроматографической 
системы

Да Нет Нет Нет

7.
Время удерживания основного вещества при 
изократическом режиме 

Да/Нет* Да/Нет* Да/Нет* Да/Нет*

8.
Время удерживания основного вещества при градиентном 
режиме 

Да/Нет* Да/Нет* Да/Нет* Да/Нет*

9.
Относительные времена удерживания, указанные 
в методике

Да Нет Нет Нет

10. Спектральная чистота пика Да Нет Нет Нет
11. Содержание основного вещества Нет Да Да Да
12. Содержание идентифицированной примеси Да Нет Нет Нет

13.
Содержание наибольшей неидентифицированной 
примеси

Да Нет Нет Нет

14. Сумма примесей Да Нет Нет Нет

Примечание: * Да – если значение отклика регламентируется в валидируемой методике; Нет/Да – чаще «Нет», Да/Нет – чаще «Да».
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откликов от регламентируемых/нормируемых зна-
чений, указанных в требованиях к пригодности хро-
матографической системы, в спецификации и т.д.). 
Поэтому при исследовании робастности методик 
ВЭЖХ/УЭЖХ для оценки риска и выбора значимых 
факторов достаточно использовать только показате-
ли «Критичность» и «Вероятность», а риск оценивать 
по формуле «Риск  = Критичность  x Вероятность». 
При этом «Критичность» фактора определяется степе-
нью его влияния на контролируемые отклики, а «Веро-
ятность»  – вероятностью того, что фактор может по-
влиять на какой-то из контролируемых откликов столь 
сильно, что отклик выйдет за допустимый предел. 
Предлагаемый способ оценки риска при исследова-
нии робастности методик формально похож на анализ 
риска методом FMEA [10, 11], однако в FMEA не рас-
сматривается критичность отказов.

На рисунке 2 представлена таблица для оценки 
критичности факторов и вероятности критического 
воздействия факторов на отклики. Там же приведена 
простая и тем не менее достаточно эффективная мат- 
рица для оценки риска по формуле «Риск = Критич-
ность x Вероятность». Красным ячейкам соответствует 
высокий риск, желтым – средний риск и зеленым – низ-
кий риск. Отметим два важных момента. Во-первых, 
то, что таблицу и матрицу на рисунке 2 можно приме-
нять для оценки риска при исследовании робастности 
любых хроматографических методик; во-вторых, для 
более дифференциальной оценки риска можно бы-
ло бы использовать не матрицу 3x3, как на рисунке 2, 
а, например, 3x5 (3 – для «Критичности») или 5x5. Од-
нако для этого пока недостаточно статистической ин-
формации по влиянию факторов на контролируемые 
отклики. 

В таблице 1 приведены результаты обобщенной 
оценки рисков в связи с исследованием робастности 
методик ВЭЖХ/УЭЖХ. Результаты оценки рисков фак-
торов, представленных в таблице 1, можно использо-
вать для любых методик ВЭЖХ/УЭЖХ как «наихудший 
случай». В то же время следует иметь в виду, что при 
оценке риска для конкретных методик риск для неко-
торых факторов, в отличие от таблицы 1, может ока-
заться низким, что дает возможность исключить та-
кие факторы из исследования робастности и снизить 
затраты при валидации методики. Например, в случае 
методик определения содержания основных веществ 
или методик определения примесей методом изокра-
тической ВЭЖХ/УЭЖХ фактор «Скорость потока ПФ» 
чаще всего будет иметь низкий риск. 

Важно подчеркнуть, что исключение любого фак-
тора, связанного с хроматографической системой, из 
исследования робастности при валидации конкрет-
ной методики должно быть надежно обосновано с 
привлечением анализа рисков, включающего рассмот- 
рение особенностей хроматограмм и теоретических 
аргументов (рисунок 2). 

При оценке риска следует учитывать риски, 
связанные с трансфером методики и ее использо-
ванием при разовом внешнем контроле продук-
ции. Поэтому для методик определения примесей не 

следует пренебрегать исследованием влияния разных 
серий сорбента, так как подавляющее большинство 
сорбентов производится сравнительно небольшими 
сериями. Надо также учитывать возможность исполь-
зования методики не только на том хроматографе, ко-
торый указан в методике, но и на однотипных хрома-
тографах (близких по характеристикам), в том числе 
других производителей. В связи с этим при валидации 
методики не следует пренебрегать проверкой робаст-
ности методики на двух однотипных хроматографах, 
желательно разных производителей, если такая про-
верка не проведена при разработке методики.

