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L221/8 JURNALUL OFICIAL AL COMUNITATILOR EUROPENE 17.8.2002

DECIZIA COMISIEI
din 14 august 2002

de stabilire a normelor de aplicare a Directivei 96/23/CE a Consiliului privind functionarea metodelor de
analizd si interpretarea rezultatelor

[notificatd cu numdrul C(2002) 3044]

(Text cu relevantd pentru SEE)

(2002/657|CE)

COMISIA COMUNIT;\TILOR EUROPENE,
avand in vedere Tratatul de instituire a Comunititii Europene,

avand in vedere Directiva 96/23/CE a Consiliului din 29 aprilie
1996 privind mdsurile de control care se aplici anumitor
substante si reziduurilor acestora existente in animalele vii si in
produsele obtinute de la acestea si de abrogare a Directivelor
85/358|CEE si 86[469/CEE si a Deciziilor 89/187|CEE si
91/664/CEE (), in special articolul 15 alineatul (1) teza 2,

intrucat:

(1) Prezenta reziduurilor in produsele de origine animali este
o problemad de sdndtate publica.

(2)  Decizia 98/179/CE a Comisiei din 23 februarie 1998 de
stabilire a normelor privind prelevarea oficiald de probe in
vederea monitorizarii anumitor substante si a reziduurilor
acestora din animalele vii si produsele animale (?) prevede
cd analiza probelor prelevate in cadrul controlului oficial
trebuie realizatd exclusiv de laboratoare desemnate de
autoritatea nationald competentd pentru detectarea rezidu-
urilor.

(3)  Este necesar sd se asigure calitatea si comparabilitatea
rezultatelor analizei generate de citre laboratoarele desem-
nate pentru controlul oficial al reziduurilor. Acest obiectiv
trebuie sd fie atins folosind sisteme de asigurare a calitatii
si, in special, aplicind metode validate in conformitate cu
proceduri si criterii comune de functionare si asigurand
trasabilitatea standardelor comune sau stabilite de comun
acord.

(4)  Directiva 93/99/CEE a Consiliului din 29 octombrie 1993
privind misuri suplimentare cu privire la controlul oficial

() JOL 125, 23.5.1996, p. 10.
() JOL65,53.1998, p. 31.

C)

al alimentelor () si Decizia 98/179/CE cer ca, de la data de
1 ianuarie 2002, laboratoarele care rdspund de controlul
oficial si fie acreditate in conformitate cu standardul ISO
17025 (1). In conformitate cu Decizia 98/179/CE, labora-
toarele desemnate sunt obligate sd participe la un sistem
extern, recunoscut international, de evaluare si acreditare a
controlului calitdtii. De asemenea, laboratoarele trebuie si
isi probeze competenta prin participarea cu regularitate si
cu succes la programe corespunzdtoare de teste de aptitu-
dini recunoscute sau organizate de laboratoarele de refe-
rintd nationale sau comunitare.

Pentru a ameliora coordonarea, este operationald o retea de
laboratoare comunitare de referintd, de laboratoare natio-
nale de referintd si de laboratoare nationale de control, in
temeiul Directivei 96/23/CE.

Ca rezultat al progreselor realizate in chimia analiticd de la
adoptarea Directivei 96/23/CE, conceptul de metode de
rutind si metode de referinti a fost inlocuit de o abordare
bazatd pe criterii, care defineste criteriile de functionare si
procedurile de validare a metodelor de depistare si de
confirmare.

Este necesar s fie definite criterii comune de interpretare a
rezultatelor testelor laboratoarelor de control oficial pen-
tru a garanta o punere in aplicare armonizatd a Directivei
96/23]CE.

Este necesar si se prevadd punerea progresiva in aplicare a
limitelor de functionare minime cerute (MRPL) ale metodei
de analizd in cazul substantelor pentru care nu a fost sta-
bilitd nici o limitd autorizatd si, in special, pentru
substantele a cdror utilizare nu este autorizatd sau este
interzisd in mod explicit in Comunitate, pentru a asigura
astfel punerea in aplicare armonizatd a Directivei
96/23CE.

JOL 290, 24.11.1993, p. 14.
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(9)  Decizia 90/515/CEE a Comisiei din 26 septembrie 1990 de
stabilire a metodelor de referintd pentru ciutarea reziduu-
rilor de metale grele si arseniu ('), Decizia 93/256/CEE a
Comisiei din 14 aprilie 1993 privind metodele utilizate in
vederea detectdrii reziduurilor de substante cu efect
hormonal si de substante cu efect tireostatic () si Decizia
93/257/CEE a Comisiei din 15 aprilie 1993 de stabilire a
metodelor de referintd si a listei laboratoarelor nationale de
referintd pentru depistarea reziduurilor (3), astfel cum a fost
modificatd ultima datd prin Decizia 98/536/CE (*), au fost
reexaminate tindnd seama de evolutia cunostintelor stiin-
tifice si tehnice si au fost considerate depdsite la nivelul
sferei de aplicare si al continutului si este, prin urmare,
necesar si fie abrogate de prezenta decizie.

(10)  Pentru a permite adaptarea metodelor de analizd a probelor
oficiale la dispozitiile prezentei decizii, trebuie prevazutd o
perioadd de tranzitie.

(11) Masurile prevazute de prezenta decizie sunt conforme cu
avizul Comitetului permanent pentru lantul alimentar si
sdndtatea animald,

ADOPTA PREZENTA DECIZIE:

Articolul 1
Obiectul si domeniul de aplicare

Prezenta decizie stabileste normele care se aplici in cazul
metodelor de analizd folosite la examinarea probelor oficiale
prelevate in conformitate cu articolul 15 alineatul (1) a doua teza
din Directiva 96/23/CE si defineste criterii comune pentru
interpretarea rezultatelor laboratoarelor care raspund de controlul
oficial al acestor probe.

Prezenta decizie nu se aplicd substantelor pentru care au fost
definite norme mai specifice de legislatia comunitara.

Articolul 2
Definitii

In sensul prezentei decizii, se aplicd definitiile din Directiva
96/23/CE si anexa la aceasta.

Atrticolul 3

Metode de analiza

Statele membre iau masuri pentru ca probele oficiale prelevate in
conformitate cu Directiva 96/23/CE s se analizeze cu ajutorul
unor metode care:

(a) sunt documentate in instructiunile de test, de preferintd in
conformitate cu standardul ISO 78-2 (6);

(b) sunt in conformitate cu partea 2 din anexa la prezenta decizie;

(c) au fost validate in conformitate cu procedurile descrise de
partea 3 din anex3;

1

() JOL 286, 18.10.1990, p. 33.
() JOL 118, 14.5.1993, p. 64.
() JOL 118, 14.5.1993, p. 75.
(% JOL251,11.9.1998, p. 39.
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(d) suntin conformitate cu limitele de functionare minime cerute
(MRPL) relevante, care trebuie stabilite in conformitate cu
articolul 4.

Articolul 4

Limitele de functionare minime cerute

Prezenta decizie se reexamineazd in vederea stabilirii progresive a
limitelor de functionare minime cerute (MRPL) care se aplicd
metodelor de analizd care trebuie utilizate in cazul substantelor
pentru care nu a fost definitd nici o limitd autorizatd.

Articolul 5

Controlul calitatii

Statele membre asigurd calitatea rezultatelor analizei probelor
prelevate in conformitate cu Directiva 96/23/CE, in special prin
testele de control si/sau rezultatele de etalonare in conformitate cu
capitolul 5.9 din standardul ISO 17025 (1).

Atrticolul 6

Interpretarea rezultatelor

(1) Rezultatul unei analize este considerat neconform in cazul in
care este depdsitd limita de decizie a metodei de confirmare pen-
tru analitul in cauza.

(2) In cazul in care a fost stabilitd limita autorizatd pentru o
substantd, limita de decizie este concentratia de la care este posi-
bil sd se decidi cu o certitudine statisticd de 1 — a ¢i a fost intr-
adevir depdsitd limita autorizata.

(3) In cazul in care nu a fost stabilitd nici o limit3 autorizati pen-
tru o substantd, limita de decizie este cel mai scdzut nivel de con-
centratie la care o metodd poate discrimina cu certitudinea
statisticd de 1 — a dacd analitul in cauzi este prezent.

(4) Pentru substantele enumerate de grupa A din anexa I la Direc-
tiva 96/23/CE, eroarea a este egald cu sau mai micd decit 1 %.
Pentru toate celelalte substante, eroarea a este egald cu sau mai
mici decat 5 %.

