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2. PRACOVNI KRITERIA A JINE POZADAVKY NA ANALYTICKE
METODY

Analytické metody nebo kombinace metod jinych nez téch, které jsou nize
popsany, mohou byt pro ucely screeningu nebo potvrzeni pouzity pouze tehdy,
pokud prokazateln¢ spliiuji piislusné pozadavky stanovené v tomto rozhodnuti.

2.1 OBECNE POZADAVKY
2.1.1 Zachazeni se vzorky

Zpusob ziskani vzorku, zachazeni s nimi a jejich zpracovani musi
zachovat co nejvétsi moznost pro detekovani latky. Pti zachazeni se
vzorkem musi byt vylou¢ena moznost kontaminace nebo ztraty analytd.

2.1.2 Provadéni zkousSek
2.1.2.1 Wyteznost

Pii analyze vzorkl musi byt u kazdé davky vzorku zjiSténa vytéznost,
pokud se nepouzije pevné stanovena hodnota vytéznosti. Pokud lezi
vytéznost v pfedem uréenych mezich, mtize byt pouzit pevné stanoveny
korekéni faktor. V opacném piipadé se pouzije vytéznost zjisténa pro
danou davku, pokud vSak neni tfeba pouzit vytéznost, ktera je specificka
pro dany analyt ve vzorku; v takovém piipadé se pro kvantitativni
stanoveni analytu ve vzorku pouzije metoda standardniho ptidavku
(viz bod 3.5) nebo vnitini standard.

2.1.2.2  Specificnost

Metodou musi byt mozné za experimentalnich podminek rozlisit mezi
méfenym analytem a jinymi latkami. Musi byt uvedeno, do jaké miry je
to mozné. Pfi pouzivani popsanych technik méfeni musi byt vyuzito
vSech zplisobli, jak zamezit predpoklddanému ruseni jinymi latkami,
napi. homology, analogickymi latkami, produkty metabolismu sledova-
n¢ho rezidua. Nanejvys dulezité je prozkoumani rusivych vlivi slozek
matrice.

2.2 SCREENINGOVE METODY

V souladu se smérnici 96/23/ES mohou byt pro tcely screeningu pouzity pouze
analytické postupy, u nichz lze zpétné¢ na dokumentech prokazat, ze jsou vali-
dovany a zZe je u nich pravdépodobnost falesné negativniho vysledku na sledo-
vané urovni mensi nez 5% (chyba o). Pii podezfeni lze pozitivni vysledek
potvrdit potvrzovaci metodou.

2.3 POTVRZOVACI  METODY PRO  ORGANICKA  REZIDUA
A KONTAMINUJICI LATKY

Potvrzovaci metody pro organicka rezidua nebo kontaminujici latky musi posky-
tovat informace o chemické struktufe analytu. Proto metody zaloZené pouze na
chromatografické analyze bez pouziti spektrometrické detekce nejsou samy
o0 sobé vhodné jako potvrzovaci metody. Neni-li v§ak jedina technika dostate¢né
specificka, je tieba pozadované specificnosti dosahnout analytickymi postupy,
které se skladaji z vhodnych kombinaci ¢isténi, chromatografickych separaci
a spektrometrické detekce.
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Nasledujici metody nebo kombinace metod jsou povazovany za vhodné pro
identifikaci organickych rezidui nebo kontaminujicich latek patficich do uvede-

nych skupin latek:

Tabulka 1

Vhodné potvrzovaci metody pro organicka rezidua a kontaminujici latky

Metici technika

Latky z pftilohy 1
smeérnice 96/23/ES

Omezeni

LC nebo GC s hmotnostné
spektrometrickou detekci

LC nebo GC s infracervenou
spektrometrickou detekci

LC-full-scan-DAD

LC fluorescen¢ni detekce

2D-TLC-full-scan UV/VIS

GS-detektor
zachytu

elektronového

LC-imunogram

LC-UV/VIS (jedna vlnova
délka)

Skupiny A a B

Skupiny A a B

Skupina B

Skupina B

Skupina B

Skupina B

Skupina B

Skupina B

Pouze po provedeni on-line nebo off-line chroma-
tografické separace

Pouze pii metodé snimani celého spektra (full-
scan), nebo jsou-li pfi postupech, které nevyuzi-
vaji snimani celého spektra, pouzity alespon 3
(skupina B) nebo 4 (skupina A) identifikacni
body

Musi byt splnény specifické pozadavky na
absorpci pii pouziti infraéervené spektrometrie

Musi byt splnény specifické pozadavky na
absorpci pii pouziti UV-spektrometrie

Pouze pro molekuly, které vykazuji pfirozenou
fluorescenci, a pro molekuly, které vykazuji
fluorescenci po transformaci nebo derivatizaci

Dvourozmérna HPTLC a simultanni chromato-
grafie jsou povinnymi metodami

Pouze pti pouziti dvou kolon o rizné polarité

Pouze pii pouziti alespoit dvou riznych chroma-
tografickych systému nebo druhé nezavislé
metody detekce

Pouze pfi pouziti alespont dvou riznych chroma-
tografickych systémd nebo druhé nezavislé
metody detekce

Obecna pracovni kritéria a pozadavky

Potvrzovaci metody musi poskytovat informace o chemické struktuie
analytu. Pokud se dand odezva vyskytuje u vice latek, neni tato metoda
schopna tyto slouceniny rozlisit. Metody zalozené pouze na chromato-
grafické analyze bez pouziti spektrometrické detekce nejsou samy

0 sob& vhodné jako potvrzovaci metody.

Pokud se v ramci metody pouziva vhodny vnitini standard, musi byt
ptidan ke zkuSebnimu podilu pied zahdjenim extrakéniho postupu.
Podle dostupnosti by mél byt pouzit bud’ analyt znafeny stabilnimi
isotopy, ktery je vhodny zejména pro detekci hmotnostnim detektorem,
nebo slouceniny, které maji podobnou strukturu jako takovy analyt.
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Nelze-li pouzit vhodny vnitini standard, provede se identifikace analytu
simultdnni chromatografii. V tomto piipadé se ziska jeden pik, pficemz
zvétSeni vysky (nebo plochy) piku odpovidd mnozstvi ptidaného
analytu. U plynové chromatografie (GC) nebo kapalinové chromato-
grafie (LC) nesmi S$itka piku v poloviné vysky kolisat o vice nez
10 % a retencni ¢asy se nesmi liSit o vice nez 5 %. U metod zalozenych
na chromatografii na tenké vrstvé (TLC) musi byt viditelné pouze
skvrny, které podle piedpokladu patii analytu; nesmé&ji se objevovat
nové skvrny a intenzita skvrn se nesmi ménit.

Referen¢ni materidly nebo obohacené materidly obsahujici zndmé mnoz-
stvi analytu na urovni nejvyssi piipustné 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 davkou zkuSebnich
vzorkd, které maji byt analyzovany. Pofadi nastfiku extraktl do analy-
tické aparatury musi byt nasledujici: slepé stanoveni s Cinidly, negativni
kontrolni vzorek, vzorek, ktery ma byt potvrzen (vzorky, které maji byt
potvrzeny), opét negativni kontrolni vzorek a nakonec pozitivni
kontrolni vzorek. Kazda odchylka od tohoto pofadi musi byt zdivod-
néna.

DalSi pracovni kritéria a jiné pozadavky na kvantitativni metody
analyzy

Pravdivost kvantitativnich metod

Pfi opakovanych analyzach certifikovaného referen¢niho materialu musi
byt dosazeno nasledujicich doporuc¢enych hodnot rozpéti odchylky expe-
rimentalné stanovené stiedni hodnoty hmotnostniho zlomku korigova-
ného na vytéznost od certifikované hodnoty:

Tabulka 2

Minimalni pravdivost kvantitativnich metod

Hmotnostni zlomek Rozpéti
< 1 pgkg od — 50 % do + 20 %
> 1 ng/kg az 10 pg/kg od — 30% do + 10 %
> 10 pg/kg od — 20% do + 10 %

Nejsou-li takové certifikované referencni materialy k dispozici, je piija-
telné zjistit pravdivost méfeni z vytéznosti analyzy piidavku znamého
mnozstvi analytu (analyti) ke slepé matrici. Udaje korigované na stiedni
vytéznost jsou prijatelné pouze tehdy, nachazeji-li se v rozpéti
uvedeném v tabulce 2.

Presnost kvantitativnich metod

Vnitrolaboratorni variaéni koeficient (CV) pro opakovanou analyzu refe-
ren¢niho nebo obohaceného materialu za podminek reprodukovatelnosti
nesmi piekrocit hodnotu vypoctenou z Horwitzovy rovnice. Rovnice zni
takto:

CV = 2(1— 0,5 log C)

kde C je hmotnostni zlomek vyjadfeny jako mocnina deseti (napf.
1 mg/g = 107). Piiklady jsou uvedeny v tabulce 3.
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Tabulka 3

Piiklady varia¢nich koeficientii reprodukovatelnosti kvantitativnich metod pro
rozmezi hmotnostnich zlomki analytd

Hmotnostni zlomek Variaéni koeficient reprodukovatelnosti, CV ( %)
1 ug/kg ()
10 pg/kg ()
100 pg/kg 23
1 000 pg/kg (1 mg/kg) 16

(*) 'V piipadé¢ hmotnostnich zlomki mensich nez 100 pg/kg dava pouziti Horwitzovy rovnice nepfija-
telné vysoké vysledky. Variacni koeficienty pro koncentrace nizsi nez 100 pg/kg tedy musi byt co
nejmensi.