КРИТИЧНОСТЬ ВЕРОЯТНОСТЬ

ВЫСОКАЯ (3) – если изме-
нение фактора может вы-
звать выход хотя бы одного 
из контролируемых откли-
ков за допустимые пределы.

ВЫСОКАЯ (3) – если на основании 
хроматограмм, полученных при 
разработке методики и валидации 
ее специфичности, и теоретических 
аргументов можно сделать вывод о 
том, что фактор с высокой вероят-
ностью может вызвать такое изме-
нение хотя бы одного контролируе-
мого отклика, что отклик выйдет за 
допустимые пределы.*

НИЗКАЯ (1) – если измене-
ние фактора не может ока-
зать влияния ни на один из 
контролируемых откликов. 

НИЗКАЯ (1) – если на основании 
хроматограмм, полученных при 
разработке методики и валидации 
ее специфичности, и теоретических 
аргументов можно сделать надеж-
но обоснованный вывод о низкой 
вероятности того, что фактор смо-
жет вызвать такое изменение хотя 
бы одного контролируемого откли-
ка, что отклик выйдет за допусти-
мые пределы.*

СРЕДНЯЯ (2) – если нет 
надежных оснований для 
оценки критичности факто-
ра ни как высокой, ни как 
низкой.

СРЕДНЯЯ (2) – если нет надежных 
оснований для оценки вероятности 
ни как высокой, ни как низкой. 

Примечание: *Валидация специфичности методики должна 
включать стрессовые эксперименты [18]. К теоретическим аргумен-
там относятся известные из теории закономерности влияния фак-
торов на время выхода, высоту, ширину и асимметрию пиков; на их 
смещение в сторону начала или конца хроматограммы, а также на-
личие или отсутствие на хроматограммах близко расположенных 
пиков; близость или удаленность отношения S/N (сигнал/шум базо-
вой линии) от минимально допустимого значения S/N и т.д.

Рисунок 2. Матрица и таблица для оценки риска, связанного 
с тем, что влияние фактора не будет исследовано при оценке 
робастности методики. Красные ячейки – высокий риск, жел-
тые – средний риск, зеленые – низкий риск
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5. Составляют таблицу факторов высокого 
и среднего риска и пределы их изменения. В ней 
для каждого фактора указывают название фактора и 
его обозначение, номинальное значение по методике, 
единицу измерения, пределы изменения в %, а также 
фактические значения на нижнем (–1) и на верхнем (+1) 
пределах [4, c. 192]. Для качественных факторов, на-
пример для хроматографической колонки, значение, 
соответствующее (+1), присваивают колонке с одной 
серией сорбента, а (–1) – колонке с другой серией та-
кого же сорбента. 

Нередко трудность вызывает обоснованный вы-
бор пределов изменения факторов. В связи с этим 
можно воспользоваться данными из таблицы 4: в ней 
приведены ориентировочные значения пределов из-
менения для факторов, которые часто имеют высокий 
и средний уровень риска. 

6. Составляют матрицу планирования экспе-
риментов (Experimental design matrix). В этой матри-
це первый столбец содержит номера экспериментов, 
следующие столбцы – наименования факторов (загла-
вие столбцов) и их уровни (+1; –1) или фактические зна-
чения. Такое построение матрицы планирования экс-
периментов удобно, так как каждая строка в ней – это 
определенные условия хроматографирования. 

Особенностью матрицы метода «one-factor-at-a-
time» является то, что в любой строке может находиться 
только один из факторов на уровне, отличном от номи-
нального. Напротив, при использовании метода DOE в 
любой строке матрицы должна находиться комбина-
ция уровней всех рассматриваемых факторов; кроме 
того, в матрицу DOE часто включают фиктивные фак-
торы (dummy factors) для оценки статистической зна-
чимости влияния факторов на отклики. 

Таблица 4.