Articolul 7

Abrogare

Deciziile 90/515/CEE, 93/256/CEE si 93/257|CEE se abrogd.

Articolul 8
Dispozitii tranzitorii

Metodele de analizd a probelor oficiale ale substantelor enumerate
de grupa A din anexa I la Directiva 96/23|CE care respectd
criteriile definite de Deciziile 90/515/CEE, 93/256/CEE si
93/257|CEE pot fi utilizate timp de maximum doi ani dupi
intrarea in vigoare a prezentei decizii. Metodele aplicate in prezent
substantelor enumerate de grupa B din anexa I la directiva trebuie
sd devind conforme cu prezenta decizie in termen de cel mult cinci
ani de la data aplicdrii prezentei decizii.
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Articolul 9
Data aplicarii

Prezenta decizie se aplicd de la data de 1 septembrie 2002.

Articolul 10
Destinatari

Prezenta decizie se adreseazd statelor membre.

Adoptati la Bruxelles, 14 august 2002.

Pentru Comisie
David BYRNE

Membru al Comisiei
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ANEXA

CRITERII DE FUNCTIONARE, ALTE CERINTE $I PROCEDURI CARE SE APLICA METODELOR DE

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.7.

1.8.

1.9.

ANALIZA

1. DEFINITII

Exactitate: gradul de apropiere intre rezultatul testului §i valoarea de referintd acceptatd (2). Se determind in
functie de precizie si fidelitate.

Eroarea alpha (a): probabilitatea ca proba testatd si fie conformd chiar in cazul in care s-a obtinut o
mdsurdtoare neconformi (,decizie intemeiatd pe un fals rezultat neconform”).

Analit: substanta care trebuie detectatd, identificatd si/sau cuantificatd si derivatele care apar in cursul analizei.

Eroare beta (f): probabilitatea ca proba testatd si fie intr-adevdr neconformd, chiar in cazul in care s-a obtinut
o misuritoare conformi (,decizie intemeiatd pe un fals rezultat conform”).

Eroare sistematicd: diferenta intre speranta matematicd a rezultatelor testului si valoarea de referintd
acceptatd (2).

Etalon: dispozitiv de mdsurd care reprezinti cantitatea de substantd in cauzd intr-un mod care leagd valoarea
acesteia de o bazd de referinta.

Material de referintd certificat (CRM): material cdruia i-a fost atribuit un continut specificat de analit.

Co-cromatografie: metodd in care se imparte in doud fractii extractul supus testdrii inainte de etapa sau etapele
cromatografice. O fractie este analizatd cromatografic ca atare. A doua fractie este amestecatd cu analitul etalon
care urmeazd s fie mdsurat. Acest amestec este apoi analizat cromatografic. Cantitatea de analit etalon
addugatd trebuie sa fie apropiatd de cantitatea de analit estimatd in extract. Aceastd metoda este destinatd sd
amelioreze identificarea unui analit prin metode cromatografice, in special in cazul in care este imposibil sd
se utilizeze un etalon intern corespunzitor.

Studiu in colaborare: analiza aceleiasi probe cu aceeasi metodd, in scopul determindrii caracteristicilor de
functionare a metodei. Studiul acoperd eroarea aleatorie de masurare si eroarea sistematicd de laborator.

Metodd de confirmare: metode care furnizeazd informatii complete sau complementare care permit
identificarea univocd a substantei si, dupd caz, cuantificarea acesteia la nivelul considerat.

Limita de decizie: (CCa): limita la care si de la care este permis sd se concluzioneze cu probabilitatea de eroare
a cd o proba nu este conforma.

Capacitatea de detectie (CCP): cel mai mic continut de substantd care poate fi detectat, identificat sifsau
cuantificat intr-o probd, cu probabilitatea de eroare f. In cazul substantelor pentru care nu a fost stabilita nici
o limita autorizatd, capacitatea de detectie este concentratia minima la care o metoda poate detecta probe
intr-adevir contaminate, cu certitudinea statisticd de 1 — . In cazul substantelor pentru care s-a stabilit o limita
autorizatd, capacitatea de detectie este concentratia la care metoda poate detecta concentratii la limita
autorizatd cu o certitudine statistici de 1 - f.

Material de probd imbogatit: probi la care se adaugd o cantitate cunoscutd din analitul care urmeazi si fie
detectat.

Studiu (comparatie) interlaboratoare: organizarea, realizarea i evaluarea testelor pe aceeasi proba de citre
doud sau mai multe laboratoare, in conditii prestabilite, cu scopul de a determina modul de functionare a
testarii. In functie de obiectiv, studiul este considerat studiu in colaborare sau test de aptitudini.

Etalon intern: substantd necontinutd in probd, avand proprietiti fizico-chimice cit mai apropiate posibil de
cele ale analitului de identificat, care se adaugi fiecrei probe si fiecdrui etalon.

Probi de laborator: probd preparatd in vederea expedierii citre laborator si destinatd examinarii sau analizarii.

Nivel considerat: concentratia substantei sau a analitului intr-o probi care este semnificativi pentru
determinarea conformitatii acestuia cu legislatia.

Limita de functionare minima cerutd (MRPL): continutul minim de analit intr-o proba care trebuie cel putin
detectat si confirmat. Este destinatd armonizarii capacitdtilor analitice ale metodelor care se aplicd substantelor
in cazul cdrora nu a fost stabilitd nici o limitd autorizat.
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1.20.

1.23.

1.24.

1.25.

1.26.

1.27.

1.37.

Caracteristica de functionare: calitate functionald care poate fi atribuitd unei metode de analizi. Aceasta poate
fi, de exemplu, specificitatea, exactitatea, precizia, fidelitatea repetabilitatea, reproductibilitatea, recuperarea,
capacitatea de detectie si robustetea.

Criteriu de functionare: cerinte in materie de caracteristici de functionare, fatd de care este posibil s se
aprecieze cd o metodd de analizd este adecvatd scopului urmdrit si dd rezultate fiabile.

Limitd autorizatd: limita maximd a reziduurilor, continut maxim sau altd tolerantd maximd aplicabild
substantelor si stabilitd in alte texte ale legislatiei comunitare.

Fidelitate: gradul de apropiere dintre rezultatele unor teste independente obtinute in conditii stabilite
(predeterminate). Masura fidelitdtii este de obicei exprimatd in termeni de non-fidelitate si este calculatd
plecind de la deviatia standard a rezultatelor. Cu cat deviatia standard este mai mare, cu atat fidelitatea este
mai mica (2).

Test de aptitudini: analiza aceleiasi probe, ceea ce permite laboratoarelor sd isi aleagd propriile metode, cu
conditia ca acestea si fie utilizate in conditii de rutind. Testul trebuie realizat in conformitate cu ghidurile
ISO 43-1 (3) si 43-2 (4) si poate fi utilizat la evaluarea reproductibilititii metodelor.

Metoda calitativd: metoda de analizd care identificd o substantd pe baza proprietitilor chimice, biologice sau
fizice.

Metod3 cantitativi: metoda de analizd care determind cantitatea sau fractia masicd a unei substante astfel incat
sd poatd fi exprimatd ca valoare numericd, in unitdti corespunzitoare.

Test blanc de reactiv: procedeul complet de analiza aplicat in absenta fractiei de analizat sau folosind o cantitate
echivalentd de solvent corespunzitor in locul fractiei de analizat.

Recuperare: procentul din concentratia reald a unei substante recuperate pe parcursul procedeului analitic.
Aceasta se determind pe parcursul validdrii, in absenta unui material de referintd certificat.

Material de referintd: material avand una sau mai multe proprietdti confirmate printr-o metoda validatd, care
poate fi prin urmare utilizat la etalonarea unui aparat sau verificarea unei metode de masurare.

Repetabilitate: fidelitate in conditii de repetabilitate (2).

Conditii de repetabilitate: conditii in care rezultatele unor teste independente sunt obtinute prin aceeasi
metodd pe preparate de testare identice, in acelasi laborator, de citre acelasi operator, folosind acelasi
echipament (2).

Reproductibilitate: fidelitate in conditii de reproductibilitate (2) (4).

Conditii de reproductibilitate: conditii in care rezultatele testelor sunt obtinute prin aceeasi metoda pe
preparate de testare identice in laboratoare diferite, de citre operatori diferiti si folosind echipamente

diferite (2) (4).