V pfipadé analyz provadénych za podminek opakovatelnosti by se mél
variacni koeficient zpravidla nachazet v rozmezi od jedné poloviny do
dvou tfetin vySe uvedenych hodnot. V pifipadé analyz provadénych za
podminek vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti nesmi byt vnitrolabora-
torni variacni koeficient vétsi nez variacni koeficient reprodukovatel-
nosti.

V pripadé¢ latek, pro néz je stanovena nejvyssi piipustnd hodnota, musi
byt pii pouziti metody dosazeno hodnoty vnitrolaboratorni reproduko-
vatelnosti, ktera neni vys§i nez hodnota reprodukovatelnosti odpovida-
jici variaénimu koeficientu pro koncentraci na trovni jedné poloviny
nejvyssi ptipustné hodnoty.

Pracovni kritéria a dalSi poZadavky na detekci hmotnostnim spek-
trometrem

Jako potvrzovaci metody pfichazeji hmotnostné spektrometrické metody
v Uvahu pouze v provedeni on-line nebo off-line chromatografické
separace.

Chromatograficka separace

Pii postupech zalozenych na kombinaci plynové chromatografie a hmot-
nosti spektrometrie GC-MS se separace plynovou chromatografii
provede na kapilarnich kolonach. Pti postupech zalozenych na kombi-
naci kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie LC-MS se
chromatograficka separace provede na vhodnych kolonich pro LC.
V kazdém piipadé je minimalnim pfijatelnym retenénim casem pro
vySetfovany analyt dvojnasobek retencniho ¢Casu, ktery odpovida
mrtvému objemu kolony. Retencéni ¢as (nebo relativni retencéni cas)
analytu ve zkuSebnim podilu musi v ramci stanovené¢ho rozmezi odpo-
vidat reten¢nimu ¢asu (relativnimu reten¢nimu ¢asu) kalibracniho stan-
dardu. Rozmezi reten¢niho ¢asu musi odpovidat rozliSovaci schopnosti
chromatografického systému. Pomér chromatografického retencniho
Casu analytu a vnitiniho standardu, tj. relativni retenéni Cas analytu,
musi odpovidat relativnimu retenénimu ¢asu kalibra¢niho roztoku s tole-
ranci = 0,5 % u GC a = 2,5% u LC.

Hmotnostné spektrometricka detekce

Pii detekci hmotnostnim spektrometrem se pouziji napiiklad techniky
snimani celého spektra (full-scan) nebo sledovani vybranych iontd
(selected ion monitoring) (SIM) a rovnéz techniky zaloZené na tande-
mové hmotnostni spektrometrii MS-MS", napf. selected reaction moni-
toring (SRM), nebo vhodné techniky MS nebo MS-MS" v kombinaci
s vhodnymi ioniza¢nimi technikami. V ptipadé hmotnostni spektrome-
trie s vysokym rozliSenim (high-resolution mass spectrometry) (HRMS)
musi byt rozliseni obecné lepsi nez 10 000 v celém rozsahu hmotnosti
pii 10 % sedle.
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Sniméani celého spektra (full-scan): Provadi-li se pfi hmotnostni spek-
trometrii sniméani celého spektra, musi byt piitomny vSechny méfené
diagnostické ionty (molekulovy iont, charakteristické adukty molekular-
niho iontu, charakteristické iontové fragmenty a isotopové ionty), které
maji v referenénim spektru kalibra¢niho standardu relativni intenzitu
vyssi nez 10 %.

Sledovani vybranych ionti (SIM): Provadi-li se hmotnostné spektrome-
trické stanoveni fragmentografii, musi byt molekuldrnim iontem pfed-
nostné jeden z vybranych diagnostickych iontll (molekularni iont, chara-
kteristické adukty molekularnich iontil, charakteristické iontové frag-
menty a isotopové ionty). Neni tieba, aby vybrané diagnostické ionty
pochézely vyhradné z téze casti molekuly. Pomér signal-Sum musi byt
pro kazdy diagnosticky iont 3:1.

Full-scan a SIM: Relativni intenzity detekovanych iontt vyjadiené
v procentech intenzity nejintenzivngjs$iho iontu nebo piesmyku musi
v ramci nize uvedenych toleranci odpovidat relativnim intenzitam kali-
bra¢niho standardu z kalibracnich vzorki nebo z uméle obohacenych
vzorkdl, a to pii srovnatelnych koncentracich a za tychz podminek
méfeni:

Tabulka 4

Nejvyssi pripustné tolerance pro relativni intenzity ionti u nékolika hmotnostné
spektrometrickych technik

Relativni intenzita EI-GC-MS CI-GC-MS, GC'M“S"’ LC-MS,
% zakladniho piku) (relativng) LC-MS
( (relativng)

> 50 % + 10% + 20%

> 20 % az 50 % + 10% + 25%

> 10 % az 20 % +20% + 30%

<10% + 50 % + 50 %

Vyhodnoceni hmotnostniho spektra: Relativni intenzity diagnostickych
iontd a/nebo iontovych part prekurzor/produkt musi byt stanoveny
porovnanim spektra nebo integrovanim signali jednotlivych ionti. Je-
li provadéna korekce na pozadi, musi byt provadéna jednotné v celé
davce (viz bod 2.3.1, odstavec 4) a musi byt jednozna¢né uvedena.

Full-scan: Zaznamenava-li se pfi spektrometrii jednotlivych iontd celé
spektrum, musi byt pfitomny alespon Ctyfi ionty s relativni intenzitou
10 % zakladniho piku. Jsou-li v referenénim spektru pfitomny moleku-
larni ionty s intenzitou 10 %, musi byt zahrnuty. Alespon u ¢tyf iont
musi relativni intenzity lezet v mezich nejvyssich ptipustnych toleranci
(tabulka 5). Vyhledavani mutze byt provedeno pomoci digitalni
knihovny. V tomto pfipadé musi byt pfi porovnavani hmotnostniho
spektra zkouSenych vzorku a spektra kalibraéniho roztoku piekrocen
faktor kritické shody. Tento faktor musi byt pro kazdy analyt stanoven
pii procesu validace, a to na zaklad¢ spektra, pro néz jsou splnéna nize
uvedena kritéria. Musi byt prozkoumana proménlivost spektra zptiso-
bena matrici vzorku a pracovnimi charakteristikami detektoru.
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SIM: Méfi-li se hmotnostni fragmenty jinymi technikami nez snimanim
celého spektra, musi byt k vyhodnoceni dat pouzit systém identifikac-
nich bodu. Pro potvrzeni latek uvedenych ve skupiné A v ptiloze I smér-
nice 96/23/ES se pozaduji nejméné 4 identifikacni body. Pro potvrzeni
latek uvedenych ve skupiné B v pftiloze I smérnice 96/23/ES se pozaduji
nejméné 3 identifika¢ni body. V nize uvedené tabulce je uveden pocet
identifikanich bodu, kterych lze u kazdé ze zakladnich hmotnostné
spektrometrickych technik dosdhnout. Pfi bliz§im urceni identifika¢nich
bodu, které jsou nezbytné pro potvrzeni, a vypoctu celkového poctu
identifikanich bodd v$ak musi byt splnény tyto podminky:

a) musi byt proméfen alespori jeden iontovy pomér,

b) vSechny relevantni proméfené iontové poméry musi splnit vyse
uvedena kritéria, a

¢) pro ucely ziskani minimalniho poctu identifika¢nich bodi mohou byt
kombinovany maximalné tii samostatné techniky.

Tabulka 5

Vztah mezi typem fragmentace a dosaZenym poctem identifika¢nich bodu

Hmotnostné spektrometricka technika Dosazeny pocet idizrrl]ttiﬁkaénich bodi na

Hmotnostni spektrometrie s nizkym rozliSenim | 1,0

(LR)

LC-MS" prekurzorovy iont 1,0

LC-MS" prechodny produkt 1,5

HRMS 2,0

HR-MS" prekurzorovy iont 2,0

HR-MS" piechodny produkt 2,5

Poznamky:

(1) Kazdy iont muze byt pocitan pouze jednou.

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

(3) Ruzné analyty lze pouzit ke zvySeni poctu identifikaénich bodi pouze tehdy, pokud derivaty
vyuzivaji rizné reakéni chemismy.

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

(5) Piechodné produkty zahrnuji jak dcefiné produkty, tak produkty dalSich generaci.

Tabulka 6

Piiklady poc¢tu identifika¢nich bodi ziskanych pro soubor technik a jejich kombinace
(n je celé cislo)

Technika (techniky) Pocet ionti Identifikacni body
GC-MS (EI nebo CI) N N
GC-MS (EI a CI) 2 (EI) + 2 (CI) 4
GC-MS (EI nebo CI) | 2 (derivat A) + 2 (derivat B) 4
2 derivaty
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Technika (techniky) Pocet iontil Identifikacni body
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 dcefi- | 5

nym
LC-MS-MS 2 prekurzorové ionty, kazdy s 1 dcefi- | 5
nym
LC-MS-MS-MS 1 prekurzorovy,l dcefiny a 2 z dalsi | 5,5
generace
HRMS N 2n
GC-MS a LC-MS 2+ 2 4
GC-MS a HRMS 2+ 1 4

2.34  Pracovni kritéria a jiné poZadavky na chromatografii kombino-
vanou s infraervenym detektorem

Adekvatni pasy: Adekvatnimi pasy jsou absorpéni maxima v infracer-
veném spektru kalibra¢niho standardu, kterd spliiuji nasledujici poza-
davky.