Факторы высокого и среднего риска из таблицы 1, связанные с хроматографической системой,  
и ориентировочные значения пределов изменения этих факторов

№ Факторы (X)
Единица  

измерения
Ориентировочные значения пределов изменения 

фактора

1.
Содержание более сильного элюента/
элюентов в подвижной фазе (ПФ) при 
изократическом элюировании

% (об)

±5% относительных (отн.) – типичное значение; 
минимальное значение: ±2% (отн.) – для бинарных ПФ, по-
лучаемых с использованием мерной посуды;
±1% (отн.) – при приготовлении ПФ путем взвешивания ком-
понентов или при прямом смешении в хроматографе ПФ, 
приготовление которых не требует использования мерной 
посуды.
Если в ПФ имеется несколько сильных элюентов и для при-
готовления ПФ используется мерная посуда, то следует 
рассматривать «наихудшие случаи» (см. текст).

2.
Градиент, начальная точка: концентрация 
более сильного элюента/элюентов в ПФ или % 
более сильной ПФ – Bmin 

% То же.

3.
Градиент, конечная точка: концентрация более 
сильного элюента/элюентов в ПФ или % более 
сильной ПФ – Bmax 

% То же.

4. Содержание ион-парного реагента в ПФ мг/л Такие же числа, но в абсолютных процентах.

5.
Содержание ТЭА или иного амина для 
подавления диссоциации остаточных 
силанольных групп

мл/л Такие же числа, но в абсолютных процентах.

6. Значение pH буфера pH ±0,2 pH [13] – типичное значение.

7. Скорость потока ПФ мл/мин ±10% [4] – типичное значение.

8. Длина волны 1 нм ±2 нм [13] – типичное значение. 

9. Колонка - Колонка, содержащая такой же сорбент, но другой серии.

10.
Концентрация соли в буфере или ионная сила 
буфера 

мг/мл ±10% [13].

11.
Градиент: длина изократического участка 
(кроме стадии уравновешивания колонки)

мин ±1%.

12. Температура колонки oC
±3 oC [4] – типичное значение; 
±2 oC –  минимальное значение.

13.
Температура образца (для термолабильных 
веществ)

oC ±3 oC – типичное значение; ±2 oC – минимальное значение.

14. Хроматограф –
Однотипный хроматограф, желательно другого 
производителя.

Примечанин: 1Влияние фактора «длина волны» на робастность методики исследуют только для методик определения примесей. 
Примечание: ориентировочные значения пределов изменения факторов, связанных с пробоподготовкой, приведены в [24, p. 455]. 

РАЗДЕЛ:   Аналитические методики и методы контроля
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7. Проводят эксперименты в соответствии с 
матрицей планирования экспериментов; оцени-
вают робастность методики и при необходимости 
корректируют допустимые пределы изменения 
откликов и/или пределы изменения факторов. 
При условиях хроматографирования, задаваемых 
строками матрицы планирования экспериментов, хро-
матографируют растворы в последовательности, ука-
занной в методике, робастность которой оценивают. 
Дальнейшая оценка робастности методики зависит 
от используемого метода исследования робастности 
методики.

В случае применения метода «one-factor-at-a-
time» действия простые. Для каждого фактора на ниж-
нем и на верхнем пределе/уровне проверяют, нахо-
дятся ли экспериментально полученные значения 
откликов в допустимых пределах. Если нет, то рас-
сматривают возможность скорректировать допусти-
мые пределы изменения откликов и/или пределы 
изменения фактора таким образом, чтобы контроли-
руемые отклики не выходили за их скорректирован-
ные/допустимые пределы. 

При применении метода DOE действия более 
сложные и требуется компьютерная программа для 
обсчета экспериментальных данных, например в со-
ответствии с формулами, приведенными в [6]. Опре-
деляют значимые (потенциально критические) факто-
ры с помощью специальных процедур, основанных на 
математической статистике. Для каждого значимого 
фактора вычисляют скорректированные пределы его 
изменения. Устанавливают «наихудшие случаи» для 
откликов – определенные комбинации предельных и 
номинальных значений факторов, проводят при этих 
комбинациях факторов эксперименты и вычисляют 
скорректированные допустимые пределы изменения 
откликов [6]. 

