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DECYZJA KOMISJI
z dnia 14 kwietnia 1993 r.

ustanawiajgca metody stosowane w celu wykrywania pozostalosci substancji majacych dziatanie
hormonalne lub tyrostatyczne

(93/256/EWG)

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,

uwzgledniajgc  Traktat ustanawiajacy Europejska Wspdlnote
Gospodarczg,

uwzgledniajgc dyrektywe Rady 85/358/EWG z 16 lipca 1985,
uzupetniajgca  dyrektywe 81/602/EWG, dotyczacg zakazu
niektorych substancji majacych dzialanie hormonalne i jakich-
kolwiek innych substancji o dzialaniu tyrostatycznym ('),
ostatnio zmieniong dyrektywa 88/146/EWG (3, w szczegdl-
nosci jej art. 5 ust. 2,

a takze majac na uwadze, co nastepuje:

artykul 8 ust. 1 dyrektywy Rady 64/433EWG z dnia 26
czerwca 1964 w sprawie probleméw zdrowotnych wplywajg-
cych na handel wewnatrzwspdlnotowy $wiezym migsem (),
ostatnio zmienionej dyrektywa 92/5/EWG (¥), oraz art. 11
ust. 4 drugi akapit dyrektywy Rady 85/397/EWG z dnia 5
sierpnia 1985 w sprawie zdrowia i probleméw zdrowotnych
zwierzat wplywajacych na handel wewnatrzwspdlnotowy
mlekiem poddanym obrdbee cieplnej (°), ostatnio zmienionej
dyrektywa 89/662/EWG (°), stanowia, ze badania pozostatosci
prowadzone s3 zgodnie z uznanymi naukowo metodami,
szczegllnie tymi, ktore ustanowiono w dyrektywach wspdlno-
towych lub w innych normach migdzynarodowych;

ustalenie metod analizy probek obejmuje zdefiniowanie stoso-
wanych procedur analitycznych, regul, jakich nalezy prze-
strzegal podczas przygotowywania probek oraz kryteriéw,
jakie nalezy stosowa¢ podczas przeprowadzania analiz;
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przyjete procedury analityczne musza by¢ wystarczajaco
wrazliwe, aby wykry¢ obecno$¢ pozostalosci substancji o
dziataniu hormonalnym lub tyreostatycznym;

pobieranie probek stanowi istotng czg$¢ metody analizy;
dlatego tez powinny by¢ ustanowione zasady pobierania
probek;

dla celéw niniejszej decyzji, powinno si¢ wzig¢ pod uwage
kryteria okreslone w punkcie 1 Zalgcznika do dyrektywy Rady
85/591/EWG z dnia 20 grudnia 1985 dotyczacej wprowa-
dzenia wspdlnotowych metod pobierania probek i analizy w
celu monitorowania $rodkéw spozywczych przeznaczonych do
spozycia przez ludzi (7);

Biorgc pod uwage rozwéj wiedzy naukowej i technicznej, oraz
dla jasnosci, konieczne jest uchylenie decyzji Komisji
87/410/EWG ();

Srodki przewidziane w niniejszej decyzji sa zgodne z opinia
Stalego Komitetu Weterynaryjnego,

PRZYJMUJE NINIEJSZA DECYZJE:

Artykut 1

Rutynowe procedury analityczne, dozwolone do wykrywania
pozostalosci substancji o dzialaniu hormonalnym lub tyreosta-
tycznym, obejmujg co nastepuje:

() Dz.U.L 372z 31.12.1985, str. 50.
(*) Dz.U.L 223 z 11.8.1987, str. 18.



03/t. 14 Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej 199

— oznaczanie immunologiczne,

— chromatografia cienko-warstwowa,
— chromatografia cieczowa,

— chromatografia gazowa,

— spektrometria mas,

— spektrometria,

lub jakakolwiek inna metoda spelniajaca kryteria

poréwny-

walne do tych, ustanowionych dla odpowiednich metod w

Zalagczniku.

Artykut 2

Prébki do analizy pobiera si¢ wedlug nastepujacych zasad:

1. prébka musi by¢ reprezentatywna i o wystarczajacej wiel-
kosci, umozliwiajacej wykonanie odpowiedniej analizy, na
wykonanie powtérzen analizy oraz wszelkich analiz

potwierdzajacych;

2. probki musza by¢ oznaczone w taki sposob, aby zawsze

byla mozliwa ich identyfikacja;

3. procedury pobierania probek, pakowanie, konserwacja,
transport oraz przechowywanie prébek musza by¢ takie,
aby byla zachowana ich integralno$¢, i aby nie wplywaly
ujemnie na wyniki badan. Nalezy zapobiec nieupowaznio-

nemu dostepowi do prébek.

Artykut 3

Kryteria majace zastosowanie w rutynowych metodach analizy
pozostalosci substancji o dzialaniu hormonalnym lub tyreosta-
tycznym przedstawiono w niniejszym Zalgczniku.

Artykul 4

Niniejsza decyzja zostanie ponownie zbadana przed 1 stycznia
1996, celem uwzglednienia rozwoju wiedzy naukowej i tech-
nicznej.

Artykut 5
Decyzja Komisji 87[410/EEC zostaje niniejszym uchylona.

Artykut 6

Niniejsza decyzja jest skierowana do Pafstw Czlonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli, dnia 14 kwietnia 1993 r.

W imieniu Komisji
René STEICHEN

Czlonek Komisji
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1.1.