2.3.4.1 Infracervend detekce

Absorpéni maximum: Musi se nachazet v rozmezi od 4 000 do 500 cm™.

Intenzita absorpce: Nesmi byt

a) v pripadé specifické molarni absorbance (vzhledem k zakladné pasu)
mensi nez 40 %, nebo

b) v pripadé¢ relativni absorbance menSi nez 12,5 % absorbance
nejintenzivngj§iho piku v oblasti od 4 000 do 500 cm™,

v obou pfipadech méfeno vzhledem k nulové absorbanci, a dale mensi
nez 5 % absorbance nejintenzivnéjsitho piku v oblasti od 4 000 do
500 cm™, v obou piipadech méfeno vzhledem k zékladn& piku.

Poznamka: 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 méii pasy, jejichz vinocty odpovidaji
adekvatnimu pasu ve spektru kalibraéniho standardu s toleranci + 1 cm™.

2.3.4.2 Hodnoceni infracerveného spektra

K absorpci musi dochazet ve vSech oblastech spektra analytu, které
odpovidaji adekvatnimu pasu v referenénim spektru kalibra¢niho stan-
dardu. Je nutné, aby ve spektru kalibra¢niho standardu bylo nejméné
Sest adekvatnich pasu. Je-li ve spektru méné nez Sest adekvatnich pasu
(7), nelze doty¢né spektrum pouzit jako referen¢ni spektrum. ,,Skore®, tj.
procentualni podil adekvatnich past nalezenych v infracerveném spektru
analytu, musi byt alesponn 50. Neni-li pfesna shoda adekvatnich pasa
mozna, nesmi pfislusna oblast spektra analytu vyluCovat piitomnost
shodnych past. Postup je pouzitelny pouze pro piky ve spektru vzorku
s intenzitou alespon trojnasobnou oproti Sumu mezi dvéma pasy.
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Pracovni Kritéria a jiné poZadavky na stanoveni analytu kombinaci
kapalinové chromatografie a dalSich detekénich technik

Chromatografickda separace

Vnitini standard se pouzije vzdy, kdyz k tomuto ucelu existuje vhodny
material. Ma jim byt pfednostné standard piibuzné latky s retencnim
¢asem blizkym retencnimu Casu analytu. Retencni ¢as analytu musi byt
typicky pro odpovidajici kalibracni standard za tychz experimentalnich
podminek. Minimdlni pfijatelny retencni ¢as pro analyt musi byt dvoj-
nasobkem reten¢niho c¢asu odpovidajiciho mrtvému objemu kolony.
Pomér retencniho Casu analytu a vnitfniho standardu, tj. relativni
retenéni Cas analytu, se musi s toleranci £ 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 kalibraéniho standardu. V ptipadé detekce diodovym polem
je rozliSovaci schopnost obvykle + 2 nm. Spektrum analytu v oblasti
nad 220 nm se nesmi v oblasti s relativni absorbanci 10 % vizualné lisit
od spektra kalibra¢niho standardu. Kritérium je splnéno, existuji-li stejna
maxima, a dale neni-li rozdil mezi obéma spektry u zddného bodu vétsi
10 % absorbance kalibra¢niho standardu. Je-li vyhledavani a porovnavani
provadéno pomoci digitalni knihovny, musi byt pfi srovnavani spektral-
nich dat zkouSenych vzorkd a spektra kalibratniho roztoku piekrocen
faktor kritické shody. Tento faktor musi byt pro kazdy analyt stanoven
pii procesu validace, a to na zakladé spektra, pro néz jsou splnéna vyse
uvedena kritéria. Musi byt prozkoumana proménlivost spektra zptiso-
bena matrici vzorku a pracovnimi charakteristikami detektoru.

Pracovni kritéria pro fluorimetrickou detekci

Musi byt splnéna pracovni kritéria pro metody zalozené na LC.

Tato metoda je pouzitelna pro molekuly, které vykazuji ptirozenou
fluorescenci, a pro molekuly, které vykazuji fluorescenci po transfor-
maci nebo derivatizaci. Vybér excitacnich a emisnich vinovych délek
v kombinaci s chromatografickymi podminkami musi byt proveden tak,
aby se minimalizoval vyskyt rusivych sloucenin v extraktu slepého
vzorku.

Nejbliz§i maximum piku v chromatogramu musi byt od stanovaného
piku analytu vzdaleno alesponi 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
vhodna pro pouziti jako potvrzovaci metoda.
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Musi byt splnéna piislusna kritéria pro metody zalozené na LC.

Pfedem stanovené parametry fizeni jakosti, napf. nespecifické vazby,
relativni vazby kontrolnich vzorkt, hodnota absorbance slepého vzorku
se musi nachazet v mezich dosazenych pii validaci zkusebni metody.

Imunogram musi byt sestaven alesponl z péti Casti.

Kazda frakce musi byt mensi nez polovina vysky piku.

Frakce s maximalnim obsahem analytu musi byt totozna pro podeziely
vzorek, pozitivni kontrolni vzorek i standard.

Stanoveni analytu pomoci LC s UV/VIS detekci (jedna vinova délka)

LC s UV/VIS detekci (jedna vinova délka) neni sama o sobé vhodna
jako potvrzovaci metoda.

Nejblizs§i maximum piku v chromatogramu musi byt od stanovovaného
piku analytu vzdaleno alespon o jednu $itku piku analytu v 10 % vysky.

Pracovni kritéria a jiné poZadavky na stanoveni analytu dvouroz-
mérnou TLC kombinovanou s full-scan-UV/VIS spektrometrickou
detekei

Dvourozmérnd HPTLC a simultdnni chromatografie jsou povinnymi
metodami.

Hodnoty RF analytu musi byt v ramci tolerance + 5 % ve shod¢ s hodno-
tami RF standardu.

Vizualni podoba skvrny analytu se nesmi lisit od podoby skvrny stan-
dardu.

V pripadé stejné zabarvenych skvrn musi byt vzdalenost stfedu skvrny
analytu od stfedu nejblizsi skvrny rovna alespon poloviné souctu
praméru skvrn.

Spektrum analytu se nesmi vizudlné lisit od spektra standardu, jak je
popsano u pozadavkd na full-scan-UV/VIS detekci.

Je-li vyhledavani a porovnavani provadéno pomoci digitalni knihovny,
musi byt pfi srovnavani spektralnich dat zkousenych vzorki a spektra
kalibraéniho roztoku piekrocen faktor kritické shody. Tento faktor musi
byt pro kazdy analyt stanoven pii procesu validace, a to na zakladé
spekter, pro néz jsou splnéna vyse uvedena kritéria. Musi byt prozkou-
mana proménlivost spekter zptsobena matrici vzorku a pracovnimi
charakteristikami detektoru.
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Pracovni Kkritéria a poZadavky na stanoveni analytu GC v kombinaci
s detektorem elektronového zachytu (ECD)

Vnitini standard se pouzije vzdy, kdyz k tomuto tcelu existuje vhodny
material. Ma jim byt pfednostné piibuzna latka s retenénim casem
blizkym reten¢nimu Casu analytu. Retencni Cas analytu musi byt typicky
pro odpovidajici kalibracni standard za tychz experimentalnich
podminek. Minimalni pfijatelny reten¢ni ¢as pro analyt musi byt dvoj-
nasobkem reten¢niho ¢asu odpovidajiciho mrtvému objemu kolony.
Pomér retencniho Casu analytu a vnitfniho standardu, tj. relativni
retencni Cas analytu, se musi s toleranci + 0,5 % rovnat relativnimu
retenénimu Casu kalibraéniho standardu ve vhodné matrici. Nejblizsi
maximum piku v chromatogramu musi byt od stanovovaného piku
analytu vzdaleno alespoil o jednu $ifku piku analytu v 10 % vysky.
Dalsi informace mohou byt zjiStény simultanni chromatografii.

2.4 POTVRZOVACI METODY PRO CHEMICKE PRVKY

Potvrzovaci metody analyzy pro chemické prvky musi byt zalozeny na jedno-
znaéné identifikaci a spravné a presné kvantifikaci prostiednictvim fyzikalné-
chemickych vlastnosti, které jsou na sledované tGrovni jedine¢né pro dany
chemicky prvek (napf. na zdkladé¢ vinové délky emitovaného nebo absorbova-
ného zafeni, ktera je charakteristicka pro prvek, na zakladé atomové hmotnosti).

