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L221/8 UREDNI VESTNIK EVROPSKYCH SPOLECENSTVI 17.8.2002

ROZHODNUTI KOMISE
ze dne 14. srpna 2002,
kterym se provadi smérnice Rady 96/23/ES, pokud jde o provddéni analytickych metod a interpre-

taci vysledkd

(ozndmeno pod cislem K(2002) 3044)

(Text s vyznamem pro EHP)

(2002/657ES)

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského spolecenstvi,

s ohledem na smérnici Rady 96/23/ES ze dne
29. dubna 1996 o kontrolnich opatienich u nékterych latek
a jejich rezidui v zivych zvifatech a Zivocisnych produktech
a o zruSeni smérnic 85/358/EHS a 86/469/EHS a rozhodnuti
89/187/EHS a 91/664[EHS ('), a zejména na ¢l 15 odst. 1
druhy pododstavec uvedené smérnice,

vzhledem k témto ddvodim:

(1)  Pfitomnost rezidui v produktech Zivocisného piivodu je
problémem z hlediska ochrany vefejného zdravi.

(20 V rozhodnuti 98/179/ES ze dne 23. tnora 1998,
kterym se stanovi provadéci pravidla pro dfedni odbér
vzorkd pro zji§tovani nékterych litek a jejich reziduf
v zivych zvitatech a Zzivocisnych produktech (%), se
stanovi, Ze analyzy vzorkli provadéji vyhradné labora-
tofe, které jsou pfislusnym vnitrostitnim orgdnem
schvaleny pro tfedni kontrolu rezidui.

(3)  Je nezbytné zajistit jakost a porovnatelnost analytickych
vysledkii ziskdvanych laboratofemi, které jsou schvaleny
pro tfedni kontrolu rezidui. Tohoto cile by mélo byt
dosazeno uplatnovanim systémi zabezpecovani jakosti,
zejména pouzivinim metod, které jsou validovany
obecnymi postupy a na zdkladé pracovnich kritérii,
a dale zajisténim ndvaznosti na vSeobecné pfijaté stan-
dardy.

(4) Ve smérnici Rady 93/99/EHS ze dne 29. fijna 1993
o doplnujicich opatfenich tykajicich se tfedniho dozoru
nad potravinami a v rozhodnuti 98/179/ES (*) se poza-
duje, aby byly od ledna 2002 laboratofe pro ufedni

(') Uf. vést. L 125, 23.5.1996, s. 10.
() Ut.vést. L 65, 5.3.1998, s. 31.
() Uf.vést. L 290, 24.11.1993, s. 14.

kontrolu akreditovany podle normy ISO 17025. Podle
rozhodnuti 98/179/ES se vyzaduje, aby se akreditované
laboratofe acastnily mezindrodné uzndvanych externich
programt hodnoceni fizeni jakosti a akreditatnich
programu. Akreditované laboratofe musi kromé toho
prokdzat svou odbornou zpusobilost pravidelnou
a usp&nou  ucasti v odpovidajicich  programech
zkouSeni odborné zpusobilosti, které jsou uzndviny
nebo organizovdny ndrodnimi referen¢nimi laboratofemi
nebo referenénimi laboratofemi Spolecenstvi.

Pro zlepseni koordinace vyviji v souladu se smérnici
96/23(ES cinnost sit referencnich laboratofi Spolecen-
stvi, ndrodnich referen¢nich laboratof{ a ndrodnich
kontrolnich laboratofi.

Vzhledem k pokroku, ke kterému doslo v analytické
chemii od pfijeti smérnice 96/23[ES, byla koncepce
rutinnich a referen¢énich metod nahrazena pfistupem,
ktery je zaloZzen na vymezeni pracovnich kritérii
a postupt validace pro screeningové a potvrzovaci
metody.

S cilem zajistit harmonizované provadéni smérnice
96/23[ES je nezbytné stanovit spole¢nd kritéria pro
interpretaci vysledkt zkousek ziskanych dfednimi labo-
ratofemi.

S cillem zajistit harmonizované provadéni smérnice
96/23[ES je nezbytné, aby byly postupné stanoveny
minimélni pozadované pracovni limity (MPPL) analytic-
kych metod pro stanoveni latek, pro néZ nejsou stano-
veny zadné nejvyssi ptipustné hodnoty, a zejména pro
stanoveni latek, jejichZ pouzivani neni na trovni Spole-
enstvi povoleno, nebo je vyslovné zakdzano.
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(99 Rozhodnuti Komise 90/515/EHS ze dne 26. zai{ 1990,
kterym se stanovi referencni metody detekce rezidui
tézkych  kovii  a arsenu ('), rozhodnuti Komise
93/256/EHS ze dne 14. kvétna 1993, kterym se stanovi
metody detekce rezidui litek s hormondlnim nebo
thyrostatickym  dc¢inkem (%), a rozhodnuti ~Komise
93/257[EHS ze dne 15. dubna 1993, kterym se stanovi
referenéni metody a seznam ndrodnich referen¢nich
laboratofi pro detekci rezidui (), naposledy pozménéné
rozhodnutim  98/536[ES (), jiz byla pfezkoumdna
s cilem zohlednit vyvoj védeckych a technickych
znalosti a bylo zji§téno, Ze oblast jejich ptisobnosti
a jejich znéni zastaraly, a uvedend rozhodnuti by tedy
méla byt timto rozhodnutim zrusena.

(10) Meélo by byt stanoveno piechodné obdobi s cilem
umoznit pfizptisobeni metod analyzy dfednich vzorka
ustanovenim tohoto rozhodnuti.

(11)  Opatieni tohoto rozhodnuti jsou v souladu se stano-
viskem Stdlého vyboru pro potravinovy fetézec a zdravi
zvifat,

PRIJALA TOTO ROZHODNUTI:

Cldnek 1
Pfedmét a oblast piisobnosti

Timto rozhodnutim se stanovi pravidla pro analytické metody,
které maji byt pouzity pro zkouseni Gfednich vzorkd odebra-
nych podle ¢l. 15 odst. 1 druhé véty smérnice 96/23[ES,
a specifikuji se spolecnd kritéria pro interpretaci vysledkd
analyz, které na téchto vzorcich provedou dfedni kontrolni
laboratofe.

Toto rozhodnuti se nevztahuje na latky, pro néz jsou v jinych
pfedpisech Spolecenstvi stanovena zvlastni pravidla.

Cldnek 2
Definice

Pro déely tohoto rozhodnuti jsou pouzitelné definice uvedené
ve smérnici 96/23[ES a v piiloze tohoto rozhodnuti.

Cldnek 3
Analytické metody
Clenské stdty zajisti, aby byly diedni vzorky odebrané podle
smérnice 96/23/ES analyzoviny metodami, které

a) jsou zdokumentovany v pokynech pro zkousky, prednostné
podle normy ISO 78-2 (6);

b) jsou v souladu s &sti 2 piilohy tohoto rozhodnuti;
¢) byly validovdny postupy popsanymi v Casti 3 piilohy;
d) jsou v souladu s piislusnymi minimalnimi pozadovanymi

pracovnimi limity (MPPL) stanovenymi podle ¢lanku 4.

(') Uf.veést. L 286, 18.10.1990, s. 33.
() Uf. vést. L 118, 14.5.1993, 5. 64.
() Ut.vest. L 118, 14.5.1993,s. 75.
() Uf.vést. L 251, 11.9.1998, s. 39.

Cldnek 4
Minimélni poZadované pracovni limity

Toto rozhodnuti bude pfezkoumavano za tGéelem postupného
stanoveni minimalnich pozadovanych pracovnich limitti (MPPL)
analytickych metod, které maji byt pouzity pro stanoveni latek,

vvvvv

Cldnek 5
Rizeni jakosti

Clenské stity zajisti, aby byla zabezpecena jakost vysledkil
analyz vzorkt odebranych podle smérnice 96/23[ES, a to ze-
jména monitorovanim vysledkt zkousek a/nebo kalibraci podle
kapitoly 5.9 normy ISO 17025 (1).

Cldnek 6
Interpretace vysledki

1. Vysledek analyzy se povazuje za pozitivni, je-li pfi pouziti
potvrzovaci metody u analytu piekrocena rozhodovaci mez.

2. Je-li pro latku stanovena nejvyssi piipustnd hodnota, je
rozhodovaci mezi koncentrace, pfi jejimz piekrocenti lze se sta-
tistickou spolehlivosti 1 — a konstatovat, Ze byla skute¢né

vvvvv

3. Neni-li pro latku stanovena nejvyssi pipustnd hodnota, je
rozhodovaci mezi nejniZ$i koncentrace analytu, pfi jejimz dosa-
zeni lze se statistickou spolehlivosti 1 — a konstatovat, Ze je
analyt piitomen.

4.V ptipadé latek uvedenych ve skupiné A v piiloze
I smérnice 96/23/ES musi byt chyba a nejvyse 1 %. V piipadé
viech ostatnich latek musi byt chyba a nejvyse 5 %.

Cldnek 7

Zru$eni
Zruduji se rozhodnuti  90/515[EHS, 93/256/EHS a
93/257EHS.

Cldnek 8

Pfechodnd ustanoveni

Metody pro analyzu tfednich vzorkt latek uvedenych ve
skupiné A v pfiloze I smérnice 96/23/ES, které splnuji kritéria
stanovend v nafizenich ~ 90/515/EHS,  93/256/EHS a
93/257EHS, mohou byt pouziviny nejdéle dva roky po vstupu
tohoto rozhodnuti v platnost. Metody, které jsou v soucasné
dobé pouzivany pro stanoveni litek uvedenych ve skupiné B
v pfiloze I smérnice 96/23/ES, musi byt uvedeny do souladu
s timto rozhodnutim nejpozdéji do péti let ode dne zahdjeni
pouzivani tohoto rozhodnuti.
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Cldnek 9
Pouzitelnost

Toto rozhodnuti se pouzije ode dne 1. zaf{ 2002.

Cldnek 10
Urceni

Toto rozhodnuti je uréeno ¢lenskym stattm.

V Bruselu dne 14. srpna 2002.

Za Komisi
David BYRNE

clen Komise
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PRILOHA
PRACOVNI KRITERIA, DALSI POZADAVKY A POSTUPY PRO ANALYTICKE METODY

1. DEFINICE

Sprévnosti se rozumi tésnost souhlasu mezi vysledkem zkousky a pfijatou referenéni hodnotou (2). Je urcena
pravdivosti a pfesnosti.

Chybou alfa (a) se rozumi pravdépodobnost, Ze zkouSeny vzorek nespliiuje pozadavky, ackoli byla naméfena
nevyhovujici hodnota (falesné pozitivni vysledek).

Analytem se rozumi ldtka, kterd ma byt detekovdna, identifikovana nebo kvantitativné stanovena, a jeji derivaty,
které vzniknou v prtibéhu analyzy.

Chybou beta (f) se rozumi pravdépodobnost, Ze zkouseny vzorek ve skute¢nosti nespliiuje pozadavky, ackoli
byla naméfena vyhovujici hodnota (falesné negativni vysledek).

Vychylenim se rozumi rozdil mezi stiedni hodnotou vysledkt zkousky a pfijatou referen¢ni hodnotou (2).

Kalibra¢nim standardem se rozumi prostiedek pro méfeni, ktery reprezentuje urcité mnozstvi urcované latky
navdzané na referen¢ni stav.

Certifikovanym referenénim materidlem (CRM) se rozumi materidl, ktery md urcity deklarovany obsah analytu.

Simultdnni chromatografii se rozumi postup, pii némz je extrakt pfed chromatografii rozdélen na dvé casti.
U prvni &asti se provede chromatografickd analyza. Druhd cdst se smisi se standardem analytu, ktery méd byt
méfen. U této Casti se rovnéz provede chromatografickd analyza. Pfidané mnozstvi standardu analytu se mus{
blizit odhadovanému mnozZstvi analytu v extraktu. Tato metoda je vhodnd pro zlepeni identifikace analytu pfi
pouziti chromatografickych metod, zejména nelze-li pouzit vhodny vnitin{ standard.

Kolaborativni studif se rozumi analyza téhoz vzorku toutéZz metodou za tGcelem stanoveni pracovnich charakte-
ristik metody. Touto studif jsou zachyceny chyby méfeni a systematickd chyba laboratore.

Potvrzovacimi metodami se rozuméji metody, které poskytuji dplnou nebo dopliwjici informaci pro jedno-
znacnou identifikaci litky a podle potieby jeji kvantitativni stanoveni na sledované koncentra¢ni Grovni.

Rozhodovaci mezi (CCa) se rozumi mez, pii jejimz dosazeni a prekroceni lze konstatovat, Ze vzorek s pravdé-
podobnosti a nespliiuje pozadavky.