Robustete: sensibilitatea unei metode de analizi la variatii ale conditiilor experimentale, care se pot exprima
ca listd de probe, de analiti, de conditii de depozitare, de conditii de mediu sifsau de preparare a probei pentru
care metoda poate fi aplicatd ca atare sau cu anumite modificdri minore. Pentru toate conditiile experimentale
care, in practicd, sunt supuse unor variatii (de exemplu, stabilitatea reactivilor, compozitia probei, pH,
temperaturd) se indicd toate variatiile care pot influenta rezultatul analizei.

Test blanc de probd: procedeul complet de analizd aplicat unei fractii de analizat prelevatd dintr-o probd care
nu contine analitul.

Metoda de depistare: metoda care serveste la detectarea prezentei unei substante sau unei clase de substante
la nivelul considerat. Aceste metode prezintd o mare capacitate de tratare a probelor si sunt aplicate pentru
a tria un numdr mare de probe in vederea detectdrii potentialelor rezultate neconforme. Ele sunt concepute
in special pentru a evita falsele rezultate conforme.

Studiu monolaborator (validare internd): studiu analitic cu implicarea unui singur laborator, care utilizeaz o
singurd metoda la analiza unor materiale de testare identice sau diferite, in conditii diferite, in intervale de timp
justificat de lungi.

Specificitate: capacitatea unei metode de a discrimina intre analitul mdsurat si alte substante. Aceastd
caracteristicd este in principal o functie a tehnicii de masurare descrise, dar poate varia in functie de clasa
compusului sau de matrice.
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1.40.

1.41.

1.42.

1.43.

1.44.

1.45.

1.46.

2.

Adaos etalonat: metoda prin care proba de testare este impartitd in doud fractii de analizat (sau mai multe).
O fractie este analizatd ca atare, iar celorlalte fractii li se adaugd, inainte de a fi analizate, cantititi cunoscute
de analit etalon. Cantitatea de analit etalon addugatd trebuie sd se situeze intre de doud si de cinci ori cantitatea
de analit estimatd in probi. Aceastd metodd permite determinarea continutului unui analit in probi tinand
seama de recuperarea proprie procedeului de analiza respectiv.

Analit etalon: analit de continut §i puritate cunoscute si certificate, care serveste drept referintd pe parcursul
analizei.

Substantd: materie cu o structurd chimicd speciald sau definitd si metabolitii acesteia.

Fractia de analizat: cantitatea de material prelevati din proba de testare, care face efectiv obiectul analizei sau
al examinarii.

Probi de testare: probd preparatd pornind de la proba de laborator si din care trebuie prelevate fractiile de
analizat.

Precizie: gradul de apropiere intre valoarea medie obtinutd plecand de la o serie vastd de rezultate ale testelor
si o valoare de referinta acceptatd. Precizia este in general exprimatd in termeni de eroare sistematicd (2).

Unitdti: unitati descrise de ISO 31 (20) si de Directiva 71/354/CEE (19).

Validare: confirmarea prin examen si furnizarea de probe concrete cd sunt indeplinite ceringele specifice pentru
o utilizare specificd data (1).

Reproductibilitate intralaborator: fidelitate obtinuti in acelasi laborator in conditii stabilite (predeterminate)
(privind, de exemplu, metoda, materialele de testare, operatorii, conditiile ambiante) pentru intervale de timp
justificat de lungi.

CRITERIILE DE FUNCTIONARE SI ALTE CERINTE APLICABILE METODELOR DE ANALIZA

Metodele sau combinatiile de metode de analiza, altele decat cele descrise in continuare, nu pot fi utilizate pentru
descoperire sau confirmare decat in cazul in care se poate stabili ¢ indeplinesc cerintele relevante definite de prezenta

decizie.

2.1.2.1.

2.1.2.2.

2.1. CERINTE GENERALE

Manipularea probelor

Probele trebuie obtinute, manipulate si tratate astfel incat posibilititile de detectare a substantei si fie
maxime. Metodele de manipulare a probelor trebuie sd impiedice contaminarea sau pierderea accidentald
de analiti.

Realizarea testelor

Recuperare

Pe parcursul analizei probelor, este necesar ca recuperarea si fie determinatd pentru fiecare lot de probe,
in cazul in care se utilizeazd un factor de corectie de recuperare fix. in cazul in care recuperarea este in limite,
poate fi utilizat factorul de corectie stabilit. In caz contrar, este necesar si fie utilizat factorul de recuperare
obtinut pentru lotul respectiv, cu exceptia cazului in care se aplicd factorul de recuperare specific al
analitului in prob, caz in care este necesar si se utilizeze metoda adaosurilor etalonate (punctul 3.5) sau
un etalon intern pentru determinarea cantitativd a unui analit intr-o proba.

Specificitate

O metodad trebuie sd aibd capacitatea de a discrimina intre analit si alte substante in conditiile experimentale.
Trebuie prezentatd o estimare a acestei capacitdti. Este necesar sd se aplice strategii pentru a evita orice
interferentd previzibild cu alte substante in cazul in care se utilizeazd tehnica de masurare (de exemplu
omologi, analogi, metaboliti ai reziduului in cauzd). Este foarte important si fie analizata orice interferentd
care ar putea fi provocatd de elementele componente ale matricei.

2.2. METODELE DE DEPISTARE

In conformitate cu Directiva 96/23/CE, in scopul depistirii se aplicd numai acele tehnici de analiz pentru care se poate
demonstra, pe baza unor probe identificabile, cd sunt validate si au un procent de false rezultate conforme mai mic

de 5 %
metodi

(eroare B) la nivelul considerat. In cazul unui rezultat neconform suspect, acesta trebuie confirmat printr-o
de confirmare.
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2.3. METODELE DE CONFIRMARE PENTRU REZIDUURILE ORGANICE SI CONTAMINANTI

Metodele de confirmare pentru reziduurile organice si contaminanti furnizeaza indicatii privind structura chimicad a
analitului. In consecintd, metodele bazate exclusiv pe analiza cromatograficd fard utilizarea detectiei spectrometrice
nu sunt suficiente ca metode de confirmare. Cu toate acestea, in cazul in care o tehnicd datd nu prezintd specificitate
suficientd, specificitatea cerutd trebuie obtinutd cu ajutorul procedeelor de analizd constdnd in combinatii
corespunzitoare de purificare, separare (separdri) cromatografici(e) si detectie spectrometrica.

Metodele sau combinatiile de metode mentionate in continuare sunt considerate corespunzatoare pentru identificarea
reziduurilor organice sau a contaminantilor pentru grupele de substante mentionate.

Tabelul 1

Metodele de confirmare corespunzitoare pentru reziduurile organice §i contaminanti

. < Substanta in anexa 1 -
Tehnica de masurare 96/23/CE Restrictii

LC sau GC cu spectrometrie | Grupele A si B Numai in urma unei separdri cromatografice in flux sau

de masi autonome
Numai in cazul in care se utilizeazd tehnici cu baleiaj complet
sau folosind cel putin 3 (grupa B) sau 4 (grupa A) puncte de
identificare pentru metodele care nu inregistreazd spectre de
masd complete

LC sau GC cu detectie | Grupele A si B Trebuie indeplinite cerintele specifice pentru absorbtia in

spectrometricd IR spectrometrie IR

Cromatografie in  fazd | Grupa B Trebuie indeplinite cerintele specifice pentru absorbtia in

lichidd cu baleiaj complet spectrometrie UV

(DAD)

Fluorescentd LC Grupa B Numai pentru moleculele avand fluorescentd naturald si
moleculele care prezintd fluorescentd dupd transformare sau
derivatizare

Cromatografie in strat sub- | Grupa B Sunt obligatorii HPTLC bidimensionald si co-cromatografia

tire 2-D cu baleiaj complet

UV/VIS

Cromatografie in  stare | Grupa B Numai in cazul in care se utilizeazd doud coloane cu polaritati

gazoasd-detectie cu capturd diferite

de electroni

Imunograma LC Grupa B Numai in cazul in care se utilizeazd cel putin doud sisteme
cromatografice diferite sau o a doua metodd de detectie,
independenti

LC-UV|VIS (unicd lungime | Grupa B Numai in cazul in care se utilizeazd cel putin doud sisteme

de undi) cromatografice diferite sau o a doua metodd de detectie,
independentd.