Nasledujici metody nebo kombinace metod jsou povazovany za vhodné pro
identifikaci chemickych prvku:

Tabulka 7

Vhodné potvrzovaci metody pro chemické prvky

Technika Mgéfeny parametr

Diferencni pulsni anodickd rozpoustéci voltametrie | Elektricky signal

Atomova absorpéni spektrometrie

Plamenova Absorpéni vinova délka
Generovani hydrida Absorpéni vinova délka
Studené pary Absorpéni vinova délka
Elektrotermicka atomizace (grafitova picka) Absorpéni vinova délka

Atomova emisni spektrometrie

Indukéné vazané plasma Emisni vlnova délka

Hmotnostni spektrometrie

Indukéné vazané plasma Pomér hmotnost/naboj

2.4.1

Spolec¢na pracovni Kritéria a jiné poZadavky na potvrzovaci metody

Referen¢ni materialy nebo obohacené materialy obsahujici znamé mnoz-
stvi analytu na urovni nejvys$si ptipustné hodnoty nebo rozhodovaci
meze, nebo blizko téchto hodnot (pozitivni kontrolni vzorek), a rovnéz
negativni kontrolni vzorky a Cinidla pro slepé stanoveni by mély byt
podrobeny celému postupu soucasné s kazdou davkou zkuSebnich
vzorkid, které maji byt analyzovany. Doporu¢ené potadi nastiiku
extraktt do analytické aparatury musi byt nasledujici: slepé stanoveni
s Cinidly, negativni kontrolni vzorek, vzorek, ktery ma byt potvrzen,
negativni kontrolni vzorek a nakonec pozitivni kontrolni vzorek.
Kazda odchylka od tohoto potadi musi byt zdivodnéna.
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U vétSiny analytickych technik se zpravidla vyzaduje tGplné rozlozeni
organické matrice, aby bylo mozné pred stanovenim pfipravit roztok
analytu. Toho lze dosahnout mikrovinou mineralizaci, pfi niz je mini-
malizovano riziko ztrat urovaného analytu nebo riziko kontaminace.
Musi byt pouzity kvalitni dekontaminované teflonové nadoby. Jsou-li
pouzity jiné metody suchého nebo mokrého rozkladu, musi byt pied-
lozeny dokumentované dukazy o tom, Ze jsou piipadné ztraty nebo
kontaminace vyloudeny. Za urcitych podminek lze jako alternativu
k rozkladu zvolit pro oddéleni analyti od slozek matrice a/nebo zkon-
centrovani analyti pfed jejich zavedenim do analytické zafizeni
separacni postupy (napft. extrakei).

Pii kalibraci, at’ jiz externi, nebo zalozené na metod¢ vnitiniho stan-
dardu, je tfeba dbat na to, aby nebyl pfekrocen stanoveny pracovni
rozsah analyzy. V pripadé externi kalibrace se pozaduje, aby byly kali-
bracni standardy pfipraveny v roztoku, ktery svym slozeni co nejvice
odpovida slozeni roztoku vzorku. Pokud to vyzaduji specifické analy-
tické okolnosti, musi byt rovnéz provedena korekce na pozadi.

242  Dalsi pracovni kritéria a jiné pozadavky na kvantitativni metody
analyzy

2.4.2.1 Pravdivost kvantitativnich metod

Pfi opakovanych analyzich certifikovaného referencniho materidlu
chemickych prvki nesmi odchylka experimentdlné stanovené stiedni
hodnoty obsahu od certifikované hodnoty piekrocit £ 10 %. Nejsou-li
certifikované referen¢ni materialy k dispozici, je pfijatelné zjistit prav-
divost méfeni z vytéznosti analyzy nezndmych vzorkd s piidavkem
znamého mnozstvi prvku. Je tfeba vénovat pozornost skutecnosti, ze
na rozdil od analytu neni pfidany prvek v realné matrici chemicky
vazan a takto ziskané vysledky maji mensi validitu nez vysledky
ziskané pomoci certifikovanych referenénich materiali (CRM). Hodnoty
vytéznosti jsou piijatelné pouze tehdy, nachazeji-li se v intervalu = 10 %
kolem cilové hodnoty.

2.4.2.2 Presnost kvantitativnich metod

Vnitrolaboratorni variacni koeficient (CV) stfedni hodnoty pro opako-
vanou analyzu vzorku za podminek vnitrolaboratorni reprodukovatel-
nosti nesmi piekro€it nasledujici hodnoty:

Tabulka 8

Varia¢ni Koeficienty pro rozmezi hmotnostnich zlomki chemického prvku

Hmotnostni zlomek Variaéni koeficient, CV (%)
< 10 ng/kg az 100 pg/kg 20
> 100 pg/kg az 1 000 pg/kg 15
> 1000 pg/kg 10

243  Specifické pozadavky na diferencni pulsni anodickou rozpoustéci
voltametrii (DPASYV)

rozlozeny organické latky. Na voltamogramech nesmi byt patrné zadné
rozsifeni signalu zpusobené pritomnosti organického materialu. Anorga-
nické slozky matrice mohou mit pfi DPASV vliv na vysku pikt. Kvan-
titativni stanoveni tedy musi byt provadéno metodou standardniho
ptidavku. Piiklady typickych voltamogrami roztoku vzorku musi byt
ptilozeny k metodé.



02002D0657 — CS — 10.06.2021 — 003.001 — 14

244

2441

2442

245

Specifické poZzadavky na atomovou absorp¢ni spektrometrii (AAS)

Tato technika je v zasadé metodou pro stanoveni jednoho prvku,
a vyzaduje tedy optimalizaci experimentalniho nastaveni v zavislosti
na chemickém prvku, ktery ma byt kvantitativné stanoven. Vysledky
musi byt pokud mozno kvalitativné a kvantitativné kontrolovany
podle dalSich absorpcnich ¢ar (v idedlnim piipadé by mély byt vybrany
dvé rizné Cary). Kalibracni standardy musi byt pfipraveny v roztoku,
jehoz slozeni co nejvice odpovida roztoku méfeného vzorku (napf.
pokud jde o koncentraci kyseliny nebo slozeni modifikatoru). VSechna
reakéni Cinidla musi mit nejvySsi Cistotu, aby se minimalizovaly
hodnoty slepého stanoveni. V zavislosti na zvoleném rezimu vypafeni
a atomizace se rozliSuji rizné typy AAS.

Specifické pozadavky na plamenovou AAS

Nastaveni pfistroje musi byt pro kazdy prvek optimalizovano. Kontro-
lovany musi byt zejména slozeni a prutok plynu. Pro vylouceni rusivého
vlivu absorpce pozadi musi byt pouzita korekce pomoci kontinualniho
zdroje zafeni. U neznamych matric je tieba ovéfit, zda neni nutna
korekce na pozadi.

Specifické pozadavky na AAS s grafitovou pickou

Spravnost stanoveni stopovych mmnozstvi s pouzitim grafitové picky
Casto ovliviiuje kontaminace v laboratofi. Pro zpracovani vzorku a stan-
dardu by tedy méla byt pouzita reakéni Cinidla o vysoké Cistoté, deioni-
zovana voda a zafizeni z inertniho plastu. Nastaveni pfistroje musi byt
pro kazdy prvek optimalizovano. Zejména musi byt kontrolovany
podminky pfedbézného zpracovani a podminky atomizace (teplota,
Cas) a uprava matrice.

Vliv matrice na atomizaci analytu se snizi pfi praci za isotermnich
podminek atomizace (napf. s pii¢né vyhfivanou grafitovou pickou se
zabudovanou platformou podle Lvova (8)). Kombinace tipravy matrice
a korekce pozadi Zeemanovym efektem (9) umoziuje, aby bylo kvan-
titativni stanoveni provadéno pomoci kalibra¢ni kiivky ziskané z méfeni
vodnych standardnich roztokd.

Specifické pozadavky na AAS s generaci hydrida

Organické slouceniny obsahujici arsen, bismut, germanium, olovo, anti-
mon, selen, cin a tellur apod. mohou byt velmi stabilni a maji-li byt pro
celkovy obsah prvku ziskany spravné vysledky, je tieba provést oxida-
tivni rozklad. Doporucuje se proto mikrovinna mineralizace nebo vyso-
kotlaké zpopelnéni za silné oxidativnich podminek. Nejvétsi pozornost
musi byt vénovana tplné a reprodukovatelné konverzi prvki na jejich
hydridy.

Tvorba hydridu arsenu v roztoku kyseliny chlorovodikové s NaBH,
zévisi na oxidadnim stavu arsenu (As™: rychld tvorba, As": pomalejsi
tvorba hydridu). Aby se pii prutokové technice nastiiku zamezilo ztraté
citlivosti stanoveni As" zpiisobené kratkym reakénim asem v tomto
systému, musi byt As¥ po oxidativnim rozkladu redukovén na As'".
Vhodnymi ¢inidly k tomuto ucéelu jsou jodid draselny/askorbova kyse-
lina nebo cystein. Slepé vzorky, kalibracni roztoky a roztoky vzorku
musi byt zpracovavany stejnym zptsobem. Davkovy zpusob stanoveni
dovoluje stanovit obé formy arsenu stanoveny bez ovlivnéni spravnosti
stanoveni. V disledku zpozd&né tvorby hydridu arsenu (As") musi byt
kalibrace provedena integraci plochy piku. Nastaveni pfistroje musi byt
optimalizovano. Pratok plynu, kterym se zavadi hydrid do atomizatoru,

je zvlasté dulezity a musi byt kontrolovan.
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2.4.6

2.4.7

Specifické pozadavky na AAS se studenymi parami

Studené pary se pouzivaji pouze v piipadé rtuti. Kvuli ztratam elemen-
tarni rtuti v dusledku tékani a adsorpce je nezbytné pfi analyze pracovat
velmi peclivé. Musi byt vyloucena kontaminace reakénich cinidel
a pracovniho prostiedi.

Maji-li byt v ptipadé organickych sloucenin rtuti ziskany spravné
vysledky, je nezbytné provést oxidativni rozklad. K rozkladu je tieba
pouzit hermeticky uzavieny systém s mikrovinnou mineralizaci nebo
vysokotlakym zpopelnénim. Zvlastni pozornost je tfeba vénovat ¢isténi
zatizeni, které bylo v kontaktu se rtuti.

Vyhodna je prace s prutokovou technikou nastiiku. Pfi nizkych rozho-
dovacich mezich se doporucuje zkoncentrovani elementarni rtuti na
adsorp¢ni Au/Pt sitce a nasledna termalni desorpce. Kontakt adsorbéru
nebo méfici cely s vlhkosti ma rusivy vliv na méfeni a nesmi k nému
dojit.