1.1.3.1.

1.1.3.2.

1.1.3.3.

ZALACZNIK

DEFINICJE I WYMAGANIA OGOLNE

Definicje

Rutynowe metody analizy

Sa to metody analizy stosowane przez Panstwa Czlonkowskie, celem wprowadzenia w zycie krajowych
planéw kontroli pozostalosci w zwierzgtach stuzacych do produkcji zywnosci oraz ich produktach,
zgodnie z dyrektywa Rady 86/469/EWG (). Metody rutynowe musza by¢ zatwierdzone przez dzialajace
laboratoria i musza spelnia¢ odpowiednie kryteria zawarte w niniejszym Zalaczniku. Moga by¢ one zasto-
sowane do celow klasyfikacji oraz/lub okreslenia zgodnosci:

— metody stosowane w celu klasyfikacji (metody klasyfikacyjne) sa metodami uzywanymi do wykrywania
obecnoéci analitu lub klasy analitéw na dowolnym poziomie. Metody te posiadaja wysoka wydajnosé
probki oraz sg stosowane przy przesiewie duzej ilosci probek w poszukiwaniu potencjalnych ,pozy-
tywow”. Majg one na celu unikniecie falszywych rezultatéw negatywnych,

— metody stosowane w celu okrelenia zgodnosci (metody zgodnosci) sa metodami dostarczajacymi
informacj¢ pelng lub uzupekniajaca, umozliwiajaca jednoznaczng identyfikacj¢ analitu na dowolnym
poziomie. Metody te majg na celu zaréwno uniknigcie falszywych rezultatéw pozytywnych, jak
réwniez zachowanie niskiego poziomu prawdopodobienstwa falszywych rezultatéw negatywnych.

Analit

Jest to sktadnik probki do badan, ktéry powinien by¢ wykryty, zidentyfikowany iflub obliczony. Termin
Lanalit” moze zawiera¢ zwigzek pochodny powstaly z analitu podczas wykonywania analizy.

Wynik oznaczania analitu nalezy wyrazi¢ jako:
— ilo$¢ w jednostkach masy (np. pg, ng),
lub

— zawarto$¢, wyrazong utamkiem masowym (np. pg kg, ng kg'), stezeniem masowym (np. pg ') lub
stezeniem molowym (np. mol 1)

Probki

Prébka laboratoryjna

Jest to probka przygotowana do wystania do laboratorium do celéw badawczych.

Préobka do badan

Jest to probka przygotowana z prébki laboratoryjnej, z ktérej beda pobrane probki analityczne.

Prébka analityczna

Jest to ilo§¢ materiatu pobrana z prébki do badan (lub z prébki laboratoryjnej, jezeli sa jednakowe), ktéra
poddana jest badaniu lub obserwacji.

Analit wzorcowy

Jest to dobrze okre$lona substancja deklarowanej zawarto$ci analitu, o najwyzszej mozliwej czystosci,
stuzaca jako wzorzec podczas analizy.

Materiat odniesienia

Jest to material, ktérego jedna lub kilka whasciwosci zostalo potwierdzonych zatwierdzong metoda, a wigc
moze by¢ on uzyty do wzorcowania przyrzadu lub do sprawdzenia metody pomiaru.

(') Dz.U. L 275 z 26.9.1986, str. 36
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1.1.6. Préby zerowe

1.1.6.1. Préba zerowa probki
Jest to kompletna procedura analityczna, przeprowadzona na prébce analitycznej pobranej z probki, w
ktorej nie wystepuje analit.

1.1.6.2. Odczynnikowa préba zerowa
Jest to kompletna procedura analityczna, przeprowadzona z pominigciem prébki analitycznej lub zastoso-
waniem réwnowaznej iloSci odpowiedniego rozpuszczalnika, zamiast probki analitycznej.

1.1.7 Whasciwosé
Wiasciwo$¢ stanowi zdolno$é danej metody do odrdznienia badanego analitu od innych substancji. Cecha
ta jest funkcja nadrzedna stosowanej zasady pomiaru, ale moze by¢ rézna, w zaleznosci od klasy zwigzku
lub formy.
Szczegoly dotyczace whasciwosci musza nawigzywad przynajmniej do jakichkolwiek substangji, po ktérych
mozna si¢ spodziewal, ze zasygnalizuja uzycie opisanej zasady pomiaru, np. produkty homologiczne,
analogowe, produkty przemiany materii danej pozostalosci. Powinno by¢ mozliwe okreslenie, na
podstawie szczeg6tow dotyczacych wlasciwosci, stopnia, do ktérego dana metoda moze odrézni¢ analit
od innych substancji w warunkach eksperymentalnych.