2.3.1.  Criteriile de functionare si cerintele comune

Metodele de confirmare furnizeaz indicatii asupra structurii chimice a analitului. In cazul in care mai multe
elemente componente dau acelasi rispuns, metoda nu permite stabilirea unei distinctii intre acestea.
Metodele bazate numai pe analiza cromatografica, fard si prevadd utilizarea detectiei spectrometrice, nu
sunt suficiente ca metode de confirmare.

In cazul in care este folosit in metoda, se adauga un etalon intern adecvat fractiei de analizat la inceputul
extractiei. In functie de disponibilititi, se pot folosi fie forme de analit marcate cu un izotop stabil,
recomandate in special pentru detectia prin spectroscopie de masd, fie compusi structurali inruditi cu

analitul.

In cazul in care nu este posibil s se foloseascd un etalon intern corespunzitor, identificarea analitului se
confirmd prin co-cromatografie. In acest caz se obtine un singur pic, cresterea iniltimii sau a suprafetei
intensificate a picului echivaland cu cantitatea de analit adiugati. La cromatografia in fazd gazoasi (GC) sau
in fazd lichidd (LC), largimea picului la jumdtate din iniltimea maximd trebuie si se situeze intre 90 %
si 110 % din lirgimea initiald, iar timpii de retentie trebuie si fie identici, cu o marjd de 5 %. In ceea ce
priveste metodele de cromatografie in strat subtire (TLC), se intensificd numai spotul prezumat a fi al
analitului; nu apar spoturi suplimentare si aspectul acestuia nu se modifica.
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2.3.2.1.

2.3.2.2.

Materialul de referintd sau imbogatit, continand cantitdti cunoscute de analit la nivelul sau la un nivel
apropiat de limita autorizatd ori de limita de decizie (probd de control neconformd), ca si materialele de
control conforme si blancurile de reactivi, se analizeazd de preferintd odata cu fiecare lot de probe analizat,
aplicand procedeul complet. Injectarea extractelor in instrumentul de analizd se efectueazd in ordinea
urmatoare: blanc de reactiv, probd de control conformd, proba (probe) de confirmat, o noud probi de
control conformd i, in final, proba de control neconforma. Orice altd ordine trebuie justificata.

Criteriile de functionare si cerintele suplimentare aplicabile metodelor de analizi cantitativa

Precizia metodelor cantitative

in cazul analizelor repetate pe un material de referingd certificat, deviatia fractiei masice medii, corectate cu
recuperarea determinatd experimental, de la valoarea certificatd se situeazd intre urmdtoarele limite:

Tabelul 2

Precizia minimi a metodelor cantitative

Fractie masicd Plaji de valori
< 1 pglkg —-50% pana la+20 %
> 1 pgfkg pand la 10 pg/kg -30% pandla+10%
> 10 pglkg -20% pandla+10%

in cazul in care nici un material de referinti certificat de acest tip nu este disponibil, se poate admite ca
precizia misurdrilor si fie evaluatd prin recuperarea adaosurilor in cantitdti cunoscute de analit sau de analiti
la un blanc de matrice. Datele corectate cu recuperarea medie nu sunt admisibile decét in cazul in care se
situeazd in intervalele mentionate de tabelul 2.

Fidelitatea metodelor cantitative

Coeficientul de variatie (CV) interlaboratoare pentru analiza repetatd a unui material de referintd sau
imbogitit in conditii de reproductibilitate nu trebuie sd depdseasca nivelul calculat in continuare cu ecuatia
lui Horwitz:

CV = 2(1-0,5 log C)

in care C reprezinti fractia masicd exprimatd ca putere (exponent) a lui 10 (de exemplu, 1 mgfg = 1073).
In tabelul 3 se mentioneazd exemple.

Tabelul 3

Exemple de reproductibilitate a CV pentru metodele cantitative intr-o plaji de fractii masice ale
analitului

Fractie masicd Reproductibilitatea CV (%)

1 pg/kg V)

10 pgfkg 0

100 pg/kg 23

1 000 pg/kg (1 mg/kg) 16

(') Pentru fractiile masice mai mici de 100 pg/kg, aplicarea ecuatiei lui Horwitz dé valori ridicate inadmisibile. In conse-
cintd, CV pentru concentratiile mai mici de 100 pg/kg trebuie si fie cat mai coborate posibil.

Pentru analizele efectuate in conditii de repetabilitate, CV intralaborator se situeaza in general intre jumatate
si doud treimi din valorile mentionate anterior. Pentru analizele efectuate in conditii de reproductibilitate
intralaborator, CV intralaborator nu trebuie si depaseascd CV de reproductibilitate.

In cazul substantelor pentru care este stabilitd o limitd autorizatd, este necesar ca metoda si atingd o
reproductibilitate intralaborator nu mai mare decat valoarea CV de reproductibilitate corespunzitoare unei
concentratii de 0,5 x limita autorizatd.
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2.3.3.

23.3.1.

23.3.2.

Criteriile de functionare si alte cerinte aplicabile la detectia prin spectrometrie de masi

Metodele de spectrometrie de masa pot fi considerate drept metode de confirmare numai dupa o separatie
cromatograficd in linie sau autonoma.

Separatia cromatograficd

Pentru procedeele GC-MS, separatia cromatografica in fazd gazoasi se efectueaza cu ajutorul coloanelor
capilare. Pentru procedeele LC-MS, separatia cromatograficd se efectueazd cu ajutorul unor coloane LC
adaptate. In toate cazurile, timpul de retentie minim admisibil pentru analitul studiat este de doud ori timpul
de retentie corespunzitor volumului coloanei fard umpluturd. Timpul de retentie (sau timpul de retentie
relativ) al analitului in fractia analizatd corespunde timpului de retentie al etalonului intr-o fereastrd datd
de timp de retentie. Fereastra de timp de retentie este proportionald cu puterea de rezolutie a sistemului
cromatografic. Raportul dintre timpul de retentie cromatografica al analitului si cel al etalonului intern,
adicd timpul de retentie relativ al analitului, trebuie sd corespunda celui al solutiei de etalonare cu o tolerantd
de + 0,5 % pentru GC si de £ 2,5 % pentru LC.

Detectia prin spectrometrie de masd

Detectia prin spectrometrie de masi se efectueazd cu ajutorul tehnicilor MS, cum sunt inregistrarea
spectrelor de masd complete (baleiaj complet sau full scan) sau monitorizarea ionilor selectionati (Selected
lon Monitoring, SIM), precum si al tehnicilor MS-MS", cum sunt monitorizarea reactiilor selectionate
(Selected Reaction Monitoring, SRM) sau alte tehnici MS sau MS-MS™ adaptate, asociate cu modurile de
ionizare corespunzitoare. In spectrometria de masid de inaltd rezolutie (HRMS), rezolutia caracteristici
trebuie sd fie mai mare de 10 000 pentru toatd plaja maselor, cu o vale de 10 %.

Baleiaj complet (full scan): in cazul in care determinarea prin spectrometrie de masi se efectueazd
inregistrand spectre complete, este obligatorie prezenta tuturor ionilor de diagnostic masurati (ioni
moleculari, aducti caracteristici ionului molecular, ioni fragmentati caracteristici si ioni izotopi), cu o
intensitate relativdi mai mare de 10 % in spectrul de referinta al etalonului.

SIM: in cazul in care determinarea prin spectrometrie de masd este efectuatd prin fragmentografie, ionul
molecular este de preferintd unul din ionii de diagnostic selectionati (ioni moleculari, aducti caracteristici
ionului molecular, ioni fragmentati caracteristici si toti ionii izotopi ai acestora). lonii de diagnostic nu
trebuie sd provind in exclusivitate din aceeasi parte a moleculei. Raportul semnal-zgomot pentru fiecare ion
diagnostic este > 3:1.

Baleiaj complet si SIM: intensitatile relative ale ionilor detectati, exprimate in procente din intensitatea
ionului celui mai intens sau din tranzitia cea mai intensd, trebuie sd corespunda intensitatilor etalonului,
fie din solutiile etalon, fie din probe imbogitite, la concentratii comparabile, masurate in aceleasi conditii,
in limitele urmitoarelor tolerante:

Tabelul 4

Tolerantele maxime admisibile pentru intensititile ionice relative in diferite tehnici de
spectrometrie de masi

Intensitatea relativa EI-GC-MS Cl]:(éCI\;Il\élSi CG ;I;/EAS“
(% din picul de bazd) (relativ) T
(relative)
>50 % +10% +20%
> 20 % pand la 50 % +15% £25%
>10 % pand la 20 % +20% +30%
<10% +50% +50%

Interpretarea datelor spectrelor de masd: intensitdtile relative ale ionilor de diagnostic sifsau ale perechilor
de ioni precursori/produsi se identificd prin compararea spectrelor sau prin integrarea semnalelor fiecarei
urme de masi izolate. In cazul in care se aplici o corectie de fundal, aceasta este uniformi pe tot lotul (a
se vedea punctul 2.3.1, paragraful 4) si este indicatd explicit.