Specifické poZzadavky na atomovou emisni spektrometrii s indukéné
vazanym plasmatem (ICP-AES)

Atomova emisni spektrometrie s indukéné vazanym plasmatem (10) je
viceprvkovou metodou, ktera umoziuje soucasné stanoveni riznych
prvki. Pred pouzitim ICP-AES musi byt provedena mineralizace, aby
se rozlozily organické matrice vzorkd. Musi byt pouzita mikrovinna
mineralizace nebo vysokotlaké zpopelnéni. Smysluplna analyza ICP-
AES vyzaduje kalibraci pfistroje a vybér prvku nebo vlnové délky.
V piipad¢ linearnich kalibra¢nich kiivek obvykle sta¢i pro ucely kali-
brace piistroje proméfit pouze kalibracni roztoky o ctyfech koncentra-
cich, protoze kalibra¢ni kiivky ICP-AES jsou linedrni pro koncentrace
v rozsahu Ctyf az Sesti fadl. Kalibrace systému ICP-AES se obvykle
provadi pomoci standardu obsahujiciho vice chemickych prvkd, ktery
musi byt pfipraven ve formé roztoku o téze koncentraci kyseliny jako
méfeny roztok. Sestrojeni linedrni kalibracni kiivky vyzaduje, aby byly
koncentrace prvku ovéteny.

Vybér vinovych délek pro méfeni emise analytt se fidi koncentracemi
prvki, které maji byt stanoveny. Pokud se koncentrace analytu nachazi
mimo pracovni oblast pro danou emisni ¢aru, pouZzije se jind emisni
cara. Nejdiive se zvoli nejintenzivnéj$i emisni Cara (nerusend), a poté
mén¢ intenzivni Cara. Pfi praci v blizkosti meze detekce je zpravidla
nejvhodnéjsi nejcitlivéjsi Cara ptfislusného analytu. Spektralni rusivé
vlivy a rusivé vlivy z pozadi plsobi pfi ICP-AES nejvétsi obtize.
Moznymi ruSivymi vlivy jsou napf. jednoduchy posun pozadi,
vzestupny posun pozadi, ptimy spektralni piekryv a slozity posun
pozadi. Kazdy z téchto rusivych vlivii ma své vlastni pficiny a zptsoby
odstranéni. V zavislosti na matrici se pouziji korekce na ruSeni a opti-
malizace pracovnich parametrti. Nékterym rusivym vlivim lze zamezit
ziedénim nebo upravou matrici. S kazdou davkou zkusebnich vzorki se
pii analyze stejnym zptsobem jako analytické vzorky zpracuji refe-
renéni a uméle obohaceny material obsahujici zndma mnozstvi analytu
(analyti) a dale slepy vzorek. Kontrola posunu se musi provést stan-
dardem napf. po proméfeni 10 vzorkd. VSechna reakéni ¢inidla a plas-
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2.4.8  Specifické pozadavky na hmotnostni spektrometrii s indukéné
vazanym plasmatem (ICP-MS (11))

Stanoveni stopovych prvki s atomovymi hmotnostmi jako napf.
chromu, médi a niklu, maze byt siln¢ ruseno jinymi isobarickymi a vice-
atomovymi ionty. Tomu se lze vyhnout pouze pfi rozliSovaci schopnosti
alespont 7 000 — 8 000. Mezi obtize spojené s technikami MS patii drift
pfistroje, matricové jevy a rusivé vlivy molekularnich iontd (m/z < 80).
Pro korekci driftu pfistroje a matricovych jevi je tfeba provést vicena-
sobnou vnitini standardizaci pokryvajici stejny rozsah hmotnosti, jako
ma rozsah prvki, které maji byt stanoveny.

Pred méfenim ICP-MS je nezbytné provést uplny rozklad organickych
latek. Jako u AAS se tékavé prvky, napf. jod, pfevedou po mineralizaci
v hermeticky uzaviené nadobé¢ do stabilniho oxidac¢niho stavu. Nejsilngji
rusi kombinace molekularnich iontd 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 mize byt
niz§i vytézek (horsi mez detekce), a volbou kyseliny pouzité pro
rozpousténi, napf. kyseliny dusi¢né.

U prvkt, které maji byt stanoveny, se rusivé vlivy vylouc¢i vhodnou
volbou specifickych analytickych hmotnosti véetné¢ konfirmace pomeéra
isotopi. Odezva piistroje pii zohlednéni Fano-faktord musi byt pro
kazdé méfeni zkontrolovana vnitinimi standardy.

3. VALIDACE

Validace musi prokazat, ze analytickd metoda spliuje pozadavky na pfislusné
pracovni charakteristiky.

Ruzné Gcely kontroly vyzaduji rizné kategorie metod. V nasledujici 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 | Rozhodo o sgivosy | Selektivita/ | POUZtelnosy
detekce vaci mez - Presnost specificnost robustnost/
ccB CC a Y P stabilita
Kvalitativni S + - - - + +
metody
C + + - - + +
Kvantita- S + - - + + +
tivni
metody C + + + + + +

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

3.1 VALIDACNI POSTUPY

V této kapitole jsou uvedeny piiklady validacnich postupt pro analytické metody
a/nebo odkazy na tyto postupy. Jiné postupy prokazovani, ze analytickd metoda
spliluje pracovni pozadavky pracovni charakteristiky, mohou byt pouzity, pokud
jimi Ize dosahnout stejné trovné a kvality informaci.
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Validace muze byt provedena formou vnitrolaboratorni studie podle Codex
Alimentarius, ISO nebo IUPAC (12) nebo alternativnimi metodami, napf. vnitro-
laboratorni validaci (13, 14). Tato ¢ast je zaméfena na vnitrolaboratorni validaci
(in-house validation) modulovym pfistupem. Tento piistup je zaloZzen na

1. fad¢ obecnych pracovnich charakteristik nezavislych na pouzitém valida¢nim
modelu a

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

Tabulka 10

Modelové nezavislé a modelové zavislé pracovni parametry

Validace
Modelové nezévislé pracovni Modelové zavislé pracovni parametry
parametry
Obecné p raC(();/nll lc)harakterlstlky Konvenéni validacni piistup (3.1.2) Vnitrolaboratorni validace (3.1.3)

Specifi¢nost Vytéznost Vytéznost

Pravdivost Opakovatelnost Opakovatelnost

Robustnost: malé zmény Vnitrolaboratorni reprodukova- | Vnitrolaboratorni reprodukovatel-
telnost nost

Stabilita Reprodukovatelnost Reprodukovatelnost
Rozhodovaci mez (CCa) Rozhodovaci mez (CCa)
Detekéni schopnost (CCB) Detekéni schopnost (CCP)
Kalibra¢ni kiivky Kalibra¢ni kiivky
Robustnost: vétsi zmény Robustnost

3.1.1  Modelové nezavislé pracovni charakteristiky

Bez ohledu na zvoleny validani piistup musi byt stanoveny nize
uvedené pracovni charakteristiky. Ve snaze minimalizovat rozsah praci
lze experimenty zaméfené na stanoveni rliznych parametri kombinovat
peclivé piipravenym a statisticky podlozenym zpiisobem.

3.1.1.1 Specificnost

U analytickych metod je dllezitd mira, v jaké lze od sebe rozlisit analyt
a blizce pribuzné latky (isomery, metabolity, produkty rozkladu, endo-
genni latky, slozky matrice atd.). Pro kontrolu rusivych vlivi je tfeba
provést dva kroky.

Vyberou se latky, které mohou rusit, a analyzuji se pfislusné slepé
vzorky s cilem zjistit pfitomnost rusivych vlivi a odhadnout jejich
ucinek:

— vybere se fada chemicky pfibuznych slouceniny (metabolity, deri-
vaty atd.) nebo jiné latky, které se mohou spolecné se urcovanou
slouc¢eninou vyskytovat ve vzorcich;

— analyzuje se vhodny pocet reprezentativnich slepych vzorkd (n 20)
a v oblasti, v niz podle ocekavani dochazi k eluci cilového analytu,
se zkoumaji jakékoliv rusivé vlivy (signaly, piky, stopy ionti);
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3.1.1.2

3.1.13

— kromé toho se reprezentativni slepé vzorky uméle obohati na rele-
vantni Groveinl latkami, které mohou mit ruSivy vliv na identifikaci
a/nebo kvantitativni stanoveni analytu;

— po analyze se vysetfi, zda

— jejich pfitomnost mize vést k falesné identifikaci, nebo

— identifikaci cilového analytu brani ptitomnost jednoho nebo vice
rusivych vlivi, nebo

— kvantitativni stanoveni je podstatnym zptisobem ovlivnéno.

Pravdivost

V tomto odstavci je popsano stanoveni pravdivosti (jedné slozky sprav-
nosti). Pravdivost lze stanovit pouze pomoci certifikovaného referen-
¢niho materialu (CRM). Je-li CRM k dispozici, musi byt pouzit. Postup
je podrobné popsan v normé ISO 5725-4 (5). Nize je uveden piiklad:

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

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

— pro tyto koncentrace se vypocte primér, smérodatna odchylka a vari-
acni koeficient ( %),

— pravdivost vyjadiena v procentech se vypocte jako pomér zjisténé
pramérné koncentrace a certifikované hodnoty (vyjadiené jako
koncentrace) vynasobeny 100.

Pravdivost ( %) = priméma koncentrace korigovanad na vytéznost x
100/certifikovana hodnota.

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

Pouczitelnost/robustnost (malé zmény)

V téchto studiich laboratot zamérné provede nepatrné zmény, které lze
predpokladat, a pozoruji se jejich dusledky.