1.1.8 Doktadnosé
W niniejszej decyzji jest mowa o dokladnosci wartosci $redniej. Definicja, ktérg nalezy zastosowaé, znaj-
duje sig w ISO 3534-1977, pozycja 2.83 (Dokladno$¢ wartosci $redniej: stopien zgodnosci pomiedzy
warto$cig prawdziwg a wartoscig Srednia otrzymang na podstawie duzej serii wynikéw badan.)
Zasadnicze ograniczenia dokladnosci to:
a) bledy przypadkowe (losowe);
b) bledy systematyczne
Przy bardzo duzej ilo$ci eksperymentdw, doktadno$¢ wartosci Sredniej osigga blad systematyczny. Przy
sprawdzaniu teoretycznym metody musi by¢ podana liczba eksperymentdw.
Miernikiem dokladnosci jest réznica pomig¢dzy mierzong wartoscig Srednia materialu odniesienia a jego
warto$cig rzeczywistg, wyrazona jako procent wartoci rzeczywistej. Gdy material odniesienia nie jest
dostepny, oceng parametréw mozna przeprowadzi¢ analizujac wzbogacona prébke materialowsa.
W przypadku braku zaréwno sprawdzonych metod okreSlajacych, jak i po$wiadczonych materiatéw
odniesienia, wowczas zawarto$¢ analitu w probce moze by¢ okreslona na podstawie wynikéw uzyskanych
przy pomocy metody, ktéra wykazuje wysoki stopiefi wlasciwosci, dokladnosci i precyzji dla analitu.

1.1.9. Precyzja

Jest to stopient zgodno$ci pomiedzy wynikami badania uzyskanymi przy kilkakrotnym stosowaniu proce-
dury eksperymentalnej w przepisanych warunkach (ISO 3534-1977 (1), pozycja 2.84), obejmujacy powta-
rzalno$¢ i odtwarzalno§¢ wynikow.

Powtarzalno$¢:

Stopien zgodnosci pomigdzy wzajemnie niezaleznymi wynikami badan, uzyskanymi w warunkach powta-
rzalnosci, tj. przy zastosowaniu tej samej metody i identycznego materiatu badania, w tym samym labora-
torium, przez tego samego operatora z uzyciem tego samego wyposazenia, w krotkich odstepach czasu.

Odtwarzalno$¢:

Stopieni zgodnosci pomigdzy wzajemnie niezaleznymi wynikami badan, uzyskanymi w warunkach odtwa-
rzalnosci, tj. przy zastosowaniu tej samej metody i identycznego materialu badania, w réznych laborato-
riach, przez réznych operatordéw i uzyciem rdznego wyposazenia.

Zgodnie z Zalacznikiem do dyrektywy Rady 85/591/EWG (3), wartosci precyzji dla metod analiz, ktére
nalezy uwzgledni¢ w mysl powyzszej dyrektywy, nalezy uzyska z badania mi¢dzylaboratoryjnego, ktore
najlepiej przeprowadzi¢ wedlug ISO 5725-1986 (). W tym celu zostaly okreslone w ISO 5725-1986
terminy powtarzalno$¢ i odtwarzalno$¢. Do wykonania takich badan nalezy uzy¢ probek materiatowych o
znanej zawartosci analitu, z maksymalng iloscia wdrozonych pozostatosci.

(') Miedzynarodowa Organizacja Normalizacyjna: Statystyka — stownictwo i symbole
(3 Dz.U.L 372z 31.12.1985, str. 50
(*) Miedzynarodowa Organizacja Normalizacyjna: Precyzja metod badawczych — okreslenie powtarzalnosci i odtwarzalnosci dla norma-

tywnej metody badan za pomoca badan migdzylaboratoryjnych.
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1.1.10.

1.1.11.

1.1.12.

1.1.13.

1.1.14.

1.1.15.

1.1.15.1.

1.1.15.2.

Do czasu ustalenia odtwarzalno$ci metody poprzez badanie migdzylaboratoryjne, do celu wstepnej selekcji
proponowanych metod wystarczy dostepno$¢ danych dotyczacych powtarzalnosci

Miarg powtarzalnosci i odtwarzalnodci jest wspolezynnik zmiennosci, okreslony w ISO 3534-1977, 2.35
(Wsp6lezynnik zmiennosci: stosunek odchylenia standardowego do Sredniej wartosci arytmetycznej).

Granica wykrywania

Jest to najmniejsza pomierzona zawarto$¢, z ktérej mozliwe jest wykrycie obecnodci analitu, z rozsadna
statystyczng pewnoscia (przynajmniej 95 % dla substancji niedozwolonych — zob. 1.2.6.1).

Granica wykrywania moze by¢ obliczona w rézny sposéb:

a) jednym ze sposobéw jest wykonanie préb zerowych prébki na co najmniej 20 prébkach zerowych.
Granica wykrycia jest obliczona jako widoczna zawarto$¢ odpowiadajaca wartosci $redniej plus trzy-
krotna odchylka standardowa dla préb zerowych.

Uwaga 1:  Powinna by¢ okreslona prébka analityczna zazwyczaj stosowana w tych analizach.

Uwaga 2:  Jezeli jest spodziewane, ze takie czynniki, jak gatunek, ple¢, wiek, karmienie, czy tez inne
czynniki Srodowiskowe, maja wplyw na wlasciwosci danej metody, to wymagany jest
zestaw zlozony z przynajmniej 20 probek zerowych dla kazdej populacji homogenicznej,
dla ktérej ma by¢ zastosowana dana metoda;

b) alternatywnie, w przypadku oznaczeni spektrometrycznych, w ktérych reprezentatywne proby zerowe
wydaja jedynie bialy dZwiek, granica wykrycia jest obliczona jako widoczna zawarto$¢ odpowiadajgca
trzykrotnej wysokosci dzwieku szumu tla pomiedzy szczytami.

Granica oznaczania

Jest to najmniejsza zawarto$¢ analitu, dla ktérej metoda ta zostala zatwierdzona z okreslong dokladnoscia
i precyzja.