Baleiaj complet: in cazul in care sunt inregistrate in MS simpld spectre complete, un minim de patru ioni
trebuie si fie prezenti la intensitate relativd > 10 % din picul de baza. lonul molecular trebuie inclus, in cazul
in care este prezent in spectrul de referinti cu o intensitate relativd > 10 %. Cel putin patru ioni trebuie sd
se situeze in tolerantele maxime admisibile pentru intensitatile ionice relative (tabelul 5). Poate fi folositd
cdutarea bibliografica asistatd de computer. In acest caz, comparatia datelor spectrale ale probelor de testare
cu acelea ale solutiilor de etalonare trebuie si depdseascd un factor de corespondentd critic. Acest factor se
determind in cursul procedurii de validare pentru fiecare analit, pe baza spectrelor pentru care sunt
indeplinite criteriile de mai jos. Se verificd variabilitatea spectrelor induse de matrice si functionarea
detectorului.
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SIM: in cazul in care sunt misurate fragmente de masd cu ajutorul unor tehnici, altele decat baleiajul
complet, se foloseste un sistem de puncte de identificare pentru interpretarea datelor. Pentru confirmarea
substantelor enumerate de grupa A din anexa I la Directiva 96/23/CE, sunt necesare minimum 4 puncte.
Pentru confirmarea substantelor enumerate de grupa B din anexa I la Directiva 96/23/CE, sunt necesare
minimum 3 puncte de identificare. Urmatorul tabel indici numarul de puncte de identificare care poate fi
obtinut prin fiecare din tehnicile de bazd din spectrometria de masa. Cu toate acestea, pentru a indeplini
conditiile privind punctele de identificare necesare pentru confirmare si pentru efectuarea sumei punctelor
de identificare:

(a) se mdsoard cel putin un raport ionic si
(b) toate rapoartele ionice relevante mdsurate trebuie sd respecte criteriile descrise anterior;

(c) pot fi combinate maximum trei tehnici distincte pentru a obtine numdrul minim de puncte de
identificare.

Tabelul 5

Legitura intre diferite clase de fragmente de masi i punctele de identificare obtinute

Tehnica MS Puncte de identificare obtinute pe ion
Spectrometrie de masi cu rezolutie slaba (LR) 1,0
Precursor de ioni LR-MS" 1,0
Produse de tranzitie LR-MS" 1,5
HRMS 2,0
Precursor de ioni HR-MS" 2,0
Produse de tranzitie HR-MS" 2,5

Note

(1) Fiecare ion nu poate fi numdrat decat o data.

(2) GC-MS cu ionizare prin impact electronic este consideratd o tehnicd diferitd de GC-MS cu ionizare chimici.

(3) Pot fi utilizati mai multi analiti pentru a mari numdrul punctelor de identificare numai in cazul in care derivatii pre-
zintd tipuri diferite de reactii chimice.

(4) Pentru substantele enumerate de grupa A din anexa I la Directiva 96/23/CE, in cazul in care se foloseste una din
urmdtoarele tehnici in procedeul de analizi: HPLC cuplatd cu fotospectrometria cu sir de diode cu baleiaj complet
(DAD); HPLC cuplati cu detectie prin fluorescentd; HPLC cuplatd cu o imunogramd; TLC bidimensionald cuplatd cu
detectia spectrometricd, aceasta poate contribui cu maximum un singur punct de identificare, cu conditia sa respecte
criteriile relevante pentru aceste tehnici.

(5) Produsele de tranzitie cuprind si produsele din a doua si a treia generatie.

Tabelul 6

Exemple de numir de puncte de identificare obtinute prin diferite tehnici si combinatii de
tehnici (n = numdr intreg)

Tehnica (tehnici) Numdr de ioni Puncte de identificare

GC-MS (EI sau CI) N n
GC-MS (El'si CI) 2 (EI) + 2 (CI) 4
GC-MS (EI sau CI) 2 derivati 2 (derivat A) + 2 (derivat B) 4
LC-MS N n
GC-MS-MS 1 ion precursor si 2 din generatia a doua 4
LC-MS-MS 1 ion precursor si 2 din generatia a doua 4
GC-MS-MS 2 joni precursori, fiecare cu un ion din generatia | 5

a doua
LC-MS-MS 2 joni precursori, fiecare cu un ion din generatia | 5

a doua
LC-MS-MS-MS 1 ion precursor, un ion din generatia a doua si | 5,5

un ion din generatia a treia
HRMS N 2n
GC-MS si LC-MS 2+2 4
GC-MS si HRMS 2+1 4
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2.3.4.

2.3.4.1.

2.3.4.2.

2.3.5.1.

2.3.5.2.

Criterii de functionare si alte cerinte care se aplicd in cromatografia cuplati cu detectie in infrarogu

Picuri adecvate: picurile adecvate sunt maxime de absorbtie in spectrul infrarosu al unui etalon care
indeplineste conditiile mentionate in continuare.

Detectie in infrarosu
Maximum de absorbtie: trebuie si se situeze in plaja numerelor de undi de la 4 000 la 500 cm™.

Intensitate de absorbtie: aceasta nu trebuie si fie mai micd de:
(a) o absorbtie molari specificd de 40 in raport cu linia de bazd a picului sau
(b) o absorbtie relativd de 12,5 % din absorbtia celui mai intens pic in zona 4 000-500 cm™

in cazul in care cele doud sunt masurate in raport cu absorbtia nuld sila 5 % din absorbtia picului celui mai
intens in zona de 4 000-500 cm™ atunci cand cele doud sunt mésurate in raport cu linia de bazi a picului
acestora.

Notd: Trebuie observat cd, desi in teorie pot fi preferate picuri misurate in conformitate cu litera (a),
picurile previzute la litera (b) sunt mai usor de determinat in practici.

Se determind numdrul de picuri in spectrul infrarosu al analitului ale cirui frecvente corespund unui pic
adecvat in spectrul etalon, cu o marjd de + 1 cm™.

Interpretarea datelor spectrului infrarosu

Absorbtia trebuie sd fie prezentd in toate zonele spectrului analitului care corespund unui pic adecvat din
spectrul de referintd al etalonului. Se cer minim 6 picuri adecvate in spectrul infrarosu al etalonului. in cazul
in care existd mai putin de 6 picuri adecvate (7), spectrul infrarosu in cauza nu se utilizeaza ca spectru de
referintd. ,Rezultatul”, adicd procentul de picuri adecvate constatat in spectrul infrarosu al analitului, trebuie
si fie de minim 50. In cazul in care nu existd corespondentd exactd cu un pic adecvat, regiunea
corespunzatoare din spectrul analitului trebuie sd corespunda prezentei unui pic de acelasi nivel. Procedeul
se aplicd numai picurilor de absorbtie din spectrul probei avand o intensitate de cel putin trei ori indltimea
zgomotului de fond.

Criterii de functionare i alte cerinte care se aplicd in cazul determindrii unui analit prin LC asociatid
cu alte tehnici de detectie

Separatia cromatograficd

Se foloseste un etalon intern in cazul in care este disponibil materialul corespunzitor. De preferintd, este
un etalon inrudit, cu timp de retentie apropiat de acela al analitului. Analitul trebuie sa elueze in timpul de
retentie caracteristic etalonului relevant in aceleasi conditii experimentale. Timpul de retentie minim
admisibil pentru un analit trebuie si fie de doud ori timpul de retentie corespunzitor volumului coloanei
fard umpluturd. Raportul intre timpul de retentie al analitului si cel al etalonului intern, adica timpul de
retentie relativ al analitului, trebuie s fie egal cu cel al etalonului in matricea corespunzitoare, cu o marja
de £ 2,5 %.

Detectia UV/VIS cu baleiaj complet
Trebuie indeplinite criteriile de functionare care se aplicd metodelor LC.