Detekéni schopnosti (CCR) se rozumi nejmensi mnozstvi latky, které maze byt s nejistotou £ ve vzorku deteko-
véano, identifikovdno a/nebo kvantitativné stanoveno. V piipadé latek, pro néz neni stanovena nejvyssi piipustnd
hodnota, je detekéni schopnosti nejnizsi koncentrace, pfi niz 1ze metodou identifikovat skute¢né kontaminované
vzorky se statistickou spolehlivosti 1 — 8. V pfipadé latek, pro néz je stanovena nejvyssi piipustnd hodnota, se
detekéni schopnosti rozumi koncentrace, pii jejimz dosazeni 1ze metodou detekovat nejvyssi piipustné koncen-
trace s pravdépodobnosti 1 — f.

Uméle obohacenym vzorkem se rozumi vzorek obohaceny o zndmé mnozstvi analytu, ktery ma byt detekovan.

Mezilaboratorni (srovnévaci) studii se rozumi zorganizovani, provedeni a vyhodnoceni testu, jehoz dcelem je
zjistit na tomtéz vzorku schopnost dvou a vice laboratofi provadét za predem stanovenych podminek zkousku.
Podle Géelu 1ze studie rozdélit na kolaborativni studie a studie odborné zptsobilosti.

Vnitinim standardem (IS) se rozumi ldtka, kterd neni obsazena ve vzorku, jejiz fyzikdlné-chemické vlastnosti se
co nejvice podobaji vlastnostem analytu, ktery méd byt detekovén, a kterd se pfiddvd do kazdého vzorku a do
kazdého kalibra¢niho standardu.

Laboratornim vzorkem se rozumi vzorek piipraveny pro odesldni do laboratofe, u néhoz se piedpoklddd, ze
bude zkouman nebo zkousen.

Sledovanou trovni se rozumi koncentrace litky nebo analytu ve vzorku, kterd je vyznamnd pro rozhodovani
o tom, zda jsou splnény pozadavky pravnich pfedpisi.

Minimalnim pozadovanym pracovnim limitem (MPPL) se rozumi nejmensi obsah analytu ve vzorku, pficemz
analyt musi byt pfi nejmensim detekovdn a prokdzan. Md umoznit harmonizaci pracovnich analytickych charak-
teristik metod pro ldtky, pro néz neni stanovena nejvyssi piipustnd hodnota.
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Pracovni charakteristikou se rozumi funkéni kvalita, kterou Ize analytické metodé pfisoudit. MiZe ji byt napiiklad
specifi¢nost, spravnost, pravdivost, presnost, opakovatelnost, reprodukovatelnost, vytéznost, detekéni schopnost
a robustnost.

Pracovnimi kritérii se rozuméji pozadavky na pracovni charakteristiky, podle nichz Ize rozhodnout, zda je analy-
tickd metoda vhodnd k danému tcelu a zda poskytuje spolehlivé vysledky.

Nejvys$simi pripustnymi hodnotami se rozuméji maximalni limity rezidui, maximalni koncentra¢ni tirovné nebo
maximdlni tolerance pro ldtky, které jsou stanoveny v jinych pravnich pfedpisech Spolecenstvi.

Presnosti se rozumi tésnost souhlasu mezi nezdvislymi vysledky zkousky ziskanymi za (pfedem) stanovenych
podminek. Pfesnost je obvykle vyjddiena mirou nepfesnosti a vypocte se jako smérodatnd odchylka vysledki
zkousky. Mensi piesnost je vyjadiena vétsi smérodatnou odchylkou (2).

Studif odborné zptisobilosti se rozumi provedeni analyzy téhoz vzorku, pficemz laboratofe mohou pouzit vlastni
metody, pokud se tyto metody rutinné pouzivaji. Studie musi byt provedena podle pokynd ISO 43-1 (3) a 43-2
(4) a lze ji pouzit k posouzeni reprodukovatelnosti metod.

Kvalitativni metodou se rozumi analytickd metoda, kterou se provede identifikace litky na zdkladé jejich chemic-
kych, biologickych nebo fyzikdlnich vlastnosti.

Kvantitativni metodou se rozumi analytickd metoda, kterou se stanovi mnozstvi nebo hmotnostni pomér latky
tak, Ze je lze vyjadfit ¢iselné ve vhodnych jednotkdch.

Slepym stanovenim s ¢inidly se rozumi provedeni celého postupu analyzy bez zkusebniho podilu nebo s pou-
zitim ekvivalentniho mnozstvi vhodného rozpoustédla namisto zkusebniho podilu.

Vytéznosti se rozumi procentudlni podil skutecné koncentrace ltky, ktery bylo mozné postihnout béhem analy-
tického postupu. Neni-li k dispozici certifikovany referenéni materidl, stanovi se vytéznost pii validaci.

Referenénim materidlem se rozumi materidl, u néhoz bylo validovanou metodou potvrzeno, Ze lze jednu nebo
vice jeho vlastnosti pouzit ke kalibraci pfistroje nebo k ovéfeni metody méfeni.

Opakovatelnosti se rozumi pfesnost za podminek opakovatelnosti (2).

Podminkami opakovatelnosti se rozuméji podminky, za nichZ jsou nezdvislé vysledky zkousky ziskdny toutéz
metodou, na téze zkousené polozce, timtéz pracovnikem pii pouziti téhoZ zafizeni (2).

Reprodukovatelnosti se rozumi presnost za podminek reprodukovatelnosti (2, 4).

Podminkami reprodukovatelnosti se rozuméji podminky, za nichz jsou vysledky zkousky ziskdny toutéz
metodou, na téZe zkousené polozce v riiznych laboratofich pii pouziti rizného zafizeni (2, 4).

Robustnosti se rozumi citlivost analytické metody na zmény experimentélnich podminek a mize byt vyjadrena
vyctem materidld vzorku, analytli, podminek skladovéni, podminek prostiedi a podminek piipravy vzorku, za
nichz lze metodu pouZzit tak, jak je popsdna, nebo s malymi Gpravami. U experimentdlnich podminek, které by
mohly v praxi kolisat (napf. stabilita reak¢nich ¢inidel, slozeni vzorku, pH, teplota) by mély byt uvedeny zmény,
které by mohly mit vliv na analyticky vysledek.

Stanovenim se slepym vzorkem se rozumi provedeni celého postupu analyzy se zkusebnim podilem odebranym
ze vzorku, ktery neobsahuje analyt.

Screeningovou metodou se rozumi metoda slouzici k detekovani ptitomnosti latky nebo t¥idy litek na sledované
koncentra¢ni drovni. Tyto metody maji vysokou kapacitu, pokud jde o mnozstvi vzorkd, a jsou pouziviny
k vytfidéni potencidlné pozitivnich vzorkt z velkého mnozstvi vzorkd. Jsou specidlné vyvinuty tak, aby nepo-
skytovaly falesné negativni vysledky.

Vnitrolaboratorni validaci (in-house validation) se rozumi analytickd studie provddénd po urcitou odivodnénou
dobu v rdmci jedné laboratofe pro urcitou metodu analyzy na tomtéz zkuSebnim materidlu nebo na riznych
zkusebnich materidlech za rtiznych podminek.

Specificnosti se rozumi schopnost metody rozlisit mezi méfenym analytem a jinymi ldtkami. Tato charakteristika
zdvisi pfevdzné na popsané technice méfeni, muZe se viak ménit v zdvislosti na typu slouceniny nebo na
matrici.



498

Utedni véstnik Evropské unie

03/sv. 36

1.40
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1.46

Standardnim pfidavkem se rozumi postup, pii némz se zkusebni vzorek rozdéli na dva zkusebni podily (nebo
vice). Jeden podil se analyzuje jako takovy a ke druhému zkuSebnimu podilu se pfed analyzou piidd zndmé
mnozstvi standardu daného analytu. Pfidané mnozstvi standardu analytu musi byt dvojndsobkem aZ pétini-
sobkem odhadnutého mnoZstvi analytu ve vzorku. Uéelem toho postupu je stanovit obsah analytu ve vzorku,
pii¢emz se zohledni vytéZnost analytického postupu.

Standardem analytu se rozumi analyt se zndimym a certifikovanym obsahem a ¢istotou urceny k pouziti jako
referencnf latka pfi analyze.

Latkou se rozumi sloucenina uréitého nebo presného chemického slozeni a jeji metabolity.

Zkusebnim podilem se rozumi mnozZstvi materidlu odebrané ze zkusebniho vzorku a urcené ke zkouseni nebo
vysetieni.

Zkusebnim vzorkem se rozumi vzorek pfipraveny z laboratorniho vzorku a urceny k odebrdni zkusebniho
podilu.

Pravdivosti se rozumi tésnost souhlasu mezi primérnou hodnotou ziskanou z velkého poctu vysledkii méfeni
s piijatou referen¢ni hodnotou. Pravdivost se obvykle vyjadiuje vychylenim (2).

Jednotkou se rozuméji jednotky popsané v normé ISO 31 (20) a ve smérnici 71/354/ES (19).

Validaci se rozumi proces, pii némz se zkoumdnim a ndslednym poskytnutim objektivniho diikazu potvrdi, Ze
jsou splnény specifikované pozadavky zamysleného pouziti (1).

Vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti se rozumi presnost dosazend v rdmci téze laboratofe za (pfedem) stanove-

nych podminek (které se tykaji napt. metody, zkousenych materidlt, pracovniki a vnéjsich podminek) béhem
urcitého odavodnéného ¢asového intervalu.

2. PRACOVNI KRITERIA A JINE POZADAVKY NA ANALYTICKE METODY

Analytické metody nebo kombinace metod jinych nez téch, které jsou niZe popsany, mohou byt pro tcely screeningu
nebo potvrzeni pouzity pouze tehdy, pokud prokazatelné spliwji piislusné pozadavky stanovené v tomto rozhodnuti.

2.1.2.1

2.1.2.2

2.1 OBECNE POZADAVKY

Zachdzeni se vzorky

Zptsob ziskani vzorkd, zachdzeni s nimi a jejich zpracovani musi zachovat co nejvétsi moznost pro detekovani
latky. Pfi zachdzeni se vzorkem musi byt vylouc¢ena moznost kontaminace nebo ztraty analytt.

Provadéni zkousek

Vyitéznost

Pii analyze vzorki musi byt u kazdé davky vzorkt zji§téna vytéznost, pokud se nepouzije pevné stanovend
hodnota vytéznosti. Pokud lezi vytéinost v pfedem uréenych mezich, mdze byt pouZit pevné stanoveny
korekéni faktor. V opacném piipadé se pouzije vytéZnost zjidténd pro danou davku, pokud vsak neni tieba
pouzit vytéznost, kterd je specifickd pro dany analyt ve vzorku; v takovém piipadé se pro kvantitativni stano-
ven{ analytu ve vzorku pouZije metoda standardniho pfidavku (viz bod 3.5) nebo vnitini standard.

Specificnost
Metodou musi byt mozné za experimentalnich podminek rozlisit mezi méfenym analytem a jinymi ldtkami.
Musi byt uvedeno, do jaké miry je to mozné. Pfi pouZivani popsanych technik méfeni musi byt vyuzito vSech

zptisobt, jak zamezit pfedpoklddanému rusen{ jinymi ldtkami, napf. homology, analogickymi latkami, produkty
metabolismu sledovaného rezidua. Nanejvy3 dilezité je prozkoumdni rusivych vlivii slozek matrice.

2.2 SCREENINGOVE METODY

V souladu se smérnici 96/23/ES mohou byt pro dcely screeningu pouzity pouze analytické postupy, u nichz lze zpétné
na dokumentech prokdzat, Ze jsou validovany a Ze je u nich pravdépodobnost falesné negativniho vysledku na sledo-
vané Grovni mensi nez 5 % (chyba ). P podezieni Ize pozitivni vysledek potvrdit potvrzovaci metodou.
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2.3 POTVRZOVACI METODY PRO ORGANICKA REZIDUA A KONTAMINUJICI LATKY

Potvrzovaci metody pro organickd rezidua nebo kontaminujici litky musi poskytovat informace o chemické struktufe
analytu. Proto metody zaloZené pouze na chromatografické analyze bez pouziti spektrometrické detekce nejsou samy
o sobé vhodné jako potvrzovaci metody. Neni-li v3ak jedind technika dostatecné specifickd, je tfeba pozadované specific-
nosti dosdhnout analytickymi postupy, které se sklddaji z vhodnych kombinaci ¢isténi, chromatografickych separaci
a spektrometrické detekce.