Wrazliwosé

Jest to miara zdolnosci metody do dyskryminacji roznic w zawartosci analitu. W niniejszej decyzji, wrazli-
wos¢ jest obliczana jako nachylenie krzywej wzorcowej na dowolnym poziomie.

Praktycznos¢

Jest to cecha procedury analitycznej, ktéra zalezy od zakresu danej metody i jest okreslona poprzez takie
wymagania, jak wydajno$¢ prébki i koszty.

Zastosowanie

Jest to wykaz probek materialowych oraz[lub analitow, przy ktérych dana metoda moze by¢ stosowana w
prezentowanej postaci lub z okreslonymi, drobnymi zmianami.

Interpretacja wynikdw

Wynik pozytywny

Wedlug procedur analitycznych, obecno$¢ analitu w prébee jest udowodniona, jezeli spetnione sa kryteria
ogdlne oraz kryteria okreslone dla indywidualnej metody wykrywania.

a) W przypadku substancji o zerowej tolerancji, wynik analizy jest ,pozytywny”, jezeli zostala udowod-
niona jednoznacznie tozsamo$¢ analitu wystgpujacego w probee;

b) W przypadku substancji z ustalong maksymalng granicg pozostatosci, wynik analizy jest ,pozytywny”,
jezeli okreslona eksperymentalnie zawarto$¢ analitu w prébce (po zastosowaniu poprawki na regene-
racj¢), jest wigksza niz ustalona maksymalna granica pozostatosci, ktéra uwzglednia dopuszczalne
prawdopodobiefistwo otrzymania falszywych pozytywnych lub falszywych negatywnych wynikéw.

Wynik negatywny

Zgodnie z procedurg analityczng, wynik analizy uznany jest za ,negatywny”, jezeli spelnione sg kryteria
ogolne oraz kryteria okreslone dla indywidualnej metody wykrywania, w przypadku odpowiednich mate-
rialéw odniesienia oraz préby zerowej, oraz:

a) w przypadku substancji o tolerancji zerowej, tozsamo$¢ analitu nie zostala udowodniona jedno-
znacznie; lub
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1.1.16.

1.1.17.

1.2.

1.2.1.

1.2.2.

1.2.2.1.

1.2.2.2.

1.2.2.3.

1.2.2.4.

1.2.3.

1.2.3.1.

b) w przypadku substancji z ustalong maksymalna granica pozostatosci, pomierzona zawarto$¢ analitu w
prébee jest ponizej poziomu okreslonego w punkcie 1.1.15.1 powyzej.

Uwaga: Negatywny wynik nie udowadnia w przypadku a), ze analit nie wystepuje w prébee, ani tez,
jak w przypadku b), ze rzeczywista zawarto$¢ analitu jest ponizej maksymalnej granicy
pozostatosci.

Kochromatografia

Jest to procedura, w ktérej oczyszczony roztwor testowy, przed zastosowaniem chromatografu, zostaje
podzielony na dwie czgsci i:

a) jedna z czgSci jest badana chromatografem;

b) analit wzorcowy, ktéry ma by¢ zidentyfikowany, zostaje dodany do drugiej czgSci, a nastgpnie ta
mieszanina roztworu i analitu wzorcowego jest badana chromatografem. Ilo$¢ dodanego analitu wzor-
cowego musi by¢ podobna do szacunkowej ilosci analitu w roztworze testowym.

Immunogram

W niniejszej decyzji, immunogram jest okreslony jako wykres graficzny reakcji immunochemicznej w

odniesieniu do czasu zatrzymania lub objetosci wymywania, uzyskanej z oddzielenia chromatograficz-
nego, z immunochemicznym wykryciem sktadnikow ekstraktu prébki.

Wymagania ogélne

Kryteria

Zgodnie z Zalacznikiem do dyrektywy Rady 85/591/EWG, ponizsze kryteria majg zastosowanie do
badania metod analizy.

Metody klasyfikacyjne

Dla metod klasyfikacji nie ma ustalonych wymagan. Najwazniejszym aspektem wykonania jest to, Ze
wystapienie falszywych negatywnych wynikéw musi by¢ minimalne.

Wiasciwos$¢ musi by¢ okreslona.

Doktadno$¢ i precyzja:

Kwantyfikacja moze nie by¢ konieczna. W zaleznosci od tego, czy uzycie substangji jest zakazane, czy tez
dozwolone, metoda klasyfikacji moze by¢ jakosciowa lub ilosciowa. Falszywe pozytywne wyniki sg
dopuszczalne, ale falszywe negatywne wyniki, na dowolnym poziomie, powinny by¢ minimalne.

Granica wykrywania:

Zalezy ona od celu. Dla substancji o ustalonej, maksymalnej granicy pozostato$ci, musi by¢ dostatecznie
niska, aby mozna bylo wykry¢ pozostalosci na tym poziomie. W przypadku substancji, ktére nie sa
dozwolone do stosowania przy zwierzetach stuzacych do produkeji zywnosci, granica wykrywania
powinna by¢ mozliwie jak najnizsza.

Praktyczno$¢:

Pozadana jest wysoka wydajno$¢ prébki, a koszty powinny by¢ niskie.

Metody potwierdzajgce
Wlasciwosé:

Metody potwierdzajgce powinny zapewniaé, w takim stopniu, jak jest to mozliwe, jednoznaczng infor-
macje dotyczaca skladu chemicznego analitu. Jezeli wiecej niz jeden sktadnik wywoluje taka sama reakcje,
woéwczas metoda ta nie moze rozrézniaé tych skladnikéw.