Musi byt provedeny piedbézné studie faktorti, které se vyskytuji pii
pripravé vzorku, Cisténi a analyze a které mohou mit vliv na vysledky
méfeni. Takovymi faktory miZze byt osoba analytika, zdroj a stafi reakc-
nich ¢inidel, rozpoustédel, standardl a extraktt vzorkd, rychlost zahfi-
vani, teplota, pH a mnoho dalsich faktorii, které¢ se mohou vyskytnout
v laboratofi. Tyto faktory se zméni v rozsahu, jaky lze fddové ocekavat
mezi laboratofemi.

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

— Kazdy faktor se nepatrné zméni.

— Provede se test robustnosti podle Youdena (15, 16). (Zde mohou byt
pouzity i jiné metody. Youdenova metoda omezuje potiebny cas
a mnozstvi prace na minimum). Youdenuv test je kraceny faktorialni
pokus. Vzajemné pusobeni mezi riznymi faktory nelze stanovit.
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3.1.14

— Zjisti-li se, ze faktor vyznamné ovliviiuje vysledky méfeni, provedou
se dal8i experimenty za ucelem nalezeni piijatelnych mezi pro tento
faktor.

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

V zéasadé 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 nominalni hodnoty sedmi riznych faktort, které
mohou mit vliv na vysledek, dojde-li k jejich nepatrné zmeéné. Jejich
alternativni hodnoty se oznaci odpovidajicimi malymi pismeny a, b, c,
d, e, f a g Existuje 27, tj. 128 riznych moznych kombinaci téchto
faktoru.

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

Tabulka 11
Experimentalni uspoiadani studie robustnosti (nepatrné zmény)
Cislo kombinace (stanoveni)
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
Clc C c C c C c C c
D/d D D d d d d D D
E/e E e E e e E e E
F/tf F f f F F f f F
Grg G g g G g G g
Pozorovany S T U A% W X Y Z
vysledek R

Vypocet je uveden v piikladu testu robustnosti v bodé¢ 3.3.

Stabilita

Bylo zjisténo, Zze nedostatecna stabilita analytu nebo slozek matrice ve
vzorku po dobu skladovani nebo analyzy vzorku muze vést
k vyznamnym odchylkdam ve vysledcich analyzy. Kromé toho by
méla byt kontrolovana stabilita kalibracnich standardi v roztocich.
Stabilita analytu za rtiznych podminek skladovani je obvykle dobie
popsana. Monitorovani podminek skladovani je soucasti normalniho
laboratorniho akredita¢niho systému. Neni-li stabilita znama, lze ji
stanovit podle nize uvedenych piikladi.



02002D0657 — CS — 10.06.2021 — 003.001 — 20

Stabilita analytu v roztoku:

— Pripravi se Cerstvé zasobni roztoky analytu (analyti) a zfedi se podle
pokynu pro zkousku tak, aby se pfipravil dostate¢ny pocet alikvott
(napt. 40) kazdé vybrané koncentrace (na Grovni minimalniho poza-
dovaného pracovniho limitu u latek, pro néz nebyla stanovena zadna
nejvyssi pripustnd hodnota, nebo na Urovni nejvyssi piipustné
hodnoty u ostatnich latek). Pfipravi se jak roztoky analytu pouziva-
ného pro umélé obohaceni a pro konecny analyticky roztok, tak
jakékoliv dalsi zajmové roztoky (napi. odvozené standardy).

— Podle pokynt pro zkousku se zméfi obsah v Cerstvé piipraveném
roztoku.

— Piislusné objemy se rozdéli do vhodnych nadob, oznaci se a ulozi se
podle nasledujiciho schématu:

Tabulka 12

Schéma pro stanoveni stability analytu v roztoku

-20°C + 4°C + 20 °C
V temnu 10 alikvotl 10 alikvott 10 alikvotd
Na svétle 10 alikvota

— Délka doby ulozeni mize byt jeden, dva, tii a Ctyfi tydny, nebo
podle potieby delsi, dokud se pfi identifikaci nebo kvantitativnim
stanoveni nezjisti prvni znamky degradace. Musi byt zaznamenana
maximalni doba ulozeni a optimalni podminky uloZeni.

— Vypocte se koncentrace analytu (analytl) v kazdém alikvotu,
pricemz se za 100 % povazuje Cerstvé piipraveny roztok analytu
v okamziku analyzy.

Zbylé mnozstvi analytu (%) = (%) = Ci X 100/Ceerstvy

C; = koncentrace v ur¢itém ¢asovém okamziku

Ceerstvy = koncentrace Cerstvé piipraveného roztoku

Stabilita analytu (analyt(l) v matrici

— Kdykoli je to mozné, pouziji se pfirozené kontaminované vzorky.
Neni-li k dispozici pfirozené kontaminovany material, pouZzije se
uméle obohacend matrice.

— Je-li k dispozici pfirozené kontaminovany material, stanovi se
koncentrace v Cerstvé ziskaném materialu. Dalsi alikvoty se
odeberou po jednom, dvou, Etyfech a 20 tydnech a stanovi se
koncentrace. Tkané¢ musi byt uchovavany alespon pii -20 °C nebo
pri nizsi teploté.

— Neni-li k dispozici pfirozené kontaminovany material, zhomogeni-
zuje se material neobsahujici analyt. Material se rozdéli na pét
alikvotd. Kazdy z alikvotd se uméle obohati o analyt pfipraveny
prednostné jako vodny roztok o malém objemu. Jeden alikvot se
ihned analyzuje. Ostatni alikvoty se ulozi pii -20 °C nebo podle
potieby pii nizsi teploté a analyzuji se po jednom, dvou, Ctyfech
a 20 tydnech.
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3.1.15

3.1.2

3.1.2.1

Kalibracni krivky

Pouziji-li se kalibra¢ni kiivky:

— musi byt sestrojeny alespon z péti hodnot (véetné nulové hodnoty),

— uvede se rozsah platnosti kfivky,

— uvede se matematicka rovnice kiivky a shoda prolozeni dat,

— uvedou se odhadnuta rozpéti parametrii kiivky.

Maé-li byt provedena sériova kalibrace standardnim roztokem, musi byt
pro parametry kalibra¢ni kiivky, které se mohou pro rizné série liSit,
uvedena odhadnutd rozpéti.

Konven¢ni validaéni postupy

Vypocet parametri konvencnimi metodami vyzaduje, aby bylo
provedeno nékolik samostatnych experimentti. Kazda pracovni charakte-
ristika musi byt stanovena pro kazdou vétSi zménu (viz vySe uvedena
pouzitelnost/robustnost). V piipadé metod pro vice analytii muize byt
stanoveno nékolik analyti soucasné, pokud byly piedem vylouceny
mozné rudivé vlivy. Radu pracovnich charakteristik lze stanovit
podobnym zplisobem. Proto se v z4jmu minimalizace rozsahu praci
doporucuje, aby byly v nejvyssi mozné mife experimenty kombinovany
(napt. opakovatelnost a vnitrolaboratorni reprodukovatelnost se specific-
nosti, analyza slepych vzorkl pro stanoveni rozhodovaci meze a testo-
vani specifiénosti).

Vytéznost

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

— z 18 alikvotl slepého materidlu se vzdy Sest alikvotli uméle obohati
na 1, 1,5 a 2nasobek minimalniho pozadované¢ho pracovniho limitu
nebo na 0,5, 1 a 1,5nasobek nejvyssi pripustné hodnoty,

— vzorky se analyzuji a vypocitaji se koncentrace v kazdém vzorku,

— podle nize uvedené rovnice se vypoCitaji vytéznosti pro kazdy
vzorek,

— ze Sesti vysledkt pro kazdou troven se vypocte primérna vytéznost
a variacni koeficient,

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

Tato konven¢ni metoda stanoveni vytéznosti je variantou metody stan-
dardniho pfidavku popsané v bodé 3.5, pokud
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3.1.2.2

3.1.23

3.1.24

3.1.25

— se na vzorek pohlizi jako na slepy vzorek, a nikoliv jako na vzorek,
ktery ma byt analyzovan,

— vytézek (1) a vytéznost (%) jsou pro oba zkusebni podily blizké,

— zkuSebni vzorky maji stejnou hmotnost a zkuSebni podily maji
stejny objem,

— mnozstvi kalibra¢niho standardu, které se pfida do druhého (uméle
obohaceného) zkusebniho podilu, se oznac¢i xapp = (Xapp = pa °
Va),

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

— potom vytéznost ( %) = 100 (x, — X1)/XApD-

Neni-li vySe uvedenych podminek dosazeno (nebo neni-li jich pravde-
podobné dosazeno), musi byt proveden cely postup stanoveni vytéznosti
metodou standardniho pfidavku, jak je popsana v bodé¢ 3.5.

Opakovatelnost

— Ptipravi se sada vzorki identické matrice uméle obohacené analytem
na koncentraci odpovidajici 1, 1,5 a 2nasobku minimalniho pozado-
van¢ho pracovniho limitu nebo 0,5, 1 a I,5nasobku nejvyssi
ptipustné hodnoty.

— Pro kazdou koncentraci se analyza opakuje alespon Sestkrat.

— Vzorky se analyzuji.

— Vypocte se koncentrace stanovend pii kazdém opakovani.

— Pro obohacené vzorky se vypocte pruimérna koncentrace, smérodatna
odchylka a variacni koeficient ( %).

— Tento postup se opakuje alespon pii dvou pfilezitostech.