Nésledujici metody nebo kombinace metod jsou povazovany za vhodné pro identifikaci organickych rezidui nebo konta-
minujicich latek patiicich do uvedenych skupin latek:

Tabulka 1

Vhodné potvrzovaci metody pro organickd rezidua a kontaminujici latky

Latky z prilohy 1

smérnice 96/23/ES Omezeni

Méfici technika

LC nebo GC s hmotnostné Skupiny A a B Pouze po provedeni on-line nebo off-line chromatografické sepa-
spektrometrickou detekei race

Pouze pii metodé snimdni celého spektra (full-scan), nebo jsou-li
pii postupech, které nevyuzivaji snimdni celého spektra, pouzity
alespon 3 (skupina B) nebo 4 (skupina A) identifika¢ni body

LC nebo GC s infracervenou | Skupiny A a B Musi byt splnény specifické pozadavky na absorpci pfi pouziti

spektrometrickou detekei infracervené spektrometrie

LC-full-scan-DAD Skupina B Musi byt splnény specifické pozadavky na absorpci pii pouziti
UV-spektrometrie

LC fluorescen¢ni detekce Skupina B Pouze pro molekuly, které vykazuji pfirozenou fluorescenci, a pro
molekuly, které vykazuji fluorescenci po transformaci nebo deriva-
tizaci

2D-TLC-full-scan UV|VIS Skupina B Dvourozmérnd HPTLC a simultdnni chromatografie jsou povin-

nymi metodami

GS-detektor elektronového | Skupina B Pouze pfi pouziti dvou kolon o riizné polarité
zachytu
LC-imunogram Skupina B Pouze pii pouziti alespoit dvou raznych chromatografickych

systému nebo druhé nezdvislé metody detekce

LC-UV/VIS (jedna vlnovd Skupina B Pouze pii pouziti alesponn dvou riznych chromatografickych

délka)

systémil nebo druhé nezavislé metody detekce

Obecnd pracovni kritéria a poZadavky

Potvrzovaci metody musi poskytovat informace o chemické struktufe analytu. Pokud se dand odezva vyskytuje
u vice latek, neni tato metoda schopna tyto sloueniny rozlisit. Metody zaloZené pouze na chromatografické
analyze bez pouziti spektrometrické detekce nejsou samy o sobé vhodné jako potvrzovaci metody.

Pokud se v rdmci metody pouzivd vhodny vnitini standard, musi byt pfiddn ke zkusebnimu podilu pied zaha-
jenim extrakéniho postupu. Podle dostupnosti by mél byt pouzit bud analyt znaceny stabilnimi isotopy, ktery je
vhodny zejména pro detekci hmotnostnim detektorem, nebo slouceniny, které maji podobnou strukturu jako
takovy analyt.

Nelze-li pouzit vhodny vnitini standard, provede se identifikace analytu simultdnni chromatografii. V tomto
piipadé se ziskd jeden pik, pficemz zvétSeni vysky (nebo plochy) piku odpovidd mnozstvi pfidaného analytu.
U plynové chromatografie (GC) nebo kapalinové chromatografie (LC) nesmi sitka piku v poloviné vysky kolisat
o vice nez 10 % a retencni Casy se nesmi lisit o vice nez 5 %. U metod zaloZenych na chromatografii na tenké
vrstvé (TLC) musi byt viditelné pouze skvrny, které podle pfedpokladu patii analytu; nesméji se objevovat nové
skvrny a intenzita skvrn se nesmi ménit.
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Referenéni materidly nebo obohacené materidly obsahujici zndmé mnozZstvi analytu na drovni nejvyssi pipustné
hodnoty, nebo rozhodovaci meze nebo blizko téchto hodnot (pozitivni kontrolni vzorek), a rovnéz negativni
kontrolni vzorky a ¢inidla pro slepé stanoveni by mély byt podrobeny celému postupu soucasné s kazdou
dévkou zkusebnich vzorkd, které maji byt analyzovdny. Poradi ndstfiku extraktt do analytické aparatury musi
byt ndsledujici: slepé stanoveni s ¢inidly, negativni kontrolni vzorek, vzorek, ktery md byt potvrzen (vzorky,
které maji byt potvrzeny), opét negativni kontrolni vzorek a nakonec pozitivni kontrolni vzorek. Kazdd
odchylka od tohoto pofadi musi byt zdivodnéna.

2.3.2  Dalsi pracovni kritéria a jiné pozadavky na kvantitativni metody analyzy

2.3.2.1 Pravdivost kvantitativnich metod

P opakovanych analyzich certifikovaného referencniho materidlu musi byt dosazeno nasledujicich doporuce-
nych hodnot rozpéti odchylky experimentdlné stanovené stfedni hodnoty hmotnostniho zlomku korigovaného
na vytéZnost od certifikované hodnoty:

Tabulka 2

Minimélni pravdivost kvantitativnich metod

Hmotnostni zlomek Rozpéti
< 1 pglkg od-50%do + 20 %
> 1 pglkg az 10 pglkg od-30%do + 10%
> 10 pg/kg od-20%do + 10%

Nejsou-li takové certifikované referen¢ni materidly k dispozici, je piijatelné zjistit pravdivost méfeni z vy-
téZnosti analyzy pfidavku zndmého mnozstvi analytu (analytt) ke slepé matrici. Udaje korigované na stfedni vy-
téZnost jsou piijatelné pouze tehdy, nachdzeji-li se v rozpéti uvedeném v tabulce 2.

2.3.2.2 Piesnost kvantitativnich metod
Vnitrolaboratorni varia¢ni koeficient (CV) pro opakovanou analyzu referenéniho nebo obohaceného materidlu

za podminek reprodukovatelnosti nesmi prekrocit hodnotu vypoctenou z Horwitzovy rovnice. Rovnice zni
takto:

CcV = 2(]—0,5 Iog)

kde C je hmotnostni zlomek vyjidieny jako mocnina deseti (napf. 1 mg/g = 10-). Pfiklady jsou uvedeny
v tabulce 3.

Tabulka 3

Piiklady varianich koeficientii reprodukovatelnosti kvantitativnich metod pro rozmezi hmotnostnich
zlomki analyti

Hmotnostni zlomek Variacni koeficient reprodukovatelnosti, CV (%)
1 pglkg *
10 pglkg )
100 pg/kg 23
1000 pglkg (1 mg/kg) 16

(*) V pfipadé hmotnostnich zlomk mensich nez 100 pglkg dévd pouziti Horwitzovy rovnice nepfijatelné vysoké vysledky.
Variacni koeficienty pro koncentrace nizsi nez 100 pg/kg tedy musi byt co nejmensi.

V piipadé analyz provadénych za podminek opakovatelnosti by se mél varia¢ni koeficient zpravidla nachazet
v rozmezi od jedné poloviny do dvou tfetin vySe uvedenych hodnot. V piipadé analyz provddénych za

podminek vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti nesmi byt vnitrolaboratorni varia¢ni koeficient vétsi nez
varia¢ni koeficient reprodukovatelnosti.

V piipadé litek, pro néZ je stanovena nejvyssi pripustnd hodnota, musi byt pii pouziti metody dosazeno
hodnoty vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti, kterd neni vy3si nez hodnota reprodukovatelnosti odpovidajici
varia¢nimu koeficientu pro koncentraci na drovni jedné poloviny nejvyssi ptipustné hodnoty.
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2.3.3  Pracovni kritéria a dalsi poZadavky na detekci hmotnostnim spektrometrem

Jako potvrzovaci metody pfichdzeji hmotnostné spektrometrické metody v Gvahu pouze v provedeni on-line

nebo off-line chromatografické separace.

2.3.3.1 Chromatografickd separace

Pii postupech zalozenych na kombinaci plynové chromatografie a hmotnosti spektrometrie GC-MS se separace
plynovou chromatografii provede na kapilarnich kolondch. Pfi postupech zalozenych na kombinaci kapalinové
chromatografie a hmotnostni spektrometrie LC-MS se chromatografickd separace provede na vhodnych kolo-
nich pro LC. V kazdém piipadé je minimdlnim pfijatelnym retenénim Casem pro vySetfovany analyt dvojnd-
sobek reten¢niho Casu, ktery odpovidd mrtvému objemu kolony. Retencni cas (nebo relativni retencni Cas)
analytu ve zkuSebnim podilu musi v rdmci stanoveného rozmezi odpovidat retenénimu Casu (relativnimu
retenénimu casu) kalibra¢niho standardu. Rozmezi reten¢niho ¢asu musi odpovidat rozlisovaci schopnosti chro-
matografického systému. Pomér chromatografického reten¢niho ¢asu analytu a vnitfntho standardu, tj. relativni
retenéni Cas analytu, musi odpovidat relativnimu reten¢nimu Casu kalibracniho roztoku s toleranci + 0,5 %

uGCa=* 25%u LC.

2.3.3.2 Hmotnostné spektrometrickd detekce

PFi detekci hmotnostnim spektrometrem se pouziji napiiklad techniky snimdni celého spektra (full-scan) nebo
sledovdn{ vybranych ionti (selected ion monitoring) (SIM) a rovnéz techniky zaloZené na tandemové hmotnostni
spektrometrii MS-MS®, napf. selected reaction monitoring (SRM), nebo vhodné techniky MS nebo MS-MS* v kombi-
naci s vhodnymi ioniza¢nimi technikami. V p#{padé hmotnostni spektrometrie s vysokym rozlisenim (high-
resolution mass spectrometry) (HRMS) musi byt rozlideni obecné lepsi nez 10 000 v celém rozsahu hmotnosti pti

10 % sedle.

Snimdni celého spektra (full-scan): Provadi-li se pfi hmotnostni spektrometrii snimdni celého spektra, musi byt
piitomny vSechny méfené diagnostické ionty (molekulovy iont, charakteristické adukty molekuldrniho iontu,
charakteristické iontové fragmenty a isotopové ionty), které maji v referencnim spektru kalibra¢niho standardu

relativni intenzitu vyssi nez 10 %.

Sledovani vybranych iontli (SIM): Provadi-li se hmotnostné spektrometrické stanoveni fragmentografif, musi byt
molekuldrnim iontem pfednostné jeden z vybranych diagnostickych iontd (molekuldrni iont, charakteristické
adukty molekuldrnich iontd, charakteristické iontové fragmenty a isotopové ionty). Neni tfeba, aby vybrané
diagnostické ionty pochdzely vyhradné z téze ¢dsti molekuly. Pomér signdl-Sum musi byt pro kazdy diagno-

sticky iont 3:1.

Full-scan a SIM: Relativni intenzity detekovanych ionti vyjadfené v procentech intenzity nejintenzivnéjsiho
iontu nebo pfesmyku musi v rdmci nize uvedenych toleranci odpovidat relativnim intenzitdm kalibra¢niho stan-
dardu z kalibra¢nich vzorkd nebo z uméle obohacenych vzorkti, a to pii srovnatelnych koncentracich a za

tychz podminek méfent:

Tabulka 4
Nejvyssi pfipustné tolerance pro relativni intenzity iontét u nékolika hmotnostné spektrometrickych
technik
Relativni intenzita EI-GC-MS CI-GC-MS, GC-MS», LC-MS, LC-MS»
(% zdkladniho piku) (relativné) (relativné)

> 50% + 10%
> 20 % az 50 % + 10%
> 10 % az 20 % + 20%
< 10% + 50%

+

H+

+

+

20 %
25%
30 %
50 %

Vyhodnoceni hmotnostniho spektra: Relativni intenzity diagnostickych iontd a/nebo iontovych pért prekurzor/
produkt musi byt stanoveny porovnanim spektra nebo integrovanim signdld jednotlivych iontd. Je-li provadéna
korekce na pozadi, musi byt provddéna jednotné v celé ddvce (viz bod 2.3.1, odstavec 4) a musi byt jedno-

zna¢né uvedena.

Full-scan: Zaznamendvé-li se pii spektrometrii jednotlivych iontl celé spektrum, musi byt piitomny alespor
¢tyii ionty s relativni intenzitou 10 % zdkladniho piku. Jsou-li v referenénim spektru pfitomny molekuldrni
ionty s intenzitou 10 %, musi byt zahrnuty. Alespon u Ctyf iontli musi relativni intenzity lezet v mezich
nejvyssich piipustnych toleranci (tabulka 5). Vyhleddvani mizZe byt provedeno pomoci digitdlni knihovny.
V tomto piipadé musi byt pfi porovnavani hmotnostniho spektra zkousenych vzorka a spektra kalibraéntho
roztoku piekrocen faktor kritické shody. Tento faktor musi byt pro kazdy analyt stanoven pii procesu validace,
a to na zdkladé spektra, pro néZ jsou splnéna nize uvedend kritéria. Musi byt prozkoumdna proménlivost
spektra zptisobend matrici vzorku a pracovnimi charakteristikami detektoru.



502

Utedni véstnik Evropské unie

03/sv. 36

SIM: Méfi-li se hmotnostni fragmenty jinymi technikami nez snimédnim celého spektra, musi byt k vyhodnoceni
dat pouzit systém identifikacnich bodii. Pro potvrzeni ldtek uvedenych ve skupiné A v pifloze 1 smérnice
96/23[ES se pozaduji nejméné 4 identifikacni body. Pro potvrzeni litek uvedenych ve skupiné B v piiloze 1
smérnice 96/23[ES se pozaduji nejméné 3 identifikacni body. V nize uvedené tabulce je uveden pocet identifi-
ka¢nich bodt, kterych lze u kazdé ze zdkladnich hmotnostné spektrometrickych technik dosdhnout. Pfi blizsim
uréeni identifika¢nich bodg, které jsou nezbytné pro potvrzeni, a vypoctu celkového poctu identifikacnich boda
vSak musi byt splnény tyto podminky:

a) musi byt proméfen alespori jeden iontovy pomér,
b) vSechny relevantni proméfené iontové poméry musi splnit vyse uvedend kritéria, a

¢) pro tGcely ziskdni minimdlnitho poctu identifika¢nich bodt mohou byt kombinoviny maximélné tfi samo-
statné techniky.