Полученные скорректированные значения допус- 
тимых пределов изменения откликов и/или пределов 
изменения факторов используют для уточнения и об- 
основания требований к пригодности хроматографи-
ческой системы (ППХС). Если это возможно, то актуали-
зируют требования ППХС; часто оказывается, что ме-
тодика не требует коррекции допустимых пределов 
изменения откликов и в нее не надо вводить допусти-
мые пределы изменения факторов, – во всех этих слу-
чаях делают вывод о робастности методики. В против-
ном случае делают вывод о необходимости доработки 
методики.

Примечание. Для снижения риска неправильной 
оценки робастности методик определения примесей 
в новых препаратах рекомендуем для приготовления 
испытуемого раствора брать образец, характеризую-
щий профиль примесей на конце срока годности пре-
парата. Например, для приготовления испытуемого 
раствора использовать образец препарата или его мо-
дельную смесь, выдержанную в климатической каме-

ре при повышенной температуре в течение срока, эк-
вивалентного заявляемому сроку годности препарата.

В матрицах планирования экспериментов каж-
дая строка рассматривается как эксперимент [6], при 
этом количество строк в матрицах планирования экс-
периментов обычно не превышает 15 [4, 6–8]. Это мо-
жет ввести в заблуждение («Всего 15 экспериментов?») 
и вызвать недооценку реального объема исследова-
тельских работ. Дело в том, что строки в матрице пла-
нирования экспериментов – это разные условия хро-
матографирования; в соответствии с каждой строкой 
необходимо хроматографировать все растворы по ва-
лидируемой методике, причем некоторые растворы – 
до 5 повторностей. В результате этого объем работ 
при валидации градиентных методик определения 
примесей может возрасти в 1,5–2 раза! В связи с этим 
надо творчески подходить к исследованию робастнос- 
ти методик и привлекать теоретические знания для 
обоснования возможности уменьшения объема иссле-
дований. Прежде всего это касается аргументирован-
ного обоснования исключения некоторых факторов из 
исследования робастности методики в связи с низким 
риском. Для остальных факторов – высокого и сред-
него риска – объем исследований можно попытаться 
сократить путем исключения хроматографирования 
некоторых растворов. Например, при скорости пото-
ка ПФ на уровне (+1) можно не хроматографировать 
раствор для проверки чувствительности хроматогра-
фической системы, достаточно указать в таблице ре-
зультатов, что отношение «сигнал – шум» S/N≥10 (или 
иное требование по методике), как показано в таб- 
лице 6. 

О ПРЕДЕЛАХ ИЗМЕНЕНИЯ  
ФАКТОРОВ ПРИ ИССЛЕДОВАНИИ  
РОБАСТНОСТИ МЕТОДИК ВЭЖХ  
И УЭЖХ

При исследовании робастности методик ВЭЖХ/
УЭЖХ особое внимание следует уделить пределам из-
менения факторов (LF; limits of the factor change): они 
должны обеспечивать надежность трансфера методи-
ки [4, 6]. Для установления LF теоретически можно бы-
ло бы задавать LF на основании прецизионности или 
неопределенности значений факторов при номиналь-
ных условиях [4, с. 186; 6]. Однако при выборе LF, как 
правило, основываются на практическом опыте [4, 6]. 
В связи с этим особый интерес для исследователей ро-
бастности аналитических методик могут представлять 
ориентировочные значения пределов изменения фак-
торов высокого и среднего рисков, приведенные в 
таблице 4. 

Факторы, связаные с составом подвижной фа-
зы. Отметим, что в таблице 4 у таких факторов, как 
«Содержание более сильного элюента/элюентов в ПФ 
(изократика)», «Градиент, начальная точка: концентра-
ция более сильного элюента/элюентов в ПФ или % 
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более сильной ПФ – Bmin», «Градиент, конечная точка: 
концентрация более сильного элюента/элюентов в ПФ 
или % более сильной ПФ – Bmax», пределы изменения 
выражены в относительных процентах, а у факторов 
«Содержание ион-парного реагента в ПФ» и «Содер-
жание ТЭА или иного амина для подавления диссоци-
ации остаточных силанольных групп» – в абсолютных 
процентах1.