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

Vnitrolaboratorni reprodukovatelnost

— Pripravi se sada vzorki specifikovaného zkusebniho materidlu (iden-
tické nebo rtizné matrice) uméle obohacené¢ho analytem (analyty) na
koncentrace odpovidajici 1, 1,5 a 2ndsobku minimalniho pozadova-
ného pracovniho limitu nebo 0,5, 1 a 1,5nasobku nejvyssi piipustné
hodnoty.

— Pro kazdou koncentraci se analyza opakuje alespon Sestkrat.

— Tento postup se pokud mozno opakuje alesponn pfi dvou dalsich
prilezitostech s riznymi pracovniky a za riznych podminek
prostiedi, napf. s riznymi Sarzemi reak¢nich ¢inidel, rozpoustédel
atd., pii riznych laboratornich teplotach, s riiznymi pfistroji.

— Vzorky se analyzuji.

— Vypocte se koncentrace stanovena v kazdém vzorku.

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

Reprodukovatelnost

Pokud musi byt ovéfena reprodukovatelnost, mély by se laboratofe
ucastnit kolaborativnich studii podle normy ISO 5725-2 (5).

Rozhodovaci mez (CCa)

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

Pro latky, pro néz nebyla stanovena zadna nejvyssi piipustnd hodnota,
1ze CCa stanovit:

(") Vytézek: podil mnozstvi analytu obsazeného ve vzorku, ktery je pfitomen v koneéném

extraktu.

(®) Vytéznost (zde): podil mnozstvi analytu pfidaného do vzorku, ktery je piitomen
v kone¢ném extraktu. V dal§im textu tohoto dokumentu se predpoklada, ze se vytézek
a vytéznost sob& rovnaji, a pouziva se tedy pouze termin vytéznost.
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3.1.2.6

— bud’ postupem kalibra¢ni kiivky podle normy ISO 11843 (17) (zde
jako kritickd hodnota redukované koncentrace). V tomto pifipad¢ se
pouzije slepy vzorek analyzovaného materidlu, ktery se uméle
obohati stoupajici fadou ekvidistantnich koncentraci pocinaje
prislusnym minimalnim pozadovanym pracovnim limitem. Vzorky
se analyzuji. Po identifikaci se sestroji kiivka zavislosti signalu na
ptidané koncentraci. Rozhodovaci mezi je koncentrace, ktera odpo-
vida signalu rovnajicimu se hodnoté pruseciku kiivky s osou
y zvySené o 2.33nasobek smérodatné odchylky vnitrolaboratorni
reprodukovatelnosti této hodnoty. Tento postup je pouzitelny
pouze pro kvantitativni stanoveni (o0 = 1 %),

— nebo analyzou alespon 20 slepych vzorkid na jednu matrici, aby bylo
mozné vypocitat pomér signal/Sum v blizkosti rozhodovaci meze.
Trojnasobek poméru signal/Sum lze pouzit jako rozhodovaci mez.
Tento postup je pouzitelny pro kvantitativni a kvalitativni stanoveni.

Pro latky, pro néz je stanovena nejvyssi piipustna hodnota, Ize CCa lze
stanovit:

— bud’ postupem kalibra¢ni kiivky podle normy ISO 11843 (17) (zde
jako kritickd hodnota redukované koncentrace). V tomto piipadé se
pouzije slepy vzorek, ktery se uméle obohati stoupajici fadou ekvi-
distantnich koncentraci pocinaje nejvyssi piipustnou hodnotou.
Vzorky se analyzuji. Po identifikaci se sestroji kfivka zavislosti
signalu na pfidané koncentraci. Rozhodovaci mezi je koncentrace,
ktera odpovida nejvyssi piipustné hodnoté zvySené o 1,64nasobek
standardni smérodatné odchylky vnitrolaboratorni reprodukovatel-
nosti (a0 = 5 %),

— nebo analyzou alespon 20 slepych vzorkt na jednu matrici, uméle
obohacenych analytem (analyty) na nejvyssi pfipustnou hodnotu.
Rozhodovaci mezi je koncentrace, kterd odpovida nejvyssi pripustné
hodnoté zvysené o 1,64nasobek prislusné smeérodatné odchylky
(o= 5%).

Viz také ¢lanek 5 a bod 3.2.

Detekéni schopnost (CCP)

Detekeni schopnost by méla byt stanovena podle pozadavki na scre-
ening, identifikaci nebo na identifikaci a kvantitativni stanoveni (viz ¢ast
2).

Pro latky, pro néz nebyla stanovena zadna piipustnd hodnota, 1ze CCp
stanovit:

— postupem kalibra¢ni kiivky podle normy ISO 11843 (17) (zde jako
minimalni detekovatelna redukovana koncentrace). V tomto piipadé
se pouzije reprezentativni slepy vzorek, ktery se uméle obohati
klesajici fadou ekvidistantnich koncentraci pocinaje minimalnim
pozadovanym pracovnim limitem. Vzorky se analyzuji. Po identifi-
kaci se sestroji kiivka zavislosti signalu na pfidané koncentraci.
Detekéni schopnosti je koncentrace, ktera odpovida rozhodovaci
mezi zvySené o 1,64nasobek smérodatné odchylky vnitrolaboratorni
reprodukovatelnosti primérné hodnoty obsahu na rozhodovaci mezi
B =5%),

— analyzou alesponl 20 slepych vzorkd na jednu matrici, uméle oboha-
cenych analytem (analyty) na rozhodovaci mez. Vzorek se analyzuje
se a identifikuji se analyty. Detekcni schopnosti je hodnota rozho-
dovaci meze zvySend o 1,64nasobek smérodatné odchylky vnitrola-
boratorni reprodukovatelnosti naméfené primérné hodnoty obsahu

(B =5%),

— nejsou-li k dispozici kvantitativni vysledky, lze detekéni schopnost
stanovit méfenim vzorku uméle obohaceného na rozhodovaci mez
a nad tuto uroven. V tomto piipadé se detekéni schopnost metody
rovna koncentraci, pfi niz zlstava pouze 5 % fale$né pozitivnich
vysledkid. Proto musi byt pro jednu koncentraci provedeno alespon
20 vysSetieni, aby byl zajistén spolehlivy zaklad pro toto stanoveni.
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3.1.2.7

3.1.3.1

Pro latky, pro néz byla stanovena piipustna hodnota, lze CCP stanovit:

— bud’ postupem kalibra¢ni kiivky podle normy ISO 11843 (17) (zde
jako minimalni detekovatelna redukovana koncentrace). V tomto
ptipadé se pouzije reprezentativni slepy vzorek, ktery se uméle
obohati fadou ekvidistantnich koncentraci okolo pripustné hodnoty.
Vzorek se analyzuje a identifikuje se analyt (identifikuji se analyty).
Vypodita se smérodatna odchylka naméfeného primérného obsahu
na rozhodovaci mezi. Detekéni schopnosti je koncentrace odpovida-
jici hodnoté rozhodovaci meze zvySené o 1,64nasobek smérodatné
odchylky vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti (8 = 5 %),

— nebo analyzou alesponi 20 slepych vzorkii na jednu matrici, uméle
obohacenych analytem (analyty) na rozhodovaci mez. Detekéni
schopnosti je hodnota rozhodovaci meze zvySena o 1,64nasobek
ptislusné smérodatné odchylky (B = 5 %).

Viz také bod 3.2.

Robustnost (vétsi zmeny)

Analytickd metoda by méla byt testovana za ruznych experimentalnich
podminek, které by mély zahrnovat razné druhy, rizné matrice nebo
rizné podminky odbéru vzorki. Provedené zmény by mély byt vétsiho
charakteru. Vyznamnost téchto zmén muze byt posouzena napiiklad
testem podle Youdena (15, 16). Kazda pracovni charakteristika by
méla byt stanovena pro vSechny vétsi zmény, u nichz se ukazalo, ze
maji vyznamny vliv na provedeni stanoveni.

Validace podle alternativnich modeli

Pouziji-li se alternativni valida¢ni postupy, musi byt ve zpravé o validaci
uveden vychozi model a strategie s pfislusnymi podminkami, ptfedpo-
klady a vzorci, nebo musi byt alespon uvedeny odkazy na dostupné
literarni zdroje. Ptiklad alternativniho postupu je uveden nize. Pouzije-
li se napftiklad vnitrolaboratorni valida¢ni model, stanovi se pracovni
charakteristiky tak, aby bylo v rdmci téhoz valida¢niho postupu
mozné validovat metodu na vétsi zmény. To vyzaduje navrhnout plan
validac¢nich experiment.

Plan experimentii

Plan experimentti musi byt navrzen s ohledem na pocet riznych druhii
a na rizné zkoumané faktory. Prvnim krokem celého postupu validace
musi tedy byt tvaha o typu soubort vzorki, které budou v budoucnu
Nasledné musi byt podle sledované tirovné koncentrace zvolen rozsah
koncentraci.

Priklad:

— analytickou metodou, kterd ma byt validovana, lze soucasné stanovit
nékolik analyta,

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

— vybrané faktory jsou ménény na dvou urovnich (oznadeny
jako + nebo —).