Tabulka 5

Vztah mezi typem fragmentace a dosaZzenym poctem identifika¢nich bodi

Hmotnostné spektrometrickd technika Dosazeny pocet identifikac¢nich bodii na iont

Hmotnostni spektrometrie s nizkym rozlidenim 1,0

(LR)

LC-MS" prekurzorovy iont 1,0

LC-MS pfechodny produkt 1,5

HRMS 2,0

HR-MS® prekurzorovy iont 2,0

HR-MS" pfechodny produkt 2,5

Pozndmky:

(1) Kazdy iont miize byt pocitin pouze jednou.

(2) GC-MS s elektronovou ionizaci a GC-MS s chemickou ionizaci se povazuji za odlisné techniky.

(3) Razné analyty lze pouzit ke zvyseni poctu identifikacnich bodt pouze tehdy, pokud derivaty vyuzivaji rizné reakéni
chemismy.

(4) Nasledujicimi technikami lze pro ldtky ze skupiny A v pfiloze I smérnice 96/23/ES ziskat pii dodrzeni pfislusnych kritérii
pro tyto techniky nejvyse jeden identifika¢ni bod: HPLC kombinovana s full-scan spektrometrii a s detekei diodovym polem
(DAD); HPLC kombinovand s fluorescenénim detektorem; kombinace HPLC-imunogram; dvourozmérnd TLC kombinovand
se spektrometrickou detekei.

(5) Prechodné produkty zahrnuji jak dcefiné produkty, tak produkty dalsich generaci.

Tabulka 6

Piiklady poctu identifika¢nich bodi ziskanych pro soubor technik a jejich kombinace (n je celé &islo)

Technika (techniky) Pocet iontil Identifika¢ni body
GC-MS (EI nebo CI) N N
GC-MS (El a CI) 2 () + 2 (C)) 4
GC-MS (EI nebo CI) 2 derivity | 2 (derivat A) + 2 (derivdt B) 4
LC-MS N N
GC-MS-MS 1 prekurzor a 2 dcefiné 4
LC-MS-MS 1 prekurzor a 2 dcefiné 4
GC-MS-MS 2 prekurzorové ionty, kazdy s 1 dcefinym 5
LC-MS-MS 2 prekurzorové ionty, kazdy s 1 dcefinym 5
LC-MS-MS-MS 1 prekurzorovy,l deefiny a 2 z dalsi gene- 5,5
race
HRMS N 2n
GC-MS a LC-MS 2+ 2 4
GC-MS a HRMS 2 +1 4
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2.3.4.1

2.3.4.2

2.3.5.1

2.3.5.2

Pracovni kritéria a jiné poZadavky na chromatografii kombinovanou s infracervenym detektorem

Adekvétni pdsy: Adekvitnimi pdsy jsou absorpéni maxima v infracerveném spektru kalibra¢niho standardu,
ktera spliuji ndsledujici pozadavky.

Infracervend detekce
Absorpéni maximum: Musi se nachdzet v rozmezi od 4 000 do 500 cm.

Intenzita absorpce: Nesmi byt
a) v piipadé specifické moldrni absorbance (vzhledem k zdkladné pdsu) mensi nez 40 %, nebo

b) v piipadé relativni absorbance mensi nez 12,5 % absorbance nejintenzivnéjsiho piku v oblasti od 4 000 do
500 cm’l,

v obou piipadech méfeno vzhledem k nulové absorbanci, a ddle mensi nez 5 % absorbance nejintenziv-
ngjstho piku v oblasti od 4 000 do 500 cm, v obou piipadech méfeno vzhledem k zdkladné piku.

Pozndmka:

Ackoli lze adekvatni pasy podle pism. a) z teoretického hlediska upfednostnit, 1ze pasy podle pism. b) v praxi
snadnéji stanovit.

V infracerveném spektru analytu se méfi pdsy, jejichZz vlnocty odpovidaji adekvitnimu pdsu ve spektru ka-
libra¢niho standardu s toleranci £ 1 cm'.

Hodnoceni infracerveného spektra

K absorpci musi dochdzet ve vSech oblastech spektra analytu, které odpovidaji adekvitnimu pdsu v refe-
renénim spektru kalibra¢niho standardu. Je nutné, aby ve spektru kalibraéniho standardu bylo nejméné Sest
adekvatnich pdsti. Je-li ve spektru méné nez Sest adekvatnich pdst (7), nelze doty¢né spektrum pouzit jako refe-
ren¢ni spektrum. ,Skore, tj. procentudlni podil adekvétnich pdst nalezenych v infracerveném spektru analytu,
musi byt alespon 50. Neni-li pfesnd shoda adekvétnich pdsti moznd, nesmi p¥islusnd oblast spektra analytu
vylucovat p¥itomnost shodnych pdst. Postup je pouzitelny pouze pro piky ve spektru vzorku s intenzitou
alespor trojndsobnou oproti sumu mezi dvéma pdsy.

Pracovni kritéria a jiné poZadavky na stanoveni analytu kombinaci kapalinové chromatografie
a dalSich detekénich technik

Chromatografickd separace

Vnitin{ standard se pouzije vzdy, kdyZ k tomuto tcelu existuje vhodny materidl. Md jim byt pfednostné stan-
dard pibuzné latky s retencnim Casem blizkym retenénimu casu analytu. Retenéni ¢as analytu musi byt
typicky pro odpovidajici kalibrac¢ni standard za tychZz experimentdlnich podminek. Minimdlni pfijatelny
retenéni cas pro analyt musi byt dvojndsobkem retenéntho casu odpovidajictho mrtvému objemu kolony.
Pomér retencntho Casu analytu a vnitintho standardu, tj. relativni retenéni Cas analytu, se musi s tole-
ranci * 2,5 % rovnat relativnimu reten¢nimu casu kalibra¢niho standardu ve vhodné matrici.

Full-scan-UV /VIS detekce
Musi byt splnéna pracovni kritéria pro metody zaloZené na LC.

Absorpéni maxima ve spektru analytu musi mit v rdmci tolerance dané rozliSovaci schopnosti detekéniho
systému tytéZ vinové délky jako maxima kalibracniho standardu. V piipadé detekce diodovym polem je
rozliSovaci schopnost obvykle £ 2 nm. Spektrum analytu v oblasti nad 220 nm se nesmi v oblasti s rela-
tivni absorbanci 10 % vizudlné lisit od spektra kalibra¢niho standardu. Kritérium je splnéno, existuji-li stejnd
maxima, a ddle neni-li rozdil mezi obéma spektry u Zddného bodu vétsi 10 % absorbance kalibra¢niho stan-
dardu. Je-li vyhleddvani a porovndvani provddéno pomoci digitdlni knihovny, musi byt pfi srovndvani
spektralnich dat zkouSenych vzorkil a spektra kalibracniho roztoku piekrocen faktor kritické shody. Tento
faktor musi byt pro kazdy analyt stanoven pfi procesu validace, a to na zdkladé spektra, pro néz jsou splnéna
vy$e uvedend kritéria. Musi byt prozkoumana proménlivost spektra zptisobend matrici vzorku a pracovnimi
charakteristikami detektoru.
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2.3.5.4

2.3.5.5

Pracovni kritéria pro fluorimetrickou detekci
Musi byt splnéna pracovni kritéria pro metody zaloZené na LC.

Tato metoda je pouzitelnd pro molekuly, které vykazuji pfirozenou fluorescenci, a pro molekuly, které vyka-
zuji fluorescenci po transformaci nebo derivatizaci. Vybér excita¢nich a emisnich vlnovych délek v kombinaci
s chromatografickymi podminkami musi byt proveden tak, aby se minimalizoval vyskyt rusivych sloucenin
v extraktu slepého vzorku.

Nejblizs{ maximum piku v chromatogramu musi byt od stanovaného piku analytu vzdéleno alespon o jednu
sitku piku analytu v 10 % vysky.

Pracovni kritéria pro stanoveni analytu LC-imunogramem

Metoda zalozend na kombinaci LC-imunogram neni sama o sobé vhodnd pro pouziti jako potvrzovaci
metoda.

Musi byt splnéna piislusnd kritéria pro metody zalozené na LC.

Predem stanovené parametry Fzeni jakosti, napf. nespecifické vazby, relativni vazby kontrolnich vzorkd,
hodnota absorbance slepého vzorku se musi nachdzet v mezich dosazenych pfi validaci zkusebni metody.

Imunogram musi byt sestaven alespon z péti ¢asti.
Kazdd frakce musi byt mensi nez polovina vysky piku.

Frakce s maximédlnim obsahem analytu musi byt totoznd pro podeziely vzorek, pozitivni kontrolni vzorek
i standard.

Stanoveni analytu pomoci LC s UV/VIS detekci (jedna vinovd délka)
LC s UV/VIS detekei (jedna vlnova délka) neni sama o sobé vhodnd jako potvrzovaci metoda.

Nejblizsi maximum piku v chromatogramu musi byt od stanovovaného piku analytu vzdileno alespon
o jednu sitku piku analytu v 10 % vysky.

Pracovni kritéria a jiné poZadavky na stanoveni analytu dvourozmérnou TLC kombinovanou s full-
scan-UV|VIS spektrometrickou detekci

Dvourozmérnd HPTLC a simultdnni chromatografie jsou povinnymi metodami.
Hodnoty RF analytu musi byt v rdmci tolerance + 5 % ve shodé s hodnotami RF standardu.

Vizudlni podoba skvrny analytu se nesmi lisit od podoby skvrny standardu.
V piipadé stejné zabarvenych skvrn musi byt vzdalenost stiedu skvrny analytu od stfedu nejblizsi skvrny rovna
alespori poloving souctu praméri skvrn.

Spektrum analytu se nesmi vizudlné lisit od spektra standardu, jak je popsdno u pozadavki na full-scan-UV/[VIS
detekei.

Je-li vyhleddvani a porovndvéni provddéno pomoci digitdlni knihovny, musi byt pfi srovndvani spektralnich
dat zkouSenych vzorkt a spektra kalibra¢niho roztoku prekrocen faktor kritické shody. Tento faktor musi byt
pro kazdy analyt stanoven pii procesu validace, a to na zdkladé spekter, pro néz jsou splnéna vyse uvedend
kritéria. Musi byt prozkoumédna proménlivost spekter zplisobend matrici vzorku a pracovnimi charakteris-
tikami detektoru.

Pracovni kritéria a pozadavky na stanoveni analytu GC v kombinaci s detektorem elektronového
zéchytu (ECD)

Vnitin{ standard se pouzije vidy, kdyz k tomuto Gcelu existuje vhodny materidl. Md jim byt pfednostné
pitbuznd ldtka s retenénim Casem blizkym retenénimu ¢asu analytu. Reten¢ni ¢as analytu musi byt typicky pro
odpovidajici kalibra¢ni standard za tychz experimentilnich podminek. Minimalni piijatelny retencni ¢as pro
analyt musi byt dvojndsobkem retencniho ¢asu odpovidajictho mrtvému objemu kolony. Pomér retenéntho
Casu analytu a vnitiniho standardu, tj. relativni reten¢ni ¢as analytu, se musi s toleranci * 0,5 % rovnat rela-
tivnimu retenénimu ¢asu kalibraéntho standardu ve vhodné matrici. Nejblizs§i maximum piku v chromato-
gramu musi byt od stanovovaného piku analytu vzdéleno alesponi o jednu sitku piku analytu v 10 % vysky.
Dalsf informace mohou byt zjistény simultdnni chromatografii.
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2.4 POTVRZOVACI METODY PRO CHEMICKE PRVKY

Potvrzovaci metody analyzy pro chemické prvky musi byt zaloZzeny na jednoznacné identifikaci a spravné a presné
kvantifikaci prostfednictvim fyzikdlné-chemickych vlastnosti, které jsou na sledované trovni jedinecné pro dany
chemicky prvek (napf. na zakladé vinové délky emitovaného nebo absorbovaného zdfeni, kterd je charakteristickd pro
prvek, na zdkladé atomové hmotnosti).

Nésledujici metody nebo kombinace metod jsou povazovany za vhodné pro identifikaci chemickych prvki:

Tabulka 7

Vhodné potvrzovaci metody pro chemické prvky

Technika Méfeny parametr

Diferen¢ni pulsni anodickéd rozpoustéci voltametrie | Elektricky signal

Atomova absorpéni spektrometrie

Plamenova Absorpéni vlnové délka
Generovani hydrida Absorpéni vlnovd délka
Studené péry Absorpéni vlnové délka
Elektrotermickd atomizace (grafitovd picka) Absorpéni vlnové délka

Atomovd emisni spektrometrie

Indukéné vdzané plasma Emisni vlnové délka

Hmotnostn{ spektrometrie

Indukéné vdzané plasma Pomér hmotnost/naboj

2.4.1

2.4.2

2.4.2.1

Spole¢nd pracovni kritéria a jiné poZadavky na potvrzovaci metody

Referen¢ni materidly nebo obohacené materidly obsahujici zndmé mnozstvi analytu na drovni nejvyssi pifpustné
hodnoty nebo rozhodovaci meze, nebo blizko téchto hodnot (pozitivni kontrolni vzorek), a rovnéZ negativni
kontrolni vzorky a ¢inidla pro slepé stanoveni by mély byt podrobeny celému postupu soucasné s kazdou
dévkou zkusebnich vzorkd, které maji byt analyzovany. Doporucené pofadi ndstiiku extraktd do analytické
aparatury musi byt ndsledujici: slepé stanoveni s ¢inidly, negativni kontrolni vzorek, vzorek, ktery ma byt
potvrzen, negativni kontrolni vzorek a nakonec pozitivni kontrolni vzorek. Kazdd odchylka od tohoto poradi
musi byt zdivodnéna.