Пределы изменения вышеупомянутых факто-
ров должны учитывать погрешность мерной посуды, 
используемой для измерения объема компонентов 
подвижной фазы (ПФ), и точность смешения подвиж-
ных фаз в хроматографе (ТСФ), в процентах. При этом 
предполагается, что погрешностью взвешивания мож-
но пренебречь по сравнению с погрешностью изме-
рения объемов. На практике суммарная погрешность 
мерной посуды, используемой при приготовлении 
ПФ, плюс ТСФ, как правило, не превышает ±5%, поэто-
му величину ±5% можно рассматривать как типичный 
предел изменения для вышеупомянутых факторов. 
Минимальное значение предела изменения этих фак-
торов – ±2,0% для бинарных ПФ, получаемых с исполь-
зованием мерной посуды. Оно реально достижимо на 
практике, учитывая, например, что у хроматографов 
Alliance Waters e2695 при смешении ПФ «composition 
accuracy» составляет 0,5% [12]. При приготовлении ПФ 
можно использовать не объемы, а массы компонентов. 
Этот способ, а также прямое смешение в хроматогра-
фе ПФ, приготовление которых не требует использова-
ния мерной посуды, может дать возможность допол-
нительно сузить допустимый интервал варьирования 
факторов до ±1% (но не меньше ТСФ). 

Если в ПФ имеется несколько сильных элюен-
тов, то нельзя ограничиваться изменением содержа-
ния только одного сильного элюента, так как каждый 
из них может влиять на специфичность методики. На 
практике неоднократно встречались случаи, когда да-
же при большом различии содержания сильных элю-
ентов существенным оказывалось влияние каждого 
из них на времена удерживания веществ, разреше-
ние между пиками и т.д. Поэтому если в ПФ имеется 2 
и более сильных элюента, то для оценки влияния со-
держания элюентов на робастность методики следу-
ет рассматривать «наихудшие случаи», учитывающие 
влияние погрешности мерной посуды, используемой 
для измерения объема элюентов, а также ТСФ, если 
элюенты смешиваются непосредственно в хроматог- 
рафе. «Наихудшими случаями» будут те, при кото-
рых: а)  содержание сильных элюентов соответствует 
их верхнему пределу изменения, а содержание сла-

бого элюента  – нижнему пределу; уровень (+1), и на-
оборот: б) содержание сильных элюентов соответст- 
вует их нижнему пределу изменения, а слабого элю-
ента – верхнему пределу; уровень (–1). Например, для 
ПФ ацетонитрил – метанол – буфер при приготовле-
нии ПФ уровню (+1) будет соответствовать увеличе-
ние объема ацетонитрила и метанола (каждого) на 2% 
(отн.) и уменьшение объема буферного раствора на 2% 
(отн.) относительно их номинальных значений. 

Учет погрешности мерной посуды и ТСФ может 
оказаться проблематичным. В таких случаях можно 
воспользоваться следующим простым правилом: в ка-
честве предела изменения содержания/объема каж-
дого элюента достаточно использовать ±2,0%. Основа-
нием является то, что 2,0% практически всегда больше 
суммы погрешности мерной посуды, используемой 
для измерения объема элюента, и ТСФ. 

Значение pH буфера. В качестве типичного зна-
чения предела изменения pH буфера при исследова-
нии робастности методик рекомендуем ±0,2pH  [13], 
которое встречается в подавляющем большинстве 
публикаций. Подчеркнем, что наименьшее значе-
ние предела изменения pH буфера, встречавшееся 
в литературе, составляет ±0,1pH, например [4], и это, 
по-видимому, связано с тем, что погрешность изме-
рения pH может достигать ±0,03pH, а иногда и боль-
ше [14]. Если методика очень чувствительна к измене-
нию pH и остается робастной лишь в пределах области 
«номинальное значение pH ± 0,2pH», то рекоменду-
ем ужесточить требование к точности доведения pH 
до ±0,02pH, а также к калибровочным растворам, а 
именно использовать первичные калибровочные бу-
ферные растворы с декларированным значением до 
±0,005 pH (например, NIST buffers [15]).