Maximele de absorbtie in spectru ale analitului trebuie sd prezinte aceeasi lungime de unda ca si etalonul,
cu o marjd determinati de rezolutia sistemului de detectie. Pentru detectia cu sir de diode, aceastd valoare
se situeazd in mod obisnuit intr-un interval de + 2 nm. Pentru sectoarele celor doud spectre a cdror
absorbantd relativd este egald cu sau mai mare decat 10 %, spectrul analitului peste 220 nm nu trebuie sd
aibd un aspect vizual diferit fatd de spectrul etalonului. Acest criteriu este indeplinit in cazul in care, in
primul rand, sunt prezente aceleasi maxime si, in al doilea rdnd, in cazul in care diferenta intre cele doud
spectre nu este, in nici un punct observat, mai mare de 10 % din absorbanta caracteristici etalonului. In cazul
in care se fac cercetdri §i comparatii intr-o bibliotecd, comparatia datelor spectrale ale probelor de testare
cu acelea ale solutiei de etalonare trebuie sd depaseascd un factor de corespondentd critic. Acest factor se
determind in cursul procedurii de validare pentru fiecare analit pe baza spectrelor pentru care sunt respectate
criteriile mentionate anterior. Se verificd variabilitatea spectrelor indusd de matrice si de functionarea
detectorului.
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2.3.5.3.

2.3.5.4.

2.3.5.5.

Criterii de functionare care se aplicd detectiei fluorimetrice
Trebuie respectate criteriile de functionare care se aplicd metodelor LC.

Aceasta se aplicd moleculelor cu fluorescentd naturald si moleculelor care prezintd fluorescentd dupa
transformare sau derivatizare. Alegerea lungimilor de undd de excitatie si de emisie in combinatie cu
conditiile cromatografice trebuie efectuatd astfel incat si se reducd la minimum aparitia componentilor
interferenti in extractele din blancuri.

Maxima picului celui mai apropiat in cromatograma este distantatd de picul analitului la cel putin o lirgime
totald de pic mdsuratd la 10 % din inaltimea maxima a picului analitului.

Criterii de functionare care se aplicd determindrii unui analit prin imunogramd-LC
Imunograma LC ca atare nu este potrivitd ca metodd de confirmare.
Trebuie respectate criteriile de functionare care se aplicd metodelor LC.

Parametrii predefiniti de control al calitdtii, de exemplu fixarea non-specificd sau fixarea relativ a probelor
de control sau valoarea absorbantei blancului, se definesc in limitele obtinute in cursul validdrii analizei.

Imunograma se compune din cinci fractii cel putin.
Fiecare fractie este mai micd decat jumdtate din ldrgimea picului.

Fractia cu continut maxim de analit trebuie sd fie identicd pentru proba suspectd, proba de control
neconformi si etalon.

Determinarea unui analit prin LC cu detectie UV/VIS (unicd lungime de undd)
LC cu detectie UV/VIS (unicd lungime de undd) ca atare nu este potrivitd ca metodd de confirmare.

Maxima picului celui mai apropiat in cromatograma este distantata de picul analitului la cel putin o ldrgime
totald de pic masuratd la 10 % din iniltimea maxima a picului analitului.

Criteriile de functionare si alte cerinte care se aplici la determinarea unui analit prin 2-D TLC
cuplatd cu detectia spectrometrici UV/|VIS cu baleiaj complet

Sunt obligatorii HPTLC bidimensionald i co-cromatografia.
Valorile RF ale analitului trebuie s corespunda valorilor RF ale etaloanelor, cu o marjd de + 5 %.
Aspectul analitului nu trebuie si se poatd distinge de acela al etalonului.

Pentru spoturile de aceeasi culoare, centrul celui mai apropiat spot trebuie s fie departat de centrul spotului
de analit la o distantd egald cu cel putin jumatate din suma diametrelor spoturilor.

Spectrul analitului nu trebuie si aibd un aspect vizual diferit de cel al analitului etalon, in conformitate cu
descrierea detectiei UV/VIS cu baleiaj complet.

In cazul in care se fac cercetdri si comparatii intr-o bibliotecd, comparatia datelor spectrale ale probelor de
testare cu acelea ale solutiei de etalonare trebuie s depdseasca un factor de corespondentd critic. Acest factor
se determind in cursul procedurii de validare pentru fiecare analit pe baza spectrelor pentru care sunt
respectate criteriile mentionate anterior. Se verificd variabilitatea spectrelor indusd de matrice si de
functionarea detectorului.

Criteriile de functionare i alte cerinte care se aplici la determinarea unui analit prin GC cu detectie
prin capturd de electroni

Se utilizeazd un etalon intern in cazul in care este disponibil materialul corespunzitor. De preferinti, este
o substantd inruditd, cu timp de retentie apropiat de cel al analitului. Analitul trebuie sd elueze in timpul
de retentie caracteristic etalonului corespondent, in aceleasi conditii experimentale. Timpul de retentie
minim admisibil pentru un analit trebuie si fie de doud ori timpul de retentie corespunzitor volumului
coloanei fard umpluturd. Raportul intre timpul de retentie al analitului si cel al etalonului intern, adicd
timpul de retentie relativ al analitului, trebuie si fie egal cu cel al etalonului in matricea corespunzdtoare,
cuomarjdde £ 0,5 %. Maxima picului celui mai apropiat in cromatograma este distantatd de picul analitului
la cel putin o largime totald de pic mdsuratd la 10 % din indltimea maximd a picului analitului. Se poate
folosi o co-cromatograma pentru a obtine informatii suplimentare.
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Analizele

2.4. METODE DE CONFIRMARE CARE SE APLICA ELEMENTELOR

de confirmare pentru elementele chimice se intemeiazd pe conceptul de identificare univocd si de

cuantificare exactd si precisd prin intermediul proprietitilor fizico-chimice caracteristice ale elementului chimic
considerat (de exemplu lungimea de undi a radiatiei emise sau absorbite, masa atomicd) la nivelul considerat.

Se apreciazd cd urmdtoarele metode sau combinatii de metode sunt corespunzdtoare pentru identificarea elementelor

chimice:
Tabelul 7
Metode corespunzitoare de confirmare pentru elementele chimice
Tehnica Parametru masurat
Voltametrie anodici de stripping cu impuls diferential | Semnal electric

Spectrometrie de absorbtie atomicd

Flacird Lungime de undi de absorbtie
Generare de hidruri Lungime de undi de absorbtie
Vapori la rece Lungime de undi de absorbtie
Atomizare electrotermicd (cuptor de grafit) Lungime de unda de absorbtie

Spectrometrie de emisie atomicd

Plasma

Spectrometrie de masi

Plasmi

cu cuplaj inductiv Lungime de undi de emisie

cu cuplaj inductiv Raportul masi-sarcind

2.4.1.

2.4.2.

2.4.2.1.

Criteriile comune de functionare si alte cerinte care se aplici metodelor de confirmare

Materialul de referintd sau cel imbogdtit, continand cantititi cunoscute de analit, un nivel apropiat sau la
nivelul limitei maxime autorizate sau al limitei de decizie (proba controlatid neconformd), precum si
materialele de control conforme si blancurile de reactivi se analizeaza de preferintd in acelasi timp cu fiecare
lot de probe de testare analizat, aplicind metoda completd. Se recomandi s se injecteze extractele in
instrumentul de analizd in ordinea urmdtoare: blanc de reactiv, proba de control conformd, probd de
confirmat, altd proba de control conforma si, la sfarsit, proba de control neconformd. Orice altd ordine
trebuie justificatd.

Ca reguld generald, cea mai mare parte a tehnicilor de analizd impun digestia completd a matricei organice
pentru a obtine solutii inainte de determinarea analitului. Aceasta poate fi obtinuti cu ajutorul procedurilor
de mineralizare cu microunde, care reduc la minimum riscul de pierdere sifsau contaminare a analitilor in
cauzd. Se utilizeazd recipiente de teflon decontaminate de buni calitate. In cazul in care se utilizeaza alte
metode de digestie umeda sau uscatd, trebuie si existe probe identificabile care si permitd excluderea
posibilelor fenomene de pierdere sau contaminare. In locul digestiei, procedurile de separare (de exemplu,
extractia) pot, in anumite conditii, sd fie retinute pentru a separa analitii de elementele componente ale
matricei sifsau pentru a concentra analitii cu scopul de a-i introduce in echipamentul de analizd.