U vétsiny analytickych technik se zpravidla vyzaduje dplné rozlozeni organické matrice, aby bylo mozné pied
stanovenim pripravit roztok analytu. Toho lze dosdhnout mikrovlnou mineralizaci, pfi niz je minimalizovdno
riziko ztrdt urovaného analytu nebo riziko kontaminace. Musi byt pouzity kvalitni dekontaminované teflonové
nadoby. Jsou-li pouzity jiné metody suchého nebo mokrého rozkladu, musi byt ptedlozeny dokumentované
dikazy o tom, Ze jsou piipadné ztrity nebo kontaminace vylouceny. Za urcitych podminek lze jako alternativu
k rozkladu zvolit pro oddéleni analyti od slozek matrice a/nebo zkoncentrovani analytd pred jejich zavedenim
do analytické zafizeni separacni postupy (napf. extrakci).

P kalibraci, at jiz externi, nebo zalozené na metod¢ vnitintho standardu, je tieba dbdt na to, aby nebyl
piekrocen stanoveny pracovni rozsah analyzy. V piipadé externi kalibrace se pozaduje, aby byly kalibra¢ni stan-
dardy pfipraveny v roztoku, ktery svym slozeni co nejvice odpovidd slozeni roztoku vzorku. Pokud to vyzaduji
specifické analytické okolnosti, musi byt rovnéz provedena korekce na pozadi.

Dalsi pracovni kritéria a jiné pozadavky na kvantitativni metody analyzy

Pravdivost kvantitativnich metod

PFi opakovanych analyzdch certifikovaného referenéniho materidlu chemickych prvki nesmi odchylka experi-
mentdlné stanovené stfedni hodnoty obsahu od certifikované hodnoty prekrocit = 10 %. Nejsou-li certifikované
referen¢ni materidly k dispozici, je pfijatelné zjistit pravdivost méfeni z vytéznosti analyzy nezndmych vzorka
s pridavkem zndmého mnozstvi prvku. Je tfeba vénovat pozornost skutecnosti, Ze na rozdil od analytu neni
pfidany prvek v redlné matrici chemicky vdzdn a takto ziskané vysledky maji mensi validitu nez vysledky
ziskané pomoci certifikovanych referencnich materidlt (CRM). Hodnoty vytéznosti jsou piijatelné pouze tehdy,
nachdzeji-li se v intervalu + 10 % kolem cilové hodnoty.
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2.4.2.2 Piesnost kvantitativnich metod

Vnitrolaboratorni varia¢ni koeficient (CV) stfedni hodnoty pro opakovanou analyzu vzorku za podminek vnitro-
laboratorni reprodukovatelnosti nesmi pfekrocit nasledujici hodnoty:

Tabulka 8

Varia¢ni koeficienty pro rozmezi hmotnostnich zlomka chemického prvku

Hmotnostni zlomek Varia¢ni koeficient, CV (%)
< 10 pg/kg az 100 pglkg 20
> 100 pg/kg az 1 000 pglkg 15
> 1000 pglkg 10

2.4.3  Specifické pozadavky na diferenéni pulsni anodickou rozpoustéci voltametrii (DPASV)

mech nesmi byt patrné Zddné rozsifeni signdlu zptsobené piitomnosti organického materidlu. Anorganické
slozky matrice mohou mit pfi DPASV vliv na vysku pikd. Kvantitativni stanoveni tedy musi byt provddéno
metodou standardniho piidavku. Piiklady typickych voltamogrami roztoku vzorku musi byt pfilozeny
k metodé.

2.4.4  Specifické pozadavky na atomovou absorpéni spektrometrii (AAS)

Tato technika je v zdsadé metodou pro stanoveni jednoho prvku, a vyzaduje tedy optimalizaci experimentdl-
niho nastaveni v zédvislosti na chemickém prvku, ktery md byt kvantitativné stanoven. Vysledky mus{ byt pokud
mozno kvalitativné a kvantitativné kontrolovany podle dalsich absorpénich ¢ar (v idedlnim piipadé by mély byt
vybrdny dvé riizné ¢ry). Kalibra¢ni standardy musi byt ptipraveny v roztoku, jehoz sloZeni co nejvice odpovidd
roztoku méfeného vzorku (napf. pokud jde o koncentraci kyseliny nebo slozeni modifikdtoru). Vechna reakéni

rezimu vypafeni a atomizace se rozlisuji rtizné typy AAS.

2.4.4.1 Specifické pozadavky na plamenovou AAS

Nastaven{ piistroje musi byt pro kazdy prvek optimalizovano. Kontrolovany musi byt zejména sloZeni a pritok
plynu. Pro vylouceni rusivého vlivu absorpce pozadi musi byt pouzita korekce pomoci kontinudlniho zdroje
zafeni. U nezndmych matric je tfeba ovéfit, zda neni nutnd korekce na pozadi.

2.4.4.2 Specifické pozadavky na AAS s grafitovou pickou

Sprévnost stanoveni stopovych mnozstvi s pouzitim grafitové picky casto ovliviiuje kontaminace v laboratofi.
Pro zpracovani vzorku a standardu by tedy méla byt pouzita reakéni ¢inidla o vysoké Cistoté, deionizovand
voda a zafizeni z inertniho plastu. Nastaveni piistroje musi byt pro kazdy prvek optimalizovano. Zejména musi
byt kontrolovany podminky pfedbézného zpracovani a podminky atomizace (teplota, ¢as) a Gprava matrice.

Vliv matrice na atomizaci analytu se sniZ{ pfi praci za isotermnich podminek atomizace (napf. s p¥icné vyhii-
vanou grafitovou pickou se zabudovanou platformou podle Lvova (8)). Kombinace tpravy matrice a korekce
pozadi Zeemanovym efektem (9) umoziuje, aby bylo kvantitativni stanoveni provadéno pomoci kalibra¢ni
kfivky ziskané z méfeni vodnych standardnich roztoka.

2.4.5 Specifické pozadavky na AAS s generaci hydridi

Organické slouceniny obsahujici arsen, bismut, germanium, olovo, antimon, selen, cin a tellur apod. mohou byt
velmi stabilni a maji-li byt pro celkovy obsah prvkil ziskdny spravné vysledky, je tieba provést oxidativni
rozklad. Doporucuje se proto mikrovinnd mineralizace nebo vysokotlaké zpopelnéni za silné oxidativnich
podminek. Nejvétsi pozornost musi byt vénovéna tplné a reprodukovatelné konverzi prvkd na jejich hydridy.

Tvorba hydridu arsenu v roztoku kyseliny chlorovodikové s NaBH, zdvisi na oxida¢nim stavu arsenu (As™:
rychld tvorba, As¥: pomalejsi tvorba hydridu). Aby se pii pritokové technice ndstiiku zamezilo ztrdté citlivosti
stanoveni As" zptsobené kratkym reakénim Casem v tomto systému, musi byt As¥ po oxidativnim rozkladu
redukovin na As". Vhodnymi ¢inidly k tomuto téelu jsou jodid draselny/askorbovd kyselina nebo cystein. Slepé
vzorky, kalibra¢ni roztoky a roztoky vzorku musi byt zpracovavdny stejnym zptsobem. Davkovy zptisob stano-
veni dovoluje stanovit obé formy arsenu stanoveny bez ovlivnén{ spravnosti stanoveni. V disledku zpozdéné
tvorby hydridu arsenu (AsY) musi byt kalibrace provedena integraci plochy piku. Nastaveni pfistroje musi byt
optimalizovédno. Pritok plynu, kterym se zavadi hydrid do atomizatoru, je zvldsté dalezity a musi byt kontro-
lovén.



03/sv. 36

Utedni véstnik Evropské unie

507

2.4.6

2.4.7

2.4.8

Specifické pozadavky na AAS se studenymi parami

Studené péry se pouzivaji pouze v pipadé rtuti. Kvili ztrdtdm elementdrni rtuti v disledku tékdni a adsorpce
je nezbytné pfi analyze pracovat velmi peclivé. Musi byt vyloucena kontaminace reakénich ¢inidel a pracovniho
prostiedi.

Maji-li byt v piipadé organickych sloucenin rtuti ziskdny spravné vysledky, je nezbytné provést oxidativni
rozklad. K rozkladu je tieba pouzit hermeticky uzavieny systém s mikrovinnou mineralizaci nebo vysoko-
tlakym zpopelnénim. Zvldstni pozornost je tieba vénovat ¢isténi zafizeni, které bylo v kontaktu se rtuti.

Vyhodnd je price s pratokovou technikou ndstiiku. Pfi nizkych rozhodovacich mezich se doporucuje zkon-
centrovani elementdrni rtuti na adsorpéni Au/Pt sitce a ndslednd termdlni desorpce. Kontakt adsorbéru nebo
méfici cely s vlhkosti md rusivy vliv na méfeni a nesmi k nému dojit.

Specifické pozadavky na atomovou emisni spektrometrii s indukéné vizanym plasmatem (ICP-AES)

Atomové emisni spektrometrie s indukéné vdzanym plasmatem (10) je viceprvkovou metodou, kterd umoziiuje
soucasné stanoveni rtiznych prvka. Pfed pouzitim ICP-AES musi byt provedena mineralizace, aby se rozlozily
organické matrice vzorkt. Musi byt pouzita mikrovinnd mineralizace nebo vysokotlaké zpopelnéni. Smysluplna
analyza ICP-AES vyZaduje kalibraci p¥istroje a vybér prvku nebo vlnové délky. V piipadé linedrnich kalibrac-
nich kiivek obvykle staci pro tcely kalibrace ptistroje proméfit pouze kalibraéni roztoky o Ctyfech koncentra-
cich, protoze kalibra¢ni kiivky ICP-AES jsou linedrni pro koncentrace v rozsahu ¢tyf az Sesti fadt. Kalibrace
systému ICP-AES se obvykle provddi pomoci standardu obsahujictho vice chemickych prvka, ktery musi byt
piipraven ve formé roztoku o téze koncentraci kyseliny jako méfeny roztok. Sestrojeni linedrni kalibracni
kiivky vyzaduje, aby byly koncentrace prvkii ovéteny.

Vybér vlnovych délek pro méfeni emise analytl se ¥di koncentracemi prvkd, které maji byt stanoveny. Pokud se
koncentrace analytu nachdzi mimo pracovni oblast pro danou emisni ¢ru, pouzije se jind emisni ¢dra. Nejdiive
se zvoli nejintenzivngjsi emisni ¢dra (neruSend), a poté méné intenzivni ¢dra. Pfi praci v blizkosti meze detekce
je zpravidla nejvhodnéjsi nejcitlivéjsi ¢dra prislusného analytu. Spektralni rusivé vlivy a rusivé vlivy z pozadi
ptisobi pfi ICP-AES nejvétsi obtize. Moznymi ruSivymi vlivy jsou napf. jednoduchy posun pozadi, vzestupny
posun pozadi, pifmy spektrélni prekryv a slozity posun pozadi. Kazdy z téchto rusivych vlivi md své vlastni
piiciny a zptisoby odstranéni. V zdvislosti na matrici se pouziji korekce na ruseni a optimalizace pracovnich
parametrt. Nékterym rusivym vlivim lze zamezit zfedénim nebo pravou matrici. S kazdou dédvkou zkusebnich
vzorkl se pfi analyze stejnym zpiisobem jako analytické vzorky zpracuji referenéni a uméle obohaceny materidl
obsahujici zndmd mnozstvi analytu (analytd) a ddle slepy vzorek. Kontrola posunu se musi provést standardem

Specifické pozadavky na hmotnostni spektrometrii s indukéné vdzanym plasmatem (ICP-MS (11))

Stanoveni{ stopovych prvkd s atomovymi hmotnostmi jako napf. chromu, médi a niklu, mdze byt silné ruseno
jinymi isobarickymi a viceatomovymi ionty. Tomu se lze vyhnout pouze pfi rozliSovaci schopnosti alespori
7 000 — 8 000. Mezi obtiZe spojené s technikami MS patfi drift pfistroje, matricové jevy a rusivé vlivy moleku-
ldrnich iontd (m/z < 80). Pro korekei driftu pFistroje a matricovych jevi je tfeba provést vicendsobnou vnitini
standardizaci pokryvajici stejny rozsah hmotnosti, jako md rozsah prvkd, které maji byt stanoveny.