Metody oparte jedynie na analizie chromatograficznej, bez zastosowania molekularnego, spektrometrycz-
nego wykrywania, nie s3 odpowiednie jako metody potwierdzajace.

Jezeli pojedyncza technika nie posiada dostatecznej wlasciwosci, wowczas zadane wiasciwosci mozna
osiagnaé przez zastosowanie procedur analitycznych skladajacych si¢ z odpowiedniej kombinacji oczy-
szczania, oddzielania chromatograficznego oraz spektrometrycznego lub immunochemicznego wykry-
wania, tj. GC-MS, LC-MS, IAC/GC-MS, GC-IR, LC-IR, LC/IMG.
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1.2.3.2. Doktadnos¢

W przypadku powtarzanych analiz materialu odniesienia, granice odchylki wartosci $redniej zawartosci,
okreslonej eksperymentalnie (po zastosowaniu poprawki na regeneracjg), od rzeczywistej wartosci sg

nastepujace:
Rzeczywista zawarto$¢ (frakcja masy) Zakres
1 pg kg ! - 50 % do +20 %
> 1 pg kg 1do 10 ug kg - 30 % do +10 %
> 10 pg kg ! - 20 % do +10 %
1.2.3.3. Precyzja

W przypadku powtarzanej analizy materialu odniesienia w warunkach odtwarzalnosci, typowe wartosci
laboratoryjnego wspélczynnika zmiany (CV), obliczone wedlug réwnania Horwitz [(CV( %) = 20 - 05 lgQ),
gdzie C jest zawarto$cig wyrazong jako wykladnik potegi z 10], s3 nastepujace:

Zawarto$¢ (frakcja masy) cv
1 pgkg ! 45 %
10 pg kg ! 32%
100 pg kg ! 23%
1 pgkg ! 16 %

Dla analiz wykonywanych w warunkach powtarzalnosci, laboratoryjne CV miescilyby si¢ zazwyczaj
pomiedzy jedng-druga do dwoch —trzecich z powyzszych wartosci.
1.2.3.4. Granica wykrywania:

Stosowna do danego celu (zob. 1.2.6.1)

1.2.3.5. Granica oznaczania:

Stosowna do danego celu (zob. 1.2.6.2)

1.2.3.6. Wrazliwo§é:

Stosowna do danego celu (zob. 1.2.6.2)

1.2.3.7. Praktycznos¢:
Predkosc i koszt sa mniej wazne w poréwnaniu z metodami klasyfikacyjnymi.

Dla metod potwierdzajacych, wigkszo$¢ aspektow praktyczno$ci ma male znaczenie w pordwnaniu z
pozostalymi kryteriami, okre§lonymi w niniejszej decyzji. Zazwyczaj wystarczy, aby byly dostepne wyma-
gane odczynniki i sprzet.

1.2.4. Krzywe wzorcowe

Jezeli dana metoda zalezy od krzywej wzorcowej, wowczas musza by¢ podane nastgpujace informacje:
— wz6r matematyczny opisujacy dang krzywa wzorcowa,

— dopuszczalny zakres, wewnatrz ktorego parametry krzywej wzorcowej moga si¢ zmieniaé w zalez-
nosci od dnia,

— zakres roboczy krzywej wzorcowe;.

W miare mozliwoéci, do kontroli krzywych wzorcowych metod potwierdzajacych, powinny by¢ stoso-
wane odpowiednie wewnetrzne standardy i materialy odniesienia, i powinny by¢ podane szczegély
wariancji zmiennych, zatwierdzonej przynajmniej dla zakresu roboczego krzywej wzorcowe;.

1.2.5. Podatno$é na interferencje

1.2.5.1. W warunkach eksperymentalnych, ktére w praktyce podlegalyby wahaniom (tj. trwalo$¢ odczynnika, sktad
probki, pH, temperatura), jakickolwiek zmiany, ktére moglyby mie¢ wplyw na wynik analityczny,
powinny by¢ wskazane. Opis metody zawiera sposob pokonania przewidywalnej interferencji. W razie
koniecznosci, nalezy opisa¢ alternatywne zasady wykrywania odpowiednie dla potwierdzenia.
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2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

2.2.3.1.

2232

2.2.3.3.

2.2.3.4.

2.2.4.

2.2.4.1.

2.2.4.2.

Jezeli jest wykonywana kochromatografia, wowczas powinno si¢ uzyskaé tylko jeden szczyt, przy czym
uwydatniona warto$¢ (lub obszar) szczytu odpowiada iloéci danego analitu. Przy GC lub LC, szerokos¢
szczytu w polowie maksymalnej wysokosci, powinna si¢ zawiera¢ w przedziale 90 -110 % pierwotnej
szerokosci, a czasy zatrzymania powinny by¢ identyczne w granicach 5 %. Przy metodach TLC, punkt
odpowiadajacy prawdopodobnie analitowi, powinien by¢ jedynie pogrubiony; nowy punkt nie powinien
si¢ pojawi¢, a wyglad optyczny nie powinien si¢ zmienié.

Bardzo wazne jest, aby zbada¢ interferencje, ktéra moze powsta¢ ze skladnikéw matrycy.