Скорость потока ПФ (F). В литературе по иссле-
дованию робастности методик ВЭЖХ/УЭЖХ наиболее 
часто используют предел изменения скорости потока 
∆F=±10%, например [4]. Это значение можно рассмат- 
ривать как типичное. Однако ∆F=±10% не годится, ес-
ли на хроматограмме испытуемого раствора имеют-
ся очень близко расположенные и тем более частич-
но перекрывающиеся пики примесей. Неудивительно 
поэтому, что минимальное значение ∆F, встретившее-
ся в литературе, составляет ±2,5% [16] и ±2,0% – при 
экспертизе досье на препараты. 

В спецификациях на современные ВЭЖХ-
хроматографы можно увидеть значения «Flow 
accuracy» ±1,0% или 10 µl/min (то, что больше) для 
широкого диапазона F [12, 17]. Фраза «…±1,0% или 

____________________________________________________________________
1 Поскольку термины «Элюент» и «Подвижная фаза» близки, здесь важно отметить следующее. Элюент (Eluent) – раство-

ритель, однокомпонентный или смесь, содержащая иногда также твердые вещества (модификаторы), формирующий под-
вижную фазу [25]. Подвижная фаза может представлять собой как один элюент, так и смесь элюентов. Если речь идет о сме-
шении жидкостей – потоков в хроматографе, то для обозначения потока следует использовать термин «подвижная фаза», 
например «Подвижная фаза A», но не «Элюент А», даже если ПФ состоит из одного элюента.
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10 µl/min (то, что больше)» указывает на то, что «Flow 
accuracy» зависит от F, причем при F≥1,0 ml/min 
«Flow accuracy» находится в пределах ±1,0%, а при  
F<1,0 ml/min – больше, чем ±1,0%. Например, при  
F=0,5 ml/min «Flow accuracy» = (10 µl/min х 100)/ 
500 µl/min = 2,0%. В связи с этим следует относиться 
с осторожностью к использованию низких значений 
предела изменения F, особенно к F<2,0%, из-за воз-
можного суммирования противоположных по знаку 
погрешностей F между хроматографами при трансфе-
ре методики.

Длина волны (λ). В качестве предела изменения 
λ берут λ=±2 нм [4], основываясь на требованиях веду-
щих фармакопей [1, 2, 19]. 

Концентрация соли в буфере или ионная сила 
буфера. Типичное значение предела изменения этого 
фактора – ±10% в соответствии с [13].

Градиент: длина изократического участка 
(кроме стадии уравновешивания колонки). Исследова-
ние влияния длины изократических участков градиен-
та на робастность методик целесообразно проводить 
только в случае, если в точке перехода от изократи-
ческого участка к градиентному или от градиентного 
к изократическому или очень близко к этой точке име-
ются пики веществ, содержание которых требуется 
определять. При этом в качестве предела изменения 
этого фактора достаточно брать ±1% (так как совре-
менные хроматографы имеют очень высокую точность 
задания длин всех участков градиента) и указывать 
Dwell Volume. 

Температура колонки. Типичное значение пре-
дела изменения – ±3,0 oC [4]. Аналогичное значение 
можно использовать и для предела изменения фак-
тора «Температура образца» (для термолабильных 
веществ). Заметим, что, хотя производители хроматог- 
рафического оборудования указывают погрешность 
задания температуры, как правило, не больше ±1,0 oC, 
предел изменения температуры колонки или образ-
ца должен быть не меньше чем ±2,0 oC. Это связано 
прежде всего с тем, что в термостате возможно нерав-
номерное распределение температуры (тем более что 
температура, как правило, контролируется только в 
одной-двух точках), а также с тем, что температура ПФ 
в начале колонки и на выходе может зависеть от ско-
рости потока ПФ и от температуры ПФ в резервуарах. 

«Длительность уравновешивания системы» 
(до начала хроматографирования и в конце гра-
диента) и «Длительность хроматографирования». 
Хотя при валидации методик, как правило, не иссле-
дуют влияние этих факторов, тем не менее, учитывая 
их чрезвычайную важность для робастности методик, 
считаем необходимым отметить следующее.