Pred méfenim ICP-MS je nezbytné provést dplny rozklad organickych litek. Jako u AAS se tékavé prvky, napf.
jod, pfevedou po mineralizaci v hermeticky uzaviené nddobé do stabilntho oxida¢niho stavu. Nejsilngji rusi
kombinace molekuldrnich iontti argonu (plasmovy plyn), vodiku, uhliku, dusiku a kysliku (rozpoustéci kyseliny,
necistoty plasmového plynu, a privodni atmosférické plyny) a matrice vzorku. Témto rusivym vlivim je tfeba
zamezit Uplnou demineralizaci, méfenim pozadi, vhodnou volbou analytickych hmotnosti, jejimz disledkem
muze byt nizdi vytézek (horsi mez detekce), a volbou kyseliny pouzité pro rozpousténi, napf. kyseliny dusi¢né.

U prvkd, které maji byt stanoveny, se rusivé vlivy vylouci vhodnou volbou specifickych analytickych hmotnosti
véetné konfirmace poméra isotopti. Odezva piistroje pii zohlednéni Fano-faktortt musi byt pro kazdé méfeni
zkontrolovana vnitfnimi standardy.
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3. VALIDACE
Validace musi prokdzat, Ze analytickd metoda spliiuje pozadavky na pfislusné pracovni charakteristiky.

Ruzné ucely kontroly vyzaduji razné kategorie metod. V ndsledujici tabulce jsou stanoveny pracovni charakteristiky,
které maji byt ovéfeny, a piislusné typy metod.

Tabulka 9

Klasifikace analytickych metod podle pracovnich charakteristik, které maji byt stanoveny

Mez detekce | Rozhodovaci Pravdivost/ . Selektivita/ Pouzitelnost/
. Presnost o robustnost/
CCR mez CC a vytéZnost specifi¢nost o
stabilita
Kvalitativni S + - - - " "
metody
C + + - - + +
Kvantitativni S + - - + ¥ +
metody
C + + + + + +

S = screeningové metody; C = potvrzovaci metody; + = stanoveni je povinné.

3.1 VALIDACNI POSTUPY

V této kapitole jsou uvedeny piiklady valida¢nich postupt pro analytické metody a/nebo odkazy na tyto postupy. Jiné
postupy prokazovéni, Ze analytickd metoda spliiuje pracovni pozadavky pracovni charakteristiky, mohou byt pouzity,
pokud jimi lze dosdhnout stejné drovné a kvality informaci.

Validace mize byt provedena formou vnitrolaboratorni studie podle Codex Alimentarius, ISO nebo IUPAC (12) nebo alter-
nativnimi metodami, napf. vnitrolaboratorni validaci (13, 14). Tato Cist je zaméfena na vnitrolaboratorni validaci (in-
house validation) modulovym pfistupem. Tento pfistup je zaloZen na

1. fadé obecnych pracovnich charakteristik nezévislych na pouzitém valida¢nim modelu a

2. specifictéjsich modelové nezavislych postupech (viz tabulka 10).
Tabulka 10

Modelové nezdvislé a modelové zdvislé pracovni parametry

Validace

Modelové nezavislé pracovni

Modelové zdvislé pracovni paramet
parametry d P p y

Obecné pracovni

charakteristiky (3.1.1) Konvenc¢ni validacni pFistup (3.1.2)

Vnitrolaboratorn{ validace (3.1.3)

Specifi¢nost VytéZnost Vytéznost

Pravdivost Opakovatelnost Opakovatelnost

Robustnost: malé zmény | Vnitrolaboratorni reprodukovatelnost Vnitrolaboratorni reprodukovatelnost

Stabilita Reprodukovatelnost Reprodukovatelnost

Rozhodovaci mez (CCa) Rozhodovaci mez (CCa)
Detekéni schopnost (CCB) Detekéni schopnost (CCB)
Kalibra¢ni kiivky Kalibra¢ni kiivky

Robustnost: véts{ zmény Robustnost
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3.1.1 Modelové nezivislé pracovni charakteristiky

Bez ohledu na zvoleny valida¢ni pifstup musi byt stanoveny nize uvedené pracovni charakteristiky. Ve snaze
minimalizovat rozsah praci lze experimenty zaméfené na stanoveni rtiznych parametri kombinovat peclivé
pfipravenym a statisticky podloZenym zptisobem.

3.1.1.1 Specificnost

U analytickych metod je dilezitd mira, v jaké lze od sebe rozlisit analyt a blizce piibuzné ltky (isomery, meta-
bolity, produkty rozkladu, endogenni latky, slozky matrice atd.). Pro kontrolu rusivych vlivi je tieba provést dva
kroky.

Vyberou se litky, které mohou rusit, a analyzuji se pfislusné slepé vzorky s cilem zjistit pitomnost rusivych
vlivii a odhadnout jejich Gcinek:

— vybere se fada chemicky pfibuznych slouceniny (metabolity, derivaty atd.) nebo jiné ldtky, které se mohou
spole¢né se urc¢ovanou slouceninou vyskytovat ve vzorcich;

— analyzuje se vhodny pocet reprezentativnich slepych vzorkd (n 20) a v oblasti, v niZ podle ocekdvani
dochézi k eluci cilového analytu, se zkoumaji jakékoliv rusivé vlivy (signdly, piky, stopy iontt);

— kromé toho se reprezentativni slepé vzorky uméle obohati na relevantni droven latkami, které mohou mit
rusivy vliv na identifikaci a/nebo kvantitativni stanoveni analytu;

— po analyze se vySeti, zda
— jejich pfitomnost mize vést k falesné identifikaci, nebo
— identifikaci cilového analytu brani pfitomnost jednoho nebo vice rusivych vlivii, nebo

— kvantitativn{ stanoveni je podstatnym zptsobem ovlivnéno.

3.1.1.2 Pravdivost

V tomto odstavci je popsdno stanoveni pravdivosti (jedné slozky spravnosti). Pravdivost lze stanovit pouze
pomoci certifikovaného referenéniho materidlu (CRM). Je-li CRM k dispozici, musi byt pouzit. Postup je
podrobné popsdn v normé ISO 5725-4 (5). Nize je uveden piiklad:

— podle zkusebniho postupu dané metody se Sestkrdt analyzuje vzorek CRM,

— stanovi se koncentrace analytu pfitomného v kazdém z Sesti vzorkit CRM,

— pro tyto koncentrace se vypocte primér, smérodatnd odchylka a varia¢ni koeficient ( %),

— pravdivost vyjadfend v procentech se vypocte jako pomér zjisténé primérné koncentrace a certifikované
hodnoty (vyjadfené jako koncentrace) vyndsobeny 100.

Pravdivost (%) = primérnd koncentrace korigovand na vytéznost x 100/certifikovand hodnota.

Neni-li k dispozici CRM, lze namisto pravdivosti stanovit postupem popsanym v bod¢ 3.1.2.1 vytéznost.

3.1.1.3 PouZitelnost/robustnost (malé zmény)

V téchto studiich laboratof zdmérné provede nepatrné zmény, které lze predpoklddat, a pozoruji se jejich
dusledky.

Musi byt provedeny predbézné studie faktorti, které se vyskytuji pfi piipravé vzorku, ¢isténi a analyze a které
mohou mit vliv na vysledky méfeni. Takovymi faktory mizZe byt osoba analytika, zdroj a stdif reak¢nich cinidel,
rozpoustédel, standardt a extraktd vzorkd, rychlost zahfivani, teplota, pH a mnoho dalsich faktord, které se
mohou vyskytnout v laboratofi. Tyto faktory se zméni v rozsahu, jaky lze fddové ocekdvat mezi laboratofemi.

— Identifikuji se mozné faktory, které by mohly mit vliv na vysledky.

— Kazdy faktor se nepatrné zméni.
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— Provede se test robustnosti podle Youdena (15, 16). (Zde mohou byt pouzity i jiné metody. Youdenova
metoda omezuje potiebny ¢as a mnozstvi prace na minimum). Youdenav test je krdceny faktoridlni pokus.
Vzdjemné pusobeni mezi riznymi faktory nelze stanovit.

— Zjisti-li se, Ze faktor vyznamné ovliviiuje vysledky méfeni, provedou se dalsi experimenty za tGi¢elem nalezeni
pfijatelnych mezi pro tento faktor.

— Faktory, které vyznamné ovliviwuji vysledky se jasné uvedou v popisu metody.

V zdsadé by se vSak neméla studovat jedna zména za druhou, ale mélo by byt provedeno nékolik zmén
najednou. Napiiklad pismeny A, B, C, D, E, F, G se ozna¢i nomindlni hodnoty sedmi rtiznych faktort, které
mohou mit vliv na vysledek, dojde-li k jejich nepatrné zméné. Jejich alternativni hodnoty se oznaci odpovidaji-
cimi malymi pismeny a, b, ¢, d, e, fa g. Existuje 27, tj. 128 raznych moznych kombinaci téchto faktort.

Z téchto kombinaci je mozné zvolit osm kombinaci, v nichZ jsou rovnomérné zastoupena velkd a mald
pismena (tabulka 11). Musi byt provedeno osm stanoveni, v nichZz bude uplatnéna kombinace zvolenych
faktort (A-G). Vysledky stanoveni jsou v niZe uvedené tabulce 11 oznaceny jako S — Z.

Tabulka 11

Experimentdlni uspofdddni studie robustnosti (nepatrné zmény)

Cislo kombinace (stanovent)
Hodnota faktoru F

1 2 3 4 5 6 7 8
Ala A A A A a a a a
B/b B B b b B B b b
Cle C c C c C c C c
D/d D D d d d d D D
Ele E e E e e E e E
F/f F f f F F f f F
Glg G g g G g G G g
Pozorovany S T U A% % X Y Z
vysledek R

Vypocet je uveden v piikladu testu robustnosti v bodé 3.3.

3.1.1.4 Stabilita

Bylo zjisténo, Ze nedostatecna stabilita analytu nebo slozek matrice ve vzorku po dobu skladovani nebo analyzy
vzorku miZe vést k vyznamnym odchylkdm ve vysledcich analyzy. Kromé toho by méla byt kontrolovana stabi-
lita kalibracnich standardti v roztocich. Stabilita analytu za rtznych podminek skladovani je obvykle dobie
popsédna. Monitorovani podminek skladovani je sou¢dsti normalniho laboratorniho akredita¢niho systému. Neni-
li stabilita zndma, Ize ji stanovit podle niZe uvedenych piikladd.

Stabilita analytu v roztoku:

— Pripravi se Cerstvé zdsobni roztoky analytu (analytll) a zfed{ se podle pokynti pro zkousku tak, aby se
piipravil dostateny pocet alikvotd (napf. 40) kazdé vybrané koncentrace (na drovni minimélniho pozadova-
ného pracovniho limitu u ldtek, pro néz nebyla stanovena zddnd nejvyssi pfipustnd hodnota, nebo na trovni
nejvy$si piipustné hodnoty u ostatnich latek). Pfipravi se jak roztoky analytu pouzivaného pro umélé
obohaceni a pro konecny analyticky roztok, tak jakékoliv dalsi zdjmové roztoky (napf. odvozené standardy).

— Podle pokynti pro zkousku se zméf{ obsah v cerstvé pfipraveném roztoku.

— Piislusné objemy se rozdéli do vhodnych nddob, oznadi se a ulozi se podle nésledujictho schématu:
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3.1.1.5

3.1.2

3.1.2.1

Tabulka 12

Schéma pro stanoveni stability analytu v roztoku

-20°C +4°C +20°C
V temnu 10 alikvot(i 10 alikvotti 10 alikvot(i
Na svétle 10 alikvotti

— Délka doby uloZeni miZe byt jeden, dva, tfi a Ctyfi tydny, nebo podle poteby delsi, dokud se pii identifikaci
nebo kvantitativnim stanoveni nezjisti prvni zndmky degradace. Musi byt zaznamendna maximalni doba
ulozeni a optimalni podminky ulozeni.

— Vypocte se koncentrace analytu (analyttl) v kazdém alikvotu, pficemz se za 100 % povaZzuje Cerstvé piipra-
veny roztok analytu v okamziku analyzy.
Zbylé mnozstvi analytu (%) = C * 100/Ceeruy

C koncentrace v uréitém casovém okamziku

i

koncentrace Cerstvé pfipraveného roztoku

Cerstvy

Stabilita analytu (analytd) v matrici

— Kdykoli je to mozné, pouziji se pfirozené kontaminované vzorky. Neni-li k dispozici pfirozené kontamino-
vany materidl, pouZije se uméle obohacend matrice.

— Je-li k dispozici pfirozené kontaminovany materidl, stanovi se koncentrace v Cerstvé ziskaném materidlu.
Dalsi alikvoty se odeberou po jednom, dvou, ¢tyfech a 20 tydnech a stanovi se koncentrace. Tkdné musi
byt uchovévany alespon pfi -20 °C nebo pfi nizsi teploté.