Zwigzek pomigdzy poziomem dopuszczalnej pozostatosci a granicami analitycznymi

Dla substancji, ktére nie sa dozwolone do uzywania przy zwierzetach stuzacych do produkeji Zywnosci,
granica wykrywania w metodzie analitycznej musi by¢ wystarczajaco niska, aby poziom pozostatosci,
ktérego nalezaloby si¢ spodziewal przy nielegalnym uzyciu, byt wykryty z co najmniej 95 % prawdopo-
dobienstwem.

Dla substancji o ustalonej maksymalnej granicy pozostalosci, granica oznaczania w danej metodzie plus
trzykrotna odchytka standardowa powstala w tej metodzie dla prébki o maksymalnej granicy pozostatosci,
nie moze przekracza¢ ustalonej maksymalnej granicy pozostatosci.

Dla substangji o ustalonej maksymalnej granicy pozostalo$ci, dana metoda powinna by¢ zatwierdzona dla
tej granicy oraz dla polowy i dwukrotnosci tej granicy.

KRYTERIA IDENTYFIKACJI I KWANTYFIKAC]I POZOSTALOSCI

Wymagania ogélne

Laboratoria przeprowadzajace analize, celem ostatecznego potwierdzenia obecnosci pozostatosci
substancji organicznych o malej wadze molekularnej, zapewniaja, aby spelnione byly kryteria interpretacji
wynikéw, zgodnie z wymaganiami tego rozdziatu. Kryteria te zostaly ustalone w celu identyfikacji analitu
i maja zapobiegac falszywym pozytywnym wynikom. Dla pozytywnej konkluzji, wyniki analityczne musza
spetnia¢ kryteria ustalone dla konkretnej metody analitycznej.

Uwagi ogélne dotyczace calej metody analitycznej

Przygotowanie probki

Prébka powinna by¢ pozyskana, przemieszczana i przetwarzana w sposéb zapewniajacy maksymalng
szans¢ na wykrycie analitu, jezeli istnieje.

Podatnosé na interferencje

Dotyczy informagji podanej w punkcie 1.2.5. (Podatno$¢ na interferencje)

Kryteria ogdlne dla catej procedury

Nalezy zna¢ wlasciwo$¢ (1.1.7), granice wykrywania (1.1.10) oraz granice oznaczania analitu w badanej
probee materialowej w danej metodzie.

Uwaga: Informacje te mozna uzyska¢ z danych eksperymentalnych orazf/lub z teoretycznych
rozwazan.

Dla pozytywnego wyniku, zachowanie analitu, fizyczne i chemiczne, podczas analizy powinno by¢ nieod-
réznialne od zachowania odpowiadajacego mu analitu wzorcowego w odpowiedniej probce materialowej.

Wynik pozytywny i negatywny analizy bedzie znajdowat si¢ jedynie w granicach wiasciwosci oraz wykry-
wania i oznaczania metody stosowanej do analitu i badanej prébki materiatowej.

Material odniesienia lub material wzmocniony, zawierajacy znane ilo$ci analitu, powinien by¢ prowadzony
przez cala procedure rownoczesnie z kazda partig analizowanych probek do badan. Alternatywnie, do
probek do badai moze by¢ dodany standard wewngtrzny.

Kryteria autonomicznego, fizycznego i chemicznego, wstepnego zageszczania, oczyszczania i oddzielania

Dany analit powinien mie¢ frakcje typowa dla odpowiadajacego mu analitu wzorcowego w odpowiedniej
probee materialowej, w takich samych warunkach eksperymentalnych.

Dane dotyczace retencji dla wzordw, probek kontrolnych oraz probek analitycznych, powinny by¢
przedlozone razem z kofcowymi wynikami: pozytywnymi lub negatywnymi.
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2.2.5. Kryteria pomiaréw ilosciowych

2.2.5.1. We wszystkich pomiarach ilociowych musi by¢ pomierzona i okreslona regeneracja

2.2.5.2. Réznice wewnatrzlaboratoryjne w regeneracji powinny by¢ mozliwie jak najmniejsze.

2.2.5.3. Musi by¢ jasno powiedziane, czy wyniki koficowe zostaly skorygowane ze wzgledu na regeneracje. Jezeli
zostaly, musi by¢ opisana metoda tej korekty.

2.3. Kryteria metod analizy, ktére mozna zastosowa¢ do celow potwierdzenia jedynie w polaczeniu z
innymi metodami

2.3.1 Wymagania jakosciowe dla oznaczania analitu za pomocg IA

2.3.1.1. Musi by¢ okreslony zakres roboczy krzywej wzorcowej, ktéry powinien obejmowaé w sposéb ogélny
zakres zageszczenia przynajmniej jednej dekady.

2.3.1.2. Wymagane jest co najmniej sze$¢ punktéw wzorcowych, roztozonych odpowiednio wzdhuz krzywej wzor-
cowej.

2.3.1.3. Odpowiednie parametry kontroli jako$ci powinny by¢ na réwni z poprzednimi oznaczeniami, tj. NSB. i
parametry krzywej wzorcowe;.

2.3.1.4. Prébki kontrolne musza by¢ uwzglednione w kazdym oznaczeniu. Poziomy zageszczenia: zero oraz w
nizszej, Srodkowej i wyzszej czesci zakresu roboczego. Ich wyniki powinny by¢ na réwni z poprzednimi
oznaczeniami.
Nieprzetworzone dane dotyczace prébek kontrolnych oraz probki analitycznej powinny by¢ przedlozone
wraz z wynikiem korficowym: pozytywnym lub negatywnym.