Перед составлением плана валидации методи-
ки обязательно следует проверить, получены ли в хо-
де разработки методики данные, которые, во-первых, 
подтверждают достаточность продолжительности 

уравновешивания системы перед началом хроматог- 
рафирования, а также по завершении градиента; во-
вторых, доказывают, что пики от предыдущей инжек-
ции не попадают на хроматограмму последующей ин-
жекции и не выходят между инжекциями. Если этих 
данных нет, то ставят вопрос о необходимости их по-
лучения в рамках разработки методики, а если это не-
возможно, то такие исследования включают в план 
валидации по показателю «робастность». В качестве 
предела изменения вышеупомянутых факторов целе-
сообразно использовать +150÷200% (1,5–2 раза). 

ПРИМЕР ОЦЕНКИ  
РОБАСТНОСТИ ПРИ ВАЛИДАЦИИ 
МЕТОДИКИ ВЭЖХ С ПОМОЩЬЮ  
МЕТОДА «ONE-FACTOR-AT-A-TIME»

В качестве примера ниже приведена оценка ро-
бастности градиентной методики ВЭЖХ для опре-
деления примесей в лекарственном препарате, 
вы-полненная в рамках валидации методики. Исполь-
зован метод «one-factor-at-a-time». Условия хроматог- 
рафирования: колонка XBridge C18, 4,6x150 мм, 5 мкм; 
подвижная фаза (ПФ) А: кислота – тетрагидрофуран – 
во да (4:30:1000); подвижная фаза В: муравьиная кисло-
та – тетрагидрофуран – метанол (4:30:1000); скорость 
потока F=1 мл/мин; объем пробы 10 мкл; хроматог- 
раф Waters Alliance 2695: детектор PDA, 254 нм; темпе-
ратура колонки 30°С; градиент: 0 мин (А:B=90%:10%); 
40 мин (А:B=0%:100%); 41 мин (А:B=90%:10%); 50 мин 
(А:B=90%:10%). Риск, связанный с исключением факто-
ра из исследования робастности методики, оценива-
ли по формуле «Риск = Критичность x Вероятность» 
(рисунок 2). В таблице 5 приведены факторы высоко-
го и среднего риска, использованные для исследова-
ния робастности рассматриваемой методики, а также 
пределы изменения этих факторов. Отметим, что рис- 
ки, связанные с варьированием температуры колонки 
и образца, в пределах ±3 oС были оценены как низкие; 
кроме того, не исследовали влияние Bmax, так как по 
методике Bmax=100%. 

Последовательно изменяли один из факторов 
(таблица 5) при постоянстве других факторов; при 
этом каждый фактор брали сначала на одном уровне, 
затем на другом. Хроматографировали бланк, раст- 
вор для определения чувствительности хроматог- 
рафической системы (ПЧХС), раствор сравнения, 
раствор для проверки пригодности хроматографи-
ческой системы и испытуемый раствор. Определя-
ли контролируемые отклики. Полученные результаты 
представлены в таблице 6. Из таблицы 6 видно, что все 
контролируемые отклики не выходят за допустимые 
пределы изменения, задаваемые условиями ≥ или ≤, 
или ±∆, %. Поэтому можно сделать заключение о ро-
бастности методики. 

СЕКЦИЯ:   Контроль качества химико-фармацевтических препаратов



108 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ

Таблица 5.

Факторы высокого и среднего риска, потенциально способные влиять на робастность методики  
определения примесей в лекарственном препарате, и их пределы изменения

№ Факторы 
Единица  

измерения
Значение по 

методике
Пределы  

изменения
Уровень –1 Уровень +1 

1. Скорость потока (F) мл/мин 1,0 ±10% 0,9 1,1

2.
Градиент: начальная концентрация более 
сильной подвижной фазы (Bmin)

% 10,0 ±2% отн. 9,8 10,2

3.
Градиент: конечная концентрация более 
сильной ПФ (Bmax)

% 100 ±2% отн. 98 –

4. Длина волны (λ) нм 254 ±2нм 252 256

5. Колонка* – – – Колонка 1 Колонка 2

Примечание: * Хроматографическая колонка 2 содержит такой же сорбент, что и колонка 1, но другой серии.

Таблица 6.