— Neni-li k dispozici pFirozené kontaminovany materidl, zhomogenizuje se materidl neobsahujici analyt. Mate-
ridl se rozdéli na pét alikvotd. Kazdy z alikvott se uméle obohati o analyt pfipraveny pfednostné jako
vodny roztok o malém objemu. Jeden alikvot se ihned analyzuje. Ostatni alikvoty se ulozi pfi -20 °C nebo
podle potieby pfi nizi teploté a analyzuji se po jednom, dvou, ¢tyfech a 20 tydnech.

Kalibracni krivky

Pouziji-li se kalibra¢ni kfivky:

— musi byt sestrojeny alesponi z péti hodnot (véetné nulové hodnoty),
— uvede se rozsah platnosti kfivky,

— uvede se matematickd rovnice kfivky a shoda prolozen{ dat,

— uvedou se odhadnutd rozpéti parametrt kiivky.Ma-li byt provedena sériova kalibrace standardnim roztokem,
musi byt pro parametry kalibra¢ni kfivky, které se mohou pro rtizné série lisit, uvedena odhadnutd rozpéti.

Konvenéni valida¢ni postupy

Vypocet parametrtt konven¢nimi metodami vyzaduje, aby bylo provedeno nékolik samostatnych experimentd.
Kazdd pracovni charakteristika musi byt stanovena pro kazdou vétsi zménu (viz vySe uvedend pouzitelnost/
robustnost). V piipadé metod pro vice analyti muaze byt stanoveno nékolik analyti soucasné, pokud byly
predem vylouc¢eny mozné rusivé vlivy. Radu pracovnich charakteristik lze stanovit podobnym zpiisobem. Proto
se v zdjmu minimalizace rozsahu praci doporucuje, aby byly v nejvyssi mozné mife experimenty kombinovany
(napf. opakovatelnost a vnitrolaboratorni reprodukovatelnost se specifi¢nosti, analyza slepych vzorka pro stano-
ven{ rozhodovaci meze a testovani specifi¢nosti).

Vyjtéznost
Neni-li k dispozici CRM, stanovi se vytéznost pomoci experimentt s uméle obohacenou slepou matrici, a to
napf. timto postupem:

— z 18 alikvott slepého materidlu se vidy Sest alikvotd uméle obohati na 1, 1,5 a 2ndsobek minimélniho
pozadovaného pracovniho limitu nebo na 0,5, 1 a 1,5ndsobek nejvyssi piipustné hodnoty,

— vzorky se analyzuji a vypocitaji se koncentrace v kazdém vzorku,
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— podle nize uvedené rovnice se vypocitaji vytéznosti pro kazdy vzorek,

— ze Sesti vysledkd pro kazdou droven se vypocte primérnd vytéznost a variacni koeficient,

— vytéznost (%) = 100 x naméfeny obsah/iroven obohaceni vzorku.

Tato konvencni metoda stanoveni vytéZnosti je variantou metody standardniho ptidavku popsané v bodé 3.5,

pokud

— se na vzorek pohlizi jako na slepy vzorek, a nikoliv jako na vzorek, ktery md byt analyzovin,
— vytézek () a vytéznost (%) jsou pro oba zkusebni podily blizké,

— zkudebni vzorky maji stejnou hmotnost a zkusebni podily maji stejny objem,

— mnozstvi kalibra¢ntho standardu, které se ptidd do druhého (uméle obohaceného) zkusebniho podilu, se
oznall X,pp * (Xapp = P Vi),

— x, je naméfend hodnota pro slepy vzorek a x2 je naméfend hodnota pro druhy (uméle obohaceny) zkusebni
podil,

— potom vytéznost (%) = 100 (x, — x,)/Xspp-

Neni-li vy$e uvedenych podminek dosazeno (nebo neni-li jich pravdépodobné dosazeno), musi byt proveden
cely postup stanoveni vytéznosti metodou standardniho ptidavku, jak je popsdna v bodé 3.5.

3.1.2.2 Opakovatelnost

— Pripravi se sada vzorkd identické matrice uméle obohacené analytem na koncentraci odpovidajici 1, 1,5
a 2nasobku minimdlniho pozadovaného pracovniho limitu nebo 0,5, 1 a 1,5ndsobku nejvyssi piipustné
hodnoty.

— Pro kazdou koncentraci se analyza opakuje alespon Sestkrat.

— Vzorky se analyzuji.

— Vypocte se koncentrace stanovend pii kazdém opakovani.

— Pro obohacené vzorky se vypocte pramérnd koncentrace, smérodatnd odchylka a varia¢ni koeficient ( %).
— Tento postup se opakuje alespon pii dvou piilezitostech.

— Vypoditaji se celkové primérné koncentrace a variacni koeficienty pro obohacené vzorky.

3.1.2.3 Vnitrolaboratorni reprodukovatelnost

— Pripravi se sada vzorkd specifikovaného zkusebniho materidlu (identické nebo riizné matrice) uméle oboha-
ceného analytem (analyty) na koncentrace odpovidajici 1, 1,5 a 2ndsobku minimdlniho pozadovaného
pracovniho limitu nebo 0,5, 1 a 1,5ndsobku nejvyssi pfipustné hodnoty.

— Pro kazdou koncentraci se analyza opakuje alespon Sestkrat.

— Tento postup se pokud mozno opakuje alespon pii dvou dalsich pfilezitostech s raznymi pracovniky a za
ruznych podminek prostiedi, napf. s riznymi SarZemi reakénich ¢inidel, rozpoustédel atd., pfi riznych labo-
ratornich teplotdch, s rtznymi piistroji.

— Vzorky se analyzuji.

— Vypocte se koncentrace stanovend v kazdém vzorku.

— Pro obohacené vzorky se vypocte primérnd koncentrace, smérodatnd odchylka a varia¢ni koeficient ( %).

3.1.2.4 Reprodukovatelnost
Pokud musi byt ovéfena reprodukovatelnost, mély by se laboratofe tcastnit kolaborativnich studii podle normy
18O 5725-2 (3).

3.1.2.5 Rozhodovaci mez (CCa)

Rozhodovaci mez musi byt stanovena podle pozadavka na identifikaci nebo na identifikaci a kvantitativn{
stanoveni, jak jsou stanoveny v oddile ,Pracovni kritéria a jiné poZadavky na analytické metody* (Cast 2).

(') Vytézek: podil mnozstvi analytu obsazeného ve vzorku, ktery je pfitomen v konecném extraktu.
(3) Vytéznost (zde): podil mnozstvi analytu pfidaného do vzorku, ktery je piitomen v konecném extraktu. V dalsim textu tohoto doku-
mentu se predpokldda, Ze se vytézek a vytéZnost sobé rovnaji, a pouzivéd se tedy pouze termin vytéZnost.
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— bud postupem kalibra¢ni kiivky podle normy ISO 11843 (17) (zde jako kritickd hodnota redukované
koncentrace). V tomto piipadé se pouzije slepy vzorek analyzovaného materidlu, ktery se uméle obohati
stoupajici fadou ekvidistantnich koncentraci pocinaje piislusnym minimdlnim pozadovanym pracovnim
limitem. Vzorky se analyzuji. Po identifikaci se sestroji kfivka zdvislosti signdlu na pfidané koncentraci.
Rozhodovaci mezi je koncentrace, kterd odpovida signdlu rovnajicimu se hodnoté praseciku kiivky s osou y
zvy$ené o 2,33ndsobek smérodatné odchylky vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti této hodnoty. Tento
postup je pouzitelny pouze pro kvantitativni stanoveni (@ = 1 %),

— nebo analyzou alespon 20 slepych vzorkd na jednu matrici, aby bylo mozZné vypocitat pomér signal/sum
v blizkosti rozhodovaci meze. Trojndsobek poméru signdl/sum lze pouzit jako rozhodovaci mez. Tento
postup je pouzitelny pro kvantitativni a kvalitativni stanoven.

Pro latky, pro néZ je stanovena nejvyssi piipustnd hodnota, lze CCa lze stanovit:

— bud postupem kalibra¢ni kfivky podle normy ISO 11843 (17) (zde jako kritickd hodnota redukované
koncentrace). V tomto piipadé se pouzije slepy vzorek, ktery se uméle obohati stoupajici fadou ekvidistant-
nich koncentraci pocinaje nejvyssi piipustnou hodnotou. Vzorky se analyzuji. Po identifikaci se sestroji
kiivka zédvislosti signdlu na pfidané koncentraci. Rozhodovaci mezi je koncentrace, kterd odpovidd nejvyssi
pipustné hodnoté zvysené o 1,64ndsobek standardni smérodatné odchylky vnitrolaboratorni reprodukova-
telnosti (@ = 5 %),

— nebo analyzou alespon 20 slepych vzorkii na jednu matrici, uméle obohacenych analytem (analyty) na
nejvyssi piipustnou hodnotu. Rozhodovaci mezi je koncentrace, kterd odpovidd nejvyssi ptipustné hodnoté
zvysené o 1,64ndsobek piislusné smérodatné odchylky (@ = 5 %).

Viz také ¢ldnek 5 a bod 3.2.

3.1.2.6 Detekeni schopnost (CCS)

Detekéni schopnost by méla byt stanovena podle pozadavki na screening, identifikaci nebo na identifikaci
a kvantitativni stanoven{ (viz ¢dst 2).

Pro ltky, pro néZ nebyla stanovena zddnd piipustnd hodnota, Ize CCp stanovit:

— postupem kalibra¢ni kiivky podle normy ISO 11843 (17) (zde jako minimdlni detekovatelnd redukovand
koncentrace). V tomto piipadé se pouzije reprezentativni slepy vzorek, ktery se uméle obohati klesajici
fadou ekvidistantnich koncentraci po¢inaje minimalnim pozadovanym pracovnim limitem. Vzorky se analy-
zuji. Po identifikaci se sestroji kiivka zdvislosti signdlu na pfidané koncentraci. Detekéni schopnosti je
koncentrace, kterd odpovidd rozhodovaci mezi zvysené o 1,64ndsobek smérodatné odchylky vnitrolabora-
torni reprodukovatelnosti primérné hodnoty obsahu na rozhodovaci mezi (8 = 5 %),

— analyzou alespon 20 slepych vzorkt na jednu matrici, uméle obohacenych analytem (analyty) na rozhodo-
vaci mez. Vzorek se analyzuje se a identifikuji se analyty. Detekéni schopnosti je hodnota rozhodovaci meze
zvysend o 1,64ndsobek smérodatné odchylky vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti naméfené primérné
hodnoty obsahu (§ = 5 %),

— nejsou-li k dispozici kvantitativni vysledky, 1ze detekéni schopnost stanovit méfenim vzorku uméle obohace-
ného na rozhodovaci mez a nad tuto droven. V tomto piipadé se detekéni schopnost metody rovnd
koncentraci, pfi niZ zistdvd pouze 5 % falesné pozitivnich vysledkd. Proto musi byt pro jednu koncentraci
provedeno alespon 20 vysetieni, aby byl zajistén spolehlivy zdklad pro toto stanoveni.

Pro latky, pro néz byla stanovena piipustnd hodnota, 1ze CC} stanovit:

— bud postupem kalibra¢ni kiivky podle normy ISO 11843 (17) (zde jako minimdlni detekovatelnd reduko-
vand koncentrace). V tomto piipadé se pouzije reprezentativni slepy vzorek, ktery se uméle obohati fadou
ekvidistantnich koncentraci okolo pfipustné hodnoty. Vzorek se analyzuje a identifikuje se analyt (identifi-
kuji se analyty). Vypocitd se smérodatnd odchylka naméfeného primérného obsahu na rozhodovaci mezi.
Detekéni schopnosti je koncentrace odpovidajici hodnoté rozhodovaci meze zvysené o 1,64ndsobek sméro-
datné odchylky vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti (8 = 5 %),

— nebo analyzou alespori 20 slepych vzorkl na jednu matrici, uméle obohacenych analytem (analyty) na
rozhodovaci mez. Detekéni schopnosti je hodnota rozhodovaci meze zvySend o 1,64ndsobek piislusné
smérodatné odchylky (8 = 5 %).

Viz také bod 3.2.
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3.1.2.7 Robustnost (vétsi zmény)

Analytickd metoda by méla byt testovina za rfiznych experimentdlnich podminek, které by mély zahrnovat
razné druhy, rtzné matrice nebo rtzné podminky odbéru vzorkd. Provedené zmény by mély byt vétsiho
charakteru. Vyznamnost téchto zmén muze byt posouzena napiiklad testem podle Youdena (15, 16). Kazdd
pracovni charakteristika by méla byt stanovena pro vSechny vétsi zmény, u nichz se ukazalo, Ze maji vyznamny

vliv na provedeni stanoven.

3.1.3  Validace podle alternativnich modeli

Pouziji-li se alternativni validacni postupy, musi byt ve zprave o validaci uveden vychozi model a strategie
s piislusnymi podminkami, pfedpoklady a vzorci, nebo musi byt alespori uvedeny odkazy na dostupné literarn{
zdroje. Priklad alternativntho postupu je uveden nize. Pouzije-li se napiiklad vnitrolaboratorni valida¢ni model,
stanovi se pracovni charakteristiky tak, aby bylo v rdmci téhoz valida¢nitho postupu mozné validovat metodu

na vétsi zmény. To vyzaduje navrhnout plan valida¢nich experimentt.