2.3.2. Kryteria oznaczenia analitu za pomocg GC lub LC, z zastosowaniem nieokreslonego wykrywania

2.3.2.1. Dany analiz powinien ulec wymyciu w czasie zatrzymania, typowym dla odpowiadajacego mu analitu
wzorcowego, w takich samych warunkach eksperymentalnych.

2.3.2.2. Najblizszy, maksymalny szczyt w chromatogramie, powinien by¢ oddzielony od wyznaczonego szczytu
analitu, przynajmniej o jedng, pelng szerokos¢, na poziomie 10 % maksymalnej wysokosci.

2.3.2.3. W celu uzyskania dodatkowej informacji, mozna zastosowaé kochromatografi¢ i chromatografi¢, uzywajac
przynajmniej dwéch kolumn o réznej biegunowosci.

2.3.3. Kryteria oznaczenia analitu za pomocg TLC

2.3.3.1. Warto§é(wartosci) Rf danego analitu powinna by¢ zgodna z wartoscia(ami) typowa(ymi) Rf analitu wzor-
cowego. Wymaganie to jest spelnione, gdy warto$¢ Rf wynosi + 3 % wartosci Rf analitu wzorcowego, w
takich samych warunkach eksperymentalnych.

2.3.3.2 Wyglad optyczny analitu powinien by¢ nieodréznialny od analitu wzorcowego.

2.3.3.3. Srodek punktu najblizszego do tego, gdzie powinien by¢ analit, powinien by¢ od niego oddzielony przy-
najmniej o polowe sumy wymiaréw tego punktu.

2.3.3.4. W celu uzyskania dodatkowej informacji, mozna zastosowa¢ kochromatografi¢ oraz/lub dwuwymiarowe
TLC.

2.4. Kryteria metod analizy, kt6re moga by¢ zastosowane do potwierdzenia

2.4.1. Kryteria oznaczenia analitu za pomocg LC/IA lub LC/IMG

2.4.1.1. Przy LC/IMG, szczyt analitu w IMG powinien si¢ sklada¢ przynajmniej z pigciu frakeji LC.

2.4.1.2. Musza by¢ spelnione kryteria 2.2.4.1 oraz 2.2.4.2

2.4.1.3. Odczynniki
Powinno by¢ okreslone Zrédlo oraz cech antyciata oraz innych odczynnikéw.

2.4.1.4. Krzywa wzorcowa

Metoda ta zalezy od krzywej wzorcowej, a wigc muszg by¢ podane informacje zawarte w p. 1.2.4 (Krzywe
WZOIrcowe).

Musza by¢ spelnione wymagania dotyczace jakosci, podane dla IA (2.3.1.1 do 2.3.1.4)
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2.4.5.1.1.

W celu potwierdzenia, jezeli dana metoda nie jest stosowana w polaczeniu z innymi metodami, wéwczas
nalezy wykona¢ dwa rézne rozdzielenia LC lub dwa immunogramy, stosujac antyciata o réznych wiasci-
wosciach.

Kryteria oznaczenia analitu LC-SP

Powinny by¢ spelnione kryteria 2.3.2.1 oraz 2.3.2.2

Absorpcja maxima w spektrum analitu powinna mie¢ takie same dlugosci fal, jak analit wzorcowy, z
marginesem wyznaczonym przez rozklad systemu wykrywania. Dla diodowego ukladu wykrywania
wynosi on zazwyczaj * 2 nm.

Spektrum analitu powyzej 220 nm nie powinno si¢ réznic optycznie od spektrum analitu wzorcowego,
dla tych czesci obu spektra, ktére majg wartosci absorpcji 10 %. Kryterium to jest spelnione, gdy te same
maxima sg obecne, a réznica pomiedzy jednym i drugim spektrum nie jest wigksza niz 10 % warto$ci
absorpdji analitu wzorcowego, w zadnym obserwowanym punkcie.

W celu potwierdzenia, jezeli dana metoda nie jest stosowana w polaczeniu z innymi metodami, wowczas
konieczne jest wykonanie kochromatografii w LC. Wymagania w przypadku kochromatografii opisano w
p. 1.2.5.2.

Kryteria oznaczenia analitu za pomocg TLC-SP

Metoda ta powinna spelnia¢ kryteria okreslone w TLC (2.3.3.1 do 2.3.3.3)

Absorpcja maxima w spektrum analitu powinna mie¢ takie same dlugosci fal, jak analit wzorcowy, z
marginesem wyznaczonym przez rozklad systemu wykrywania.

Spektrum danego analitu nie powinno si¢ réznic optycznie od spektrum analitu wzorcowego.

W celu potwierdzenia, jezeli dana metoda nie jest stosowana w polaczeniu z innymi metodami, wéwczas
konieczne jest wykonanie kochromatografii w TLC. Wymagania przy kochromatografii opisano w p.
1.2.5.2.

Kryteria oznaczenia analitu za pomocg GC-MS

Kryteria GC

Powinny by¢ spelnione kryteria 2.3.2.1 oraz 2.3.2.2

Powinno si¢ zastosowaé wewnetrzny standard, jezeli jest dostgpny material odpowiedni do tego celu.
Najlepiej, gdyby to byla stateczna forma analitu, oznakowana izotopem, a w przypadku jej braku,
pokrewny standard, o czasie zatrzymania zblizonym do danego analitu.