In ceea ce priveste etalonarea, fie externd, fie bazatd pe metoda adaosului etalonat, este recomandabil sd se
ia misuri pentru a nu depisi zona de actiune stabilitd pentru analizd. In cazul etalondrii externe, este
obligatoriu ca etaloanele si fie preparate intr-o solutie a cdrei compozitie si fie cat mai apropiatd posibil
de aceea a solutiei probei. De asemenea, corectia de fond trebuie aplicatd in cazul in care o impun conditiile
de analiza specifica.

Criteriile de functionare si alte cerinte suplimentare care se aplici metodelor cantitative

Precizia metodelor calitative

In cazul analizelor repetate pe un material de referintd certificat pentru elemente chimice, deviatia
continutului mediu determinat experimental de la valoarea certificatd trebuie si se situeze in limita
de + 10 %. In cazul in care nu este disponibil nici un CRM de acest tip, se poate admite ca precizia
mdsuritorilor si fie evaluatd prin recuperarea adaosurilor de element in cantitdti cunoscute la probe
necunoscute. Trebuie observat cd, spre deosebire de analit, elementul addugat nu este legat chimic in
matricea reald si, prin urmare, rezultatele obtinute prin aceastd metodd au o validitate mai slabd decat
rezultatele obtinute la utilizarea CRM. Datele de recuperare sunt admisibile numai in cazul in care se situeaza
in limita a £ 10 % din valoarea tintd.
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2.4.2.2.

2.4.3.

2.4.4.

2.4.4.1.

2.4.4.2.

2.4.5.

Fidelitatea metodelor cantitative

In cazul unor analize repetate pe o probi, efectuate in conditii de reproductibilitate intralaborator,
coeficientul de variatie (CV) intralaborator al mediei nu trebuie s depdseascd urmadtoarele valori:

Tabelul 8

CV pentru metodele cantitative intr-o plaja de fractii masice ale elementului

Fractia masica CV (%)
> 10 pg/kg pand la 100 pg/kg 20
> 100 pg/kg pand la 1 000 pglkg 15
> 1000 pglkg 10

Cerintele specifice care se aplici in voltametria anodici de stripping cu impuls diferential

Distrugerea completd a materiilor organice in probe inainte de dozarea cu DPASV este de cea mai mare
importantd. in voltamograme nu trebuie s fie vizibil nici un semnal larg rezultat din prezenta materiilor
organice. Nivelul picurilor in DPASV poate fi influentat de constituentii anorganici ai matricei. Prin urmare,
cuantificarea trebuie efectuatd prin metoda adaosurilor etalonate. Odatd cu metoda se furnizeaza specimene
de voltamograme tipice ale unei solutii etalon.

Cerintele specifice aplicabile spectrometriei de absorbtie atomicd (AAS)

Aceastd tehnicd este prin esentd o tehnicd monoelement si necesitd in consecintd optimizarea conditiilor
experimentale in functie de elementul cuantificat. In masura posibilititilor, rezultatele trebuie si faci
obiectul unei verificdri calitative si cantitative recurgand la alte linii de absorbtie (in mod ideal, se
selectioneazd doud linii de absorbtie diferite). Etaloanele se prepard intr-o matrice lichidd cat mai apropiatd
posibil de lichidul de masurat (de exemplu, in termeni de concentratie de acid sau de compozitia agentilor
de modificare). Pentru a reduce la minimum valorile de blanc, toti reactivii trebuie si fie de cea mai mare
puritate posibild. Pot fi discriminate diferite tipuri de AAS in functie de metoda aleasa pentru vaporizarea
sifsau atomizarea probei.

Ceringele specifice care se aplicd la AAS cu flacard

Reglajele instrumentelor se optimizeazd pentru fiecare element. In special, este necesar si se controleze
compozitia si debitele de gaz. Pentru a evita interferentele din cauza absorbtiei de fond, se utilizeazd un
corector cu sursi continud. In cazul matricelor necunoscute, se verifici daci este necesard o corectie de fond.

Ceringele specifice care se aplicd la AAS cu cuptor de grafit

Contaminarea prezentd in laborator influenteazd deseori precizia atunci cind se lucreaza la nivel de
ultra-urme in cuptorul de grafit. Prin urmare, este necesar si se foloseasca reactivi de puritate ridicatd, apa
demineralizatd si un material de plastic inert pentru manipularea probelor si a etaloanelor. Este necesar sd
se optimizeze reglajele instrumentelor pentru fiecare element. In special, se controleazi conditiile de
pretratare si de atomizare (temperaturd, timp) si modificarea matricei.

Lucrul in conditii de atomizare izotermd [de exemplu, tub de grafit cu incilzire transversald cu platforma
Lvov integratd (8)] reduce influenta matricei in ceea ce priveste atomizarea analitului. Modificarea matricei
combinati cu corectia de fond Zeeman (9) permite cuantificarea prin intermediul curbei de etalonare bazate
pe masurdtoarea solutiilor etalon apoase.

Cerintele specifice care se aplicd spectrometriei de absorbtie atomici cu generare de hidruri

Compusii organici continind elemente precum arsenic, bismut, germaniu, plumb, antimoniu, seleniu,
staniu si telur pot fi foarte stabile si necesitd descompunere prin oxidare pentru obtinerea unor rezultate
corecte in privinta continutului total de elemente. Prin urmare, se recomanda digestia prin microunde sau
calcinarea la inaltd presiune in conditii puternic oxidante. Trebuie acordatd cea mai mare grijd conversiei
complete si reproductibile a elementelor in hidrurile respective.

Formarea hidrurii de arsenic intr-o solutie de acid clorhidric cu NaBH, depinde de starea de oxidare a
arsenului (As III: formare rapidd, As V: formare mai lentd). Pentru a evita o pierdere de sensibilitate la
determinarea As V prin tehnica de injectie in flux, provocatd de timpul scurt de reactie din acest sistem, As V
trebuie sa fie redus la As Il dupd descompunerea prin oxidare. Iodura de potasiu/acidul ascorbic sau cisteina
sunt adecvate in acest scop. Blancurile, solutiile etalon si solutiile de proba se trateazd in acelasi mod. Un
sistem pe loturi permite determinarea a doud tipuri de arsenic fird sd influenteze precizia. Din cauza
perioadei de formare mai lungi a hidrurii de As V, etalonarea se efectueazd prin integrarea suprafetelor
picurilor. Este necesar sd se optimizeze reglajele instrumentelor. Este important ca fluxul de gaz care
transferd hidrura la atomizor si fie controlat.
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2.4.6.

2.4.7.

2.4.8.

Cerintele specifice care se aplicd spectrometriei de absorbtie atomici in fazi de vapori la rece

Vaporii la rece se utilizeaza numai cu mercur. In cazul pierderilor de mercur elementar prin volatilizare si
adsorbtie este necesard o atentie deosebitd pe tot parcursul analizei. Se evitd atent contaminarea prin reactivi
sau mediu.

In cazul compusilor organici continand mercur este necesard o descompunere prin oxidare pentru
obtinerea unor rezultate corecte in privinta continutului total de mercur. Pentru descompunere este indicat
sd se foloseascd sisteme sigilate cu digestie prin microunde sau calcinare la inaltd presiune. Pentru curdtarea
echipamentului in contact cu mercurul este necesard o atentie speciald.

Tehnica de injectie in flux oferd avantaje. Pentru limitele de decizie inferioare, se recomanda adsorbtia
mercurului elementar pe un adsorbant sifsau platind urmata de desorbtie termicd. Contactul adsorbantului
sau al celulei cu umiditatea perturbd masurarea mercurului si trebuie evitat.

Cerintele specifice care se aplici spectrometriei de emisie atomicd cu plasmi cuplatd inductiv
(ICP-AES)

Spectrometria de emisie atomicd cu plasma cuplatd inductiv (10) este o metodd multielement care permite
mdsurarea simultand a mai multor elemente. Pentru a folosi ICP-AES, probele trebuie digerate dinainte,
pentru a descompune matricele organice. Se utilizeazd sisteme sigilate cu digestie prin microunde sau
calcinare la presiune inaltd. Pentru ca analiza ICP-AES si fie eficace sunt esentiale etalonarea instrumentului
si alegerea elementelor sau a lungimilor de unda. Pentru etalonarea instrumentului, in cazul curbelor de
etalonare lineare, este de obicei necesar sd se masoare solutiile de etalonare numai pentru patru concentratii,
deoarece in general curbele de etalonare in ICP-AES sunt lineare pe patru pand la sase ordine de marime
a concentratiei. Etalonarea sistemului ICP-AES trebuie in mod normal sd se efectueze cu un etalon
multielement care trebuie preparat intr-o solutie continand aceeasi concentratie de acid ca si solutia de
mdsurat. Pentru curba lineard trebuie verificate concentratiile elementelor.