3.1.3.1 Pldn experimentii

Plan experimentd musi byt navrzen s ohledem na pocet rtiznych druhd a na rizné zkoumané faktory. Prvnim
krokem celého postupu validace musf tedy b)’rt tivaha o typu souboru vzorku které budou v budoucnu v labo-

trace zvolen rozsah koncentraci.

Piiklad:

— analytickou metodou, kterd mé byt validovana, Ize soucasné stanovit nékolik analytd,

— byly identifikovany dvé varianty hlavniho faktoru (A a B). U hlavnich faktorti se kombinuji jejich drovné.
Hlavnimi faktory mohou byt napiiklad druh nebo matrice. V tomto piikladé se ménily dvé trovné hlavniho
faktoru, tj. byly uvazovany dva razné druhy (druhy A a B). Obecné je mozné ménit vice nez dvé drovné
hlavnich faktord, zvysi se tim pouze pocet analyz, které maji byt provedeny,

— vybrané faktory jsou ménény na dvou drovnich (oznaceny jako + nebo -).

Tabulka 13

Piiklady faktort, které jsou povaZoviny za dileZité pro postup validace

Pohlavi pokusného zvifete (faktor 1)

Rasa (faktor 2)
Podminky pfepravy (faktor 3)
Podminky skladovani (faktor 4)

Stafi vzorku (faktor 5)
Podminky krmeni (faktor 6)

Razn{ analytici s odlisnou zkuSenosti (faktor 7).

Tabulka 14
Mozny plin experimentd pro vyse uvedeny pfiklad
Druh Faktor 1 | Faktor 2 | Faktor 3 | Faktor 4 | Faktor 5 | Faktor 6 | Faktor 7 V(Zf(f)srl]gu

A + + + + - + - 1
A + + - - + - - 2
A + - + - - - + 3
A + - - + + + + 4
A - + + - + + + 5
A - + - + - - + 6
A - - + + + - - 7
A - - - - - + - 8
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Druh Faktor 1 Faktor 2 | Faktor 3 | Faktor 4 | Faktor 5 | Faktor 6 | Faktor 7 vf(f)srllgu

B + + + + + - + 9

B + + - - - + + 10
B + - + - + + - 11
B + - - + - - - 12
B - + + - - - - 13
B - + - + + + - 14
B - - + + - + + 15
B - - - - + - + 16

Kazdy vzorek (kazdd kombinace Grovni faktort) musi byt uméle obohacen na ¢tyfi riizné koncentrace v oblasti
sledované drovng, pro kazdy vzorek musi byt analyzovan jeden slepy vzorek, tzn. Ze pro cely valida¢ni experi-

ment musi byt provedeno 5 x 16 = 80 analyz.

Z téchto 80 vysledkd méfeni 1ze vypocitat nasledujici charakteristiky (13, 14).

Ziskané charakteristiky

— opakovatelnost pro kazdou koncentraci (sir),

— vnitrolaboratorni reprodukovatelnost pro kazdou koncentraci(siR),

— rozhodovaci mez (CCa),

— detekéni schopnost (CC),

— graf silofunkce (zdvislost velikosti chyby p na koncentraci) (viz 3.1.3.2),

— robustnost vi¢i k vétsim zméndm; robustnost vi¢i mensim zméndm lze stanovit podle bodu 3.1.1.3,

— 16 kalibracnich kfivek vztahujicich se ke kombinacim stavd,

— jedna spole¢nd kalibra¢ni kiivka,

— predikéni interval spolecné kalibra¢ni kiivky,

— smérodatné odchylky stanovené maticovym vypoctem (smat),

— smérodatné odchylky stanovené iteracné (srun),

— vliv jednotlivych faktorti na vysledky méfeni.

Tyto pracovni charakteristiky umozni zevrubné zhodnoceni pracovni Grovné metody, protoze neni zkouman
pouze vliv jednotlivych faktord, ale také relevantni kombinace téchto faktorti. Pomoci tohoto rozvrzeni experi-
mentl lze rozhodnout, zda by mél byt ten ¢ onen vybrany faktor vyloucen ze spolecné kalibracni kiivky,
protoze se vyznamné odchyluje od smérodatnych odchylek ostatnich faktort.

3.1.3.2 Graf silofunkce

Graf silofunkce poskytuje informace o detekéni schopnosti metody ve zvoleném rozsahu koncentraci. Vypovidd
o pravdépodobnosti chyby 8 pfi pouziti zkoumané metody. Graf silofunkce umoziuje vypocitat detekéni
schopnosti pro piislusné kategorie metod (screening, potvrzovani) nebo typy metod (kvalitativni nebo kvantita-

tivni) pii urcité chybé £ (napf. 5 %).
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3.1.33

Pravdépoodobnost P

Obréazek 1
Graf silofunkce
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Na obrdzku 1 je uveden piiklad grafického stanoveni detekéni schopnosti (CCR) analytické metody. U této
metody je pii koncentraci 0,50 pgl/kg pravdépodobnost falesné negativntho vysledku 5 %. Pii koncentraci
0,55 pglkg klesd pravdépodobnost falesné negativniho vysledku na 1 %.

Reprodukovatelnost

Pro stanoveni reprodukovatelnosti metody postupem vnitrolaboratorni validace je nezbytnd tGcast na zkouseni
odborné zptsobilosti podle pokynt ISO 43-1 (3) a 43-2 (4). Laboratofe mohou pouzit vlastni metody, pokud
se tyto metody rutinné pouzivaji. Reprodukovatelnost metody lze vyjadiit smérodatnou odchylkou laboratore.
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3.2 GRAFICKE VYJADRENI RUZNYCH ANALYTICKYCH MEZ[
Obrézek 2
Latky, pro néZ nenf stanovena zddnd nejvyssi pipustnd hodnota
CCa CCB
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Xs Xs
koncentrace
Xg Stiedni hodnota odezvy kontaminovaného vzorku
Sp Smérodatnd odchylka slepého vzorku (stanoveni za podminek vnitrolaboratornf reprodukovatelnosti)
Sg Smérodatnd odchylka kontaminovaného vzorku (za podminek vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti)
a

CCa

ccp

Pravdépodobnost falesné pozitivniho vysledku
Pravdépodobnost falesné negativniho vysledku
Odezva pfi zvolené chybé a; na této trovni je chyba f 50 %

Odezva pii zvolené malé chybé B; na této Grovni je chyba a velmi mald
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v

Cetnost

Obrézek 3
Létky, pro néz je stanovena nejvyssi piipustnd hodnota

Nejvyssi pfipustné hodnoty (NPH) CCo CCp

1,64sMRL 1,64ss

P

CCa

ccp

Koncentrace

Stiedni hodnota koncentrace ve slepém vzorku

Stiedni koncentrace kontaminovaného vzorku

Smérodatnd odchylka vzorku obsahujictho obsahujicim analyt na drovni nejvyssi ptipustné hodnoty

(stanoveni za podminek vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti)

Smérodatnd odchylka kontaminovaného vzorku (za podminek vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti)

Pravdépodobnost falesné pozitivniho vysledku
Pravdépodobnost falesné negativniho vysledku
Odezva pii zvolené chybé a; na této drovni je chyba f 50 %

Odezva pii zvolené malé chybé B; na této rovni je chyba o velmi mald
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3.3 PRIKLAD VYPOCTU ROBUSTNOSTI VUCI MALYM ZMENAM PODLE YOUDENA (16)

Porovnini praméri (A)

A, = Z(A)4 Priméry oznacené velkymi pismeny (A, aZ A.) se porovnaji s priméry oznacenymi odpovidajicimi
A, = 3(B)/4 mal)’ln}i pismeny (A, az A). Pokud md faktor vliv, bude rozdil vyznamné véts{ nez rozdily pro
A, = 3(C)/4 ostatni faktory.

A, = X(D)/4 Na robustni metodu by nemély mit vliv zmény, které lze téméf s urcitosti mezi laboratoremi pozo-
A, = I(E)4 rovat.

Ap = X(E)/4 Pokud se neobjevuje vyznamny rozdil, je nejrealistictéjsi mira ndhodné chyby ddna sedmi rozdily.
Ag = X(G)[4

A, = Z()/4

A, = Ib)/4

A = Z(c)/4

Ay = X(d)/4

A, = Z(e)/4

Ap = I(f)/4

A, = Z(g)/4

Rozdil D, Druhé mocniny rozdili (D?2)

D, = A-a=Z%(A) - Z(a) D,2 = hodnota a

D, = B-b=%B)-20b) D,? = hodnotab

D, = C-c=%(C) - Z(c) D_2 = hodnota ¢

D, = D-d=Z2(D) - x(d) D,2 = hodnotad

D, = E—e=Z(E) - Z(e) D2 = hodnota e

D; = F-f=X(F) - 2(f) D2 = hodnota f

D, = G-g=23(G) - 2(g) D2 = hodnota g

Smérodatnd odchylka rozdilii Di (SDi):

Sy = v 2*Z(Di2/7)

Je-li SDi vyznamné vétsi nez smérodatnd odchylka metody za podminek reprodukovatelnosti (viz vyse), vyplyvd z toho,
ze viechny faktory soucasné maji vliv na vysledek, tiebaze Zddny faktor samostatné nevykazuje vyznamny vliv,
a metoda tedy neni dostate¢né robustni vii¢i zvolenym zméndm.

3.4 PRIKLADY VYPOCTU PRO POSTUP VNITROLABORATORNI VALIDACE

Piiklady a vypocty pro model vnitrolaboratorni validace, jak je popsdn v oddile o validaci podle alternativnich modeli
(3.1.3) (13, 14).

3.5 PRIKLADY PRO METODU STANDARDNIHO PRIDAVKU

Zkusebni vzorek s obsahem analytu T se rozdéli na dva zkusebni podily 1 a 2 o hmotnostech m, a m,. Zkusebni podil

2 se uméle obohati roztokem analytu o objemu V, a koncentraci p,. Po provedeni extrakce a ptecisténi, které jsou
soucasti metody, vzniknou dva zkusebni podily o objemech V, a V,. Predpoklidand vytéznost analytu je rc. Oba
extrakty se analyzuji méfici metodou s citlivosti b a jejich analytické odezvy se oznadi x, a x,.

Za predpokladu, Ze jsou hodnoty rc a b pro analyt jak u nativniho vzorku, tak u uméle obohaceného vzorku stejné, Ize
obsah T vypocitat takto:

T = Xl'Vl'PA'VA/(Xz'Vz'ml'Vl'mz)

Metoda umoziuje stanovit vytéznost rc. Kromé vyse popsaného stanoveni se ¢ast extraktu zkusebniho podilu 1 (objem
V,) uméle obohati zndmym mnozZstvim analytu p, - V; a provede se analyza. Analyticky vysledek se oznaci x; a vyté-
Znost je:

rc = XZ'V]'VZ'pB'VB/[XS'Vl'VZ(T'mZ + PA'VA)'XZ’VZ'T'ml(VZ'VB)}

Kromé toho je mozné vypocitat citlivost b jako:

b=xV/rc:T-m

Vsechny podminky a podrobnosti jsou popsany v literatufe (18).
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4. POUZITE ZKRATKY

AAS atomovd absorp¢ni spektrometrie

AES atomova emisn{ spektrometrie

AOAC-I Association of Official Analytical Chemists INTERNATIONAL (Mezindrodni sdruzeni tfednich chemiki)
B vézand frakce (imunotesty)

CI chemicka ionizace

CRM  certifikovany referencni materidl

v varia¢ni koeficient

2D oznaceni dvourozmérnosti metody

DAD  detekce diodovym polem

DPASV  diferen¢ni pulsni anodickd rozpoustéci voltametrie

ECD detektor elektronového zdchytu

EI elektronové (impaktni) ionizace

GC plynova chromatografie

HPLC  vysokoucinnd kapalinovd chromatografie

HPTLC vysokoucinnd chromatografie na tenké vrstvé, vysokoti¢innd tenkovrstvd chromatografie
HRMS  hmotnostni spektrometrie s vysokym rozlisenim

ICP-AES atomovd emisni spektrometrie s indukéné vdzanym plasmatem

ICP-MS  hmotnostni spektrometrie s indukéné vdzanym plasmatem

IR zkratka pro infracerveny obor spektra
I1SO Mezindrodn{ organizace pro normalizaci
LC kapalinovd chromatografie

LR(MS) hmotnostni spektrometrie s nizkym rozlisenim

MRPL  poZzadovand mez detekce

MS hmotnostn{ spektrometrie
mfz pomér hmotnost/ndboj
R; relativni vzddlenost vzhledem k celu rozpoustédla (u TLC)

RSDL  relativni smérodatné odchylky laboratofe

SIM zdznam vybranych iontd

TLC chromatografie na tenké vrstvé, tenkovrstvd chromatografie
uv zkratka pro ultrafialovy obor spektra

VIS zkratka pro viditelny obor spektra
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