Stosunek czasu zatrzymania analitu w GC do czasu w wewngtrznym standardzie, tj. wzgledny czas zatrzy-
mania, powinien by¢ taki sam, jak w analicie wzorcowym w odpowiedniej matrycy, z margi-
nesem * 5 %.

W metodzie potwierdzajacej, jezeli nie jest stosowany standard wewnetrzny, wéwczas do identyfikacji
analitu powinna by¢ réwniez zastosowana kochromatografia.

Kryteria dla LRMS

W metodzie klasyfikacyjnej, powinna by¢ przynajmniej pomierzona intensywno$¢ najbardziej obfitego
jonu diagnostycznego.

W metodzie potwierdzajgcej powinna by¢ pomierzona intensywno$¢ przynajmniej czterech jonéw diag-
nostycznych. Jezeli dany zwigzek nie wydal czterech jonow diagnostycznych przy zastosowanej metodzie,
wowczas identyfikacja analitu powinna si¢ opiera¢ na wynikach co najmniej dwéch niezaleznych metod
GC-LMRS, z réznymi zwiazkami pochodnymi oraz/lub technikami jonizacji, kazda produkujaca dwa lub
trzy jony diagnostyczne.

Jon molekularny powinien by¢ jednym z selekcjonowanych jondéw diagnostycznych.

Wzgledne rozprzestrzenianie wszystkich jonéw diagnostycznych monitorowanych z analitu, powinno
pasowac do tych z analitu wzorcowego, najlepiej w granicach + 10 % (mod EI) lub + 20 % (mod CI).

Kryteria oznaczenia analitu za pomocg IR
Definicja odpowiednich szczytéw

Odpowiednie szczyty stanowig maxima absorpcji w spektrum promieniowania podczerwonego analitu
wzorcowego, spelniajgc ponizsze wymagania.

Maximum absorpcji znajduje si¢ w przedziale fali 1 800-500 c¢m -
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Intensywno$¢ absorpgji nie jest mniejsza niz:

a) specyficzna absorpcja molowa 40 w odniesieniu do zerowej absorpcji oraz 20 w odniesieniu do linii
odniesienia szczytu,

lub

b) absorpcja wzgledna stanowigca 12,5 % absorpcji najbardziej intensywnego szczytu, w okolicy 1800 —
500 cm - gdy obie sa mierzone w odniesieniu do absorpcji zerowej, oraz 5 % wartosci absorpcji
najbardziej intensywnego szczytu, w okolicy 1800 — 500 c¢m !, gdy obie s3 mierzone w odniesieniu
do ich linii odniesienia szczytu.

Uwaga: Chociaz z teoretycznego punktu widzenia moga by preferowane odpowiednie szczyty
zgodnie z a), ale te zgodne z b) sa w praktyce latwiejsze do wyznaczenia.

Okreslona jest liczba szczytéw spektrum promieniowania podczerwonego analitu, ktorych czestotliwosci
sa zgodne z odpowiednim szczytem spektrum analitu wzorcowego, w granicach + 1 c¢cm ..
Kryteria IR

Absorpcja musi by¢ obecna we wszystkich miejscach spektrum analitu, ktére s3 zgodne z odpowiednim
szczytem spektrum wzorcowego w analicie wzorcowym.

Wymagane jest co najmniej sze$¢ odpowiednich szczytéw w spektrum promieniowania podczerwonego
analitu wzorcowego. Jezeli jest mniej niz sze$¢ odpowiednich szczytéw, woéwczas dane spektrum nie
moze by¢ uzyte jako spektrum wzorcowe.

,Rezultat”, tj. procent odpowiednich szczytéw znalezionych w spektrum promieniowania podczerwonego
analitu, wynosi co najmniej 50.

Jezeli nie ma dokladnego odpowiednika odpowiedniego szczytu, wowczas odpowiedni rejon spektrum
analitu musi by¢ zgodny z pasujacym szczytem.

Procedura ta ma zastosowanie jedynie przy szczytach absorpcji w spektrum probki, o intensywnosci przy-
najmniej trzykrotnej wysokosci dzwigku szumu tla pomiedzy szczytami.

Inne metody analizy

Metody analityczne lub polaczenia metod innych niz te uwzglednione w rozdziatach 2.3 oraz 2.4 (np. LC-
MS, MS-MS, GC-IR), moga by¢ stosowane do celéw klasyfikacji i potwierdzenia, pod warunkiem ze
spetniajg one kryteria pozwalajace na jednoznaczng identyfikacje analitu na danym poziomie.

DODATEK
Wykaz skr6téw i symboli

= jonizacja chemiczna

jonizacja uderzeniowa elektronu

= gramy

= chromatografia gazowa

= oznaczanie immunologiczne

= pokrewiefistwo immunologiczne

= immunogram

= spektrometria promieniowania podczerwonego
= kilogramy (10° g)

= litr

= chromatografia cieczowa

= spektrometria masy o niskim rozkladzie

= miligramy (10 - g)

= spektrometria mas

= nanogramy (10 - g)

= nieokre$lone wigzanie

= odlegto$¢ przesunigta do przodu rozpuszczalnika
= spektrometria, np. z wykrywajacym ukfadem diodowym
= chromatografia cienkowarstwowa

= mikrogramy (10 ¢ g)

= autonomiczne techniki tgcznikowe

= bezposrednie techniki facznikowe

np. LC/GC-MC = LC autonomiczne, po GC z bezposrednim MS