02002D0657 — CS — 10.06.2021 — 003.001 — 25

Tabulka 13

Priklady faktori, které jsou povaZovany za dileZité pro postup validace

Pohlavi pokusného zvifete (faktor 1)
Rasa (faktor 2)
Podminky pfepravy (faktor 3)
Podminky skladovani (faktor 4)
Stati vzorku (faktor 5)
Podminky krmeni (faktor 6)
Ruizni analytici s odliSnou zkusSenosti (faktor 7).
Tabulka 14

Mozny plan experimenti pro vyse uvedeny piiklad

Druh | Faktor 1 | Faktor 2 | Faktor 3 | Faktor 4 | Faktor 5 | Faktor 6 | Faktor 7 [ Cislo vzorku
A + + + + - + - 1
A + + — - + - - 2
A + — + — — — + 3
A + - - + + + + 4
A - + + - + + + 5
A - + - + - - + 6
A _ — + + + — _ 7
A - - - - - + - 8
B + + + + + - + 9
B + + — - - + + 10
B + - + - + + - 11
B + — — + - — - 12
B - + + - - - - 13
B — + — + + + - 14
B - - + + - + + 15
B - - - - + - + 16

Kazdy vzorek (kazda kombinace urovni faktord) musi byt uméle
obohacen na Ctyfi rizné koncentrace v oblasti sledované Urovné, pro
kazdy vzorek musi byt analyzovan jeden slepy vzorek, tzn. Ze pro cely
valida¢ni experiment musi byt provedeno 5 x 16 = 80 analyz.

Z teéchto 80 vysledkti méfeni lze vypocitat nasledujici charakteristiky
(13, 14).

Ziskané charakteristiky

— opakovatelnost pro kazdou koncentraci (sir),

— vnitrolaboratorni reprodukovatelnost pro kazdou koncentraci(siR),
— rozhodovaci mez (CCa),

— detekeni schopnost (CCP),

— graf silofunkce (zavislost velikosti chyby B na koncentraci) (viz
3.1.3.2),
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— robustnost viéi k vét§im zméndm; robustnost viiéi mensim zménam
Ize stanovit podle bodu 3.1.1.3,

— 16 kalibracnich kiivek vztahujicich se ke kombinacim stavd,
— jedna spole¢na kalibra¢ni kiivka,

— predikeni interval spole¢né kalibracni kiivky,

— smérodatné odchylky stanovené maticovym vypoctem (smat),
— smérodatné odchylky stanovené iteracné (srun),

— vliv jednotlivych faktor na vysledky méfeni.

Tyto pracovni charakteristiky umozni zevrubné zhodnoceni pracovni
urovné metody, protoze neni zkouman pouze vliv jednotlivych faktora,
ale také relevantni kombinace téchto faktorti. Pomoci tohoto rozvrzeni
experimentd 1ze rozhodnout, zda by mél byt ten ¢i onen vybrany faktor
vyloucen ze spolecné kalibracni kiivky, protoze se vyznamné odchyluje
od smérodatnych odchylek ostatnich faktoru.

3.1.3.2  Graf silofunkce

Graf silofunkce poskytuje informace o detekéni schopnosti metody ve
zvoleném rozsahu koncentraci. Vypovida o pravdépodobnosti chyby 8
pfi pouziti zkoumané metody. Graf silofunkce umoziuje vypocitat
detekéni schopnosti pro piislusné kategorie metod (screening, potvrzo-
vani) nebo typy metod (kvalitativni nebo kvantitativni) pii urcité chybé
3 (napt. 5 %).

Obrazek 1

Graf silofunkce
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Na obrazku 1 je uveden priklad grafického stanoveni detekéni schop-
nosti (CCB) analytické metody. U této metody je pii koncentraci
0,50 pg/kg pravdépodobnost falesné negativniho vysledku 5 %. Pii
koncentraci 0,55 pg/kg klesa pravdépodobnost falesné negativniho
vysledku na 1 %.
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3.1.3.3 Reprodukovatelnost

Pro stanoveni reprodukovatelnosti metody postupem vnitrolaboratorni
validace je nezbytna ucast na zkouSeni odborné zpusobilosti podle
pokynt ISO 43-1 (3) a 43-2 (4). Laboratofe mohou pouzit vlastni
metody, pokud se tyto metody rutinné pouzivaji. Reprodukovatelnost
metody lze vyjadfit smérodatnou odchylkou laboratore.

3.2 GRAFICKE VYJADRENI RUZNYCH ANALYTICKYCH MEZ{

Merena nora

Obrazek 2

Latky, pro néz neni stanovena zadna nejvyssi pfipustna hodnota
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koncentrace

Stiedni hodnota odezvy kontaminovaného vzorku
Smérodatna odchylka slepého vzorku (stanoveni za podminek vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti)
Smérodatnd odchylka kontaminovaného vzorku (za podminek vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti)

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

Odezva pfi zvolené malé chybé B; na této Girovni je chyba a velmi mald
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Cetnost

Obrazek 3

Latky, pro néz je stanovena nejvyssi pfipustna hodnot

Nejvyssi pfipustné hodnoty (NPH)
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Xp Sttedni hodnota koncentrace ve slepém vzorku
RpL Stiedni hodnota koncentrace ve vzorku obsahujicim analyt na Grovni nejvyssi piipustné hodnoty
Xg Stfedni koncentrace kontaminovaného vzorku
SpL Smérodatnd odchylka vzorku obsahujictho obsahujicim analyt na Grovni nejvy3si pfipustné hodnoty
(stanoven{ za podminek vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti)
Sg Smérodatna 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 pri zvolené malé chybé p; na této Girovni je chyba a velmi mald
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3.3 PRIKLAD VYPOCTU ROBUSTNOSTI VUCI MALYM ZMENAM
PODLE YOUDENA (16)

Porovnani priméri (A)

Ax = Z(A)/4 Priméry oznacené velkymi pismeny (A, az Ag) se
_ porovnaji s praméry oznacenymi odpovidajicimi
Ag = X(By)/4 malymi pismeny (A, aZ A,). Pokud ma faktor vliv,
Ac = X(C)/4 bude rozdil vyznamné vétsi nez rozdily pro ostatni
faktory.
Ap = X(Dy)/4 .
Na robustni metodu by nemély mit vliv zmény, které
Ag = X(E)/4 lze téméf s urcitosti mezi laboratofemi pozorovat.
Ar = X(E)/4 Pokud se neobjevuje vyznamny rozdil, je nejrealistic-
t&j$i mira nahodné chyby dana sedmi rozdily.
Ag = X(Gy/4
A, = 2(a))/4
Ab = Z(bl)/4
A. = 2(c)/4
Ad = E(dl)/“-
A, = X(e))/4
Ag = X(f)/4
A, = X(g)/4
Rozdil D; Druhé mocniny rozdili (D;?)
D, = A —a=2%(A) - X(a) D,? = hodnota a
Dy, =B —b = %(B;) — Z(by) D,? = hodnota b
D.=C - ¢ =3XC) - 2(c) D.2 = hodnota ¢
Dg=D —d = XD — X(dy) D4* = hodnota d
D. =E — e = 2(E) — Z(¢) D, = hodnota ¢
D;=F — f = X(F,) — X(f) D¢ = hodnota f
D, =G - g = X(G) - X(g) D,> = hodnota g

Smérodatna odchylka rozdilii Di (SDi):

Sy = v 2*Z(Di2/7)

Je-li SDi vyznamné vétsi nez smérodatna odchylka metody za podminek repro-
dukovatelnosti (viz vyse), vyplyva z toho, ze vSechny faktory soucasné maji vliv
na vysledek, tiebaze zadny faktor samostatné nevykazuje vyznamny vliv,
a metoda tedy neni dostate¢né robustni vici zvolenym zménam.

3.4 PRIKLADY VYPOCTU PRO POSTUP VNITROLABORATORNI VALI-
DACE

Priklady a vypoéty pro model vnitrolaboratorni validace, jak je popsan v oddile
o validaci podle alternativnich modela (3.1.3) (13, 14).
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M3

VM4

3.5 PRIKLADY PRO METODU STANDARDNIHO PRIDAVKU

Zkusebni vzorek s obsahem analytu 7' 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 precisténi, které jsou
soucasti metody, vzniknou dva zkusebni podily o objemech V; a V,. Predpokla-
dana vytéznost analytu je rc. Oba extrakty se analyzuji méfici metodou s citlivosti
b a jejich analytické odezvy se oznali x; a x,.

Za ptedpokladu, ze jsou hodnoty rc a b pro analyt jak u nativniho vzorku, tak
u uméle obohaceného vzorku stejné, lze obsah T vypocitat takto:

T= Xl.V14pAAVA/(X2.V2.m1 - Xl.Vl.mz)

Metoda umoziuje stanovit vytéznost rc. Kromé vyse popsaného stanoveni se ¢ast
extraktu zkuSebniho podilu 1 (objem F3) uméle obohati znamym mnozstvim
analytu pg * Vg a provede se analyza. Analyticky vysledek se oznaci x5 a vytéz-
nost je:

c = X,.V) .Vz.pB.VB/[X3.V1.V3 (T.mz + pA-VA) —X2.V,. T.my (V3 — VB)]

Kromé toho je mozné vypocitat citlivost b jako:

b=x,.V/rc.T.m,

Vsechny podminky a podrobnosti jsou popsany v literatuie (18).
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Minimalni poZadované pracovni limity

PRILOGA 11

Latka a/nebo metabolit

Matrice

MRPL

Chloramphenicol

Maso

Vejce

Mléko

Mo¢

Produkty akvakultury

Med

0,3 pg/kg

Medroxyprogesteron-acetat

Tuk veprové ledviny

1 ng/kg

Metabolity nitrofuranu:
— furazolidon

— furaltadon

— nitrofurantoin

— nitrofurazon

Dribezi maso

Produkty akvakultury

1 ug/kg pro vsechny druhy

Suma malachitové zelené a leuko-
baze malachitové zelené

Maso produktii akvakultury

2 ng/kg
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