Экспериментальные результаты определения откликов при номинальных (по методике)  
и при предельных значениях факторов
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)

λ 
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2 
нм
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я 
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со
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та

Эффективность хромато-
графической колонки (N)

≥10000 т.т. 122809 136288 115966 108559 112002 107717 129130 125813 118978

Фактор асимметрии 
(T0,05) пика лекарствен-
ного вещества (ЛВ) на 
хроматограмме раствора 
сравнения

≤1,5 1,06 1,05 1,05 1,02 1,07 1,04 1,03 1,04 1,02

Разрешение (Rs) между 
пиками ЛВ и примеси c 
RRT около 1,15 

≥2,0 5,77 5,70 5,91 5,75 5,58 5,72 5,75 5,73 6,13

Относительное стандарт-
ное отклонение площади 
пика ЛВ (RSD)

≤5,0 % 1,53 0,32 1,52 1,05 0,77 0,21 1,16 0,41 0,39

Отношение 
«сигнал – шум» S/N

≥10 31 29 (≥10) 37 41 29 32 24 50

Содержание примеси с 
RRT около 1,15

Δ=±50% 0,03%
0,02%  

Δ=–33,3%
0,02%  

Δ=–33,3%
0,03%

Δ=0,0%
0,03%

Δ=0,0%
0,04%  

Δ=33,3%
0,03% 

Δ=0,0%
0,03% 

Δ=0,0%
0,02%  

Δ=–33,3%

Содержание наибольшей 
неидентифицированной 
примеси

Δ=±50% 0,08%
0,07%  

Δ=–12,5%
0,07%  

Δ=–12,5%
0,08% 

Δ=0,0%
0,08% 

Δ=0,0%
0,08% 

Δ=0,0%
0,07% 

Δ=–12,5%
0,07% 

Δ=–12,5%
0,07% 

Δ=–12,5%

Сумма примесей Δ=±25% 0,11%
0,09%  

Δ=–18,2%
0,09%  

Δ=–18,2%
0,11% 

Δ=0,0%
0,11% 

Δ=0,0%
0,12% 

Δ=9,1%
0,10%  

Δ=–9,1%
0,10%  

Δ=–9,1%
0,09% 

Δ=–18,2%

Время удерживания ос-
новного вещества

Δ=±15% 16,936 мин
17,635  

Δ=+4,1%
16,267  

Δ=–4,0%
17,039 

Δ=+0,6%
16,835 

Δ=–0,6%
17,225 

Δ=+1,7%
16,936 

Δ=0,0%
16,936 

Δ=0,0%
16,311 

Δ=–3,7%

Относительное время 
удерживания (RRT) иден-
тифицированной при-
меси

Δ=±15% 0,33
0,35  

Δ=6,1%
0,32  

Δ=–3,0%
0,34 

Δ=3,0%
0,33 

Δ=0,0%
0,34 

Δ=3,0%
0,33 

Δ=0,0%
0,34 

Δ=3,0%
0,33 

Δ=0,0%

Спектральная чистота 
пика ЛВ

Пик
чистый

Пик
чистый

Пик
чистый

Пик
чистый

Пик
чистый

Пик
чистый

Пик
чистый

Пик
чистый

Пик
чистый

Пик
чистый
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Предложен новый подход к исследованию ро-

бастности методик ВЭЖХ/УЭЖХ, включающий анализ 
рисков. Он дает возможность более надежно обосно-
вывать как выбор, так и исключение определенных 
факторов при исследовании робастности методик 
ВЭЖХ/УЭЖХ. Проведена обобщенная оценка рисков, 
связанных с тем, что при тестировании робастности 
методик ВЭЖХ/УЭЖХ не будет исследовано влияние 
некоторых факторов, потенциально способных вли-
ять на результаты анализов. Подчеркнуто, что робаст-
ность методик необходимо исследовать по отноше-
нию ко всем факторам высокого и среднего риска. 

Уровень риска факторов зависит от конкретной 
методики и определяется с использованием специ-
альной матрицы и таблицы для оценки критичности 
фактора и вероятности его критического воздейст- 
вия на отклики. Для факторов, часто имеющих высо-
кий и средний уровень риска, приведены ориенти-
ровочные значения пределов изменения. Даны также 
ориентировочные значения допустимых пределов из-
менения откликов, которые необходимо контролиро-
вать при исследовании робастности методик ВЭЖХ/
УЭЖХ. 

Приведен пример исследования робастности при 
валидации градиентной методики ВЭЖХ для опреде-
ления примесей с помощью анализа рисков и метода 
«one-factor-at-a-time».
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