Alegerea lungimilor de undd pentru mdsurarea emisiei provenite de la analiti este adecvatd pentru
concentratiile elementelor care urmeazi si fie determinate. In cazul in care concentratia unui analit iese din
zona de actiune a unei linii de emisie, se foloseste altd linie de emisie. Linia de emisie cea mai sensibila (fird
interferente) se alege prima, urmati de o linie mai putin sensibild. In cazul in care se lucreazi la limita de
detectie sau in proximitate, cea mai bund alegere este de obicei linia de emisie cea mai sensibild pentru
analitul corespondent. In ICP-AES, principalele dificultdti provin din interferentele spectrale sau de fond.
Interferentele posibile sunt, de exemplu, decalajul de zgomotul de fond, derivata zgomotului de fond, o
rezolutie spectrald slabd si variatiile aleatoare ale zgomotului de fond. Fiecare interferentd are propriile cauze
si remedii. Se aplicd, in functie de matrice, corectia interferentelor si optimizarea parametrilor de
functionare. Unele interferente pot fi evitate prin diluarea sau prin adaptarea matricelor. Pentru fiecare lot
de probe de testare analizat, materialul de referintd si cel imbogatit continand cantititi cunoscute de analit
sau de analiti, precum si blancul se trateaza in acelasi mod ca si proba de testare. Pentru a controla posibile
deviatii, etalonul trebuie verificat dupa 10 probe, de exemplu. Toti reactivii si gazul plasma trebuie sd fie
de cea mai mare puritate posibild.

Cerintele specifice care se aplicd spectrometriei de masi cu plasma cuplatd inductiv (ICP-MS) (11)

Determinarea urmelor de elemente cu masd atomicd medie, cum sunt cromul, cuprul si nichelul, poate fi
grav perturbatd de alti ioni izobari §i poliatomici. Acest fenomen este evitabil numai in cazul in care este
disponibild o putere de rezolutie de 7 000-8 000 cel putin. Dificultitile asociate cu tehnicile de MS sunt in
special deviatiile instrumentului, efectele matricei si perturbatiile ionice moleculare (m/z < 80). Este necesara
etalonarea internd multipld acoperind aceeasi plaji de mase ca si elementele de determinat pentru a corecta
deviatia instrumentului si efectele matricei.

Este necesar ca descompunerea completd a materiilor organice in probe sd se producd inainte de masurarea
prin ICP-MS. Casi la AAS, dupd digestia in recipiente sigilate, elementele volatile, de exemplu iodul, trebuie
si fie transferate intr-o stare de oxidare stabild. Interferenta cea mai importantd rezultd din combinatiile
ionice moleculare ale argonului (gazul plasmd), ale hidrogenului, ale carbonului, ale azotului si ale
oxigenului (acizi de disolutie, impuritdti ale plasmei si gazelor atmosferice antrenate) si ale matricei probei.
Digestia completd, masuratorile fondului, alegerea corespunzitoare a maselor analizate, asociate uneori cu
o abundentd inferioard (limita de detectie mai slaba) si a acizilor de descompunere, de exemplu acidul azotic,
sunt indispensabile pentru a evita interferentele.

Pentru elementele de determinat, interferentele se exclud prin alegerea corespunzitoare a maselor analizate
specifice, inclusiv confirmarea rapoartelor izotopilor. Rispunsul instrumentului se verifica tinind seama de
factorii Fano pentru fiecare misurdtoare, folosind etaloane interne.
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3. VALIDAREA

Validarea trebuie si demonstreze ci metoda de analizd este in conformitate cu criteriile aplicabile in cazul
caracteristicilor de functionare relevante.

Controale cu scopuri diferite necesitd categorii diferite de metode. Tabelul urmdtor determind caracteristica de
functionare care se verificd prin fiecare tip de metoda.

Tabelul 9

Clasificarea metodelor de analizd dupd caracteristicile de functionare care urmeazi si fie determinate

Limita de Limita de Precizie/ deli Selectivitate| Aplicabilitate|
detectie CCP decizie CCa Recuperare Fidelitate Specificitate Robustee/
Stabilitate
Metode S + - - - + +
calitative
C + + - - + +
Metode S + - - + + +
cantitative
C + + + + + +

S = metode de depistare; C = metode de confirmare; + = determinare obligatorie.

3.1. PROCEDURILE DE VALIDARE

Prezentul capitol contine exemple sifsau trimiteri privind procedurile de validare ale metodelor de analizd. Se pot folosi
si alte abordari pentru a demonstra cd metoda de analizd respectd criteriile care se aplicd in cazul caracteristicilor de
functionare, in misura in care furnizeazd o cantitate si o calitate echivalentd de informatii.

Validarea poate fi de asemenea efectuatd procedand la un studiu interlaboratoare definit de Codex alimentarius, ISO sau
IUPAC (12) sau prin alte metode, precum studiile intralaborator sau validarea internd (13) (14). Prezentul capitol se
concentreazd asupra studiilor intralaborator (sau validare internd) si adoptd o abordare modulari. Aceastd abordare
constd in:

1. un set de caracteristici de functionare comune, independente de modelul de validare folosit si

2. proceduri specifice legate de model, in conformitate cu descrierea din tabelul 10.

Tabelul 10

Parametri de functionare independenti si dependenti de model

Validare

Parametri de functionare

independenti de model Parametri de functionare dependenti de model

Caracteristici de functionare | Validare clasici (3.1.2)
comune (3.1.1)

Validare internd (3.1.3)

Specificitate Recuperare Recuperare

Precizie Repetabilitate Repetabilitate

Robustete: variatii minore Reproductibilitate intralaborator Reproductibilitate intralaborator
Stabilitate Reproductibilitate Reproductibilitate

Limitd de decizie (CCa) Limita de decizie (CCa)
Capacitate de detectie (CCp) Capacitate de detectie (CCp)
Curbi de etalonare Curbi de etalonare

Robustete: variatii semnificative Robustete
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3.1.1.

3.1.1.1.

3.1.1.2.

3.1.1.3.

Caracteristicile de functionare independente de model

Indiferent de abordarea aleasd pentru validare, trebuie determinate caracteristicile de functionare
mentionate in continuare. Pentru a reduce munca, poate fi utilizatd o abordare bine conceputd si validd din
punct de vedere statistic pentru a combina experientele realizate in vederea determindrii diferitilor
parametri.

Specificitatea

Pentru metodele de analizd este importantd capacitatea de discriminare intre analit si substante inrudite
(izomeri, metaboliti, produse de degradare, substante endogene, constituenti ai matricei etc.). Sunt necesare
doud abordari pentru a verifica existenta interferentelor.

In consecint, substantele potential interferente se izoleazi si se analizeazd probele blanc relevante pentru
a detecta existenta eventualelor interferente si a le estima efectele:

— sealege un set de compusi chimic inruditi (metaboliti, derivati etc.) sau alte substante care pot fi intalnite
in probd odatd cu compusul respectiv,

— se analizeazd un numdr corespunzdtor de probe blanc reprezentative (n > 20) si se controleazd prezenta
interferentelor (semnale, picuri, urme de ioni) in zona respectivd, unde se presupune ci elueaza analitul

tintd,

— de asemenea, se imbogdtesc probe blanc reprezentative pand la o concentratie corespunzitoare cu
substante care pot sa interfereze cu identificarea sifsau cuantificarea analitului,

— dupd analizd se observa daci:
— prezenta interferentelor poate duce la o falsi identificare,
— prezenta uneia sau a mai multor interferente impiedica identificarea analitului tintd sau

— cuantificarea este sensibil influentata.

Precizia

Prezentul punct descrie determinarea preciziei (care este un element al exactititii). Precizia poate fi
determinatd numai prin intermediul unui material de referintd certificat (CRM). Trebuie folosit un CRM in
toate cazurile in care este disponibil. Metoda este descrisd in detaliu in ISO 5725-4 (5). In continuare este
prezentat un exemplu:

— se analizeazd 6 replici de CRM in conformitate cu instructiunile de testare care se aplicd metodei,
— se determind concentratia analitului prezent in fiecare proba de replica,

— se calculeazd media, deviatia standard si coeficientul de variatie (%) pentru aceste concentratii,

— se calculeazd precizia impartind concentratia medie detectatd la valoarea certificatd (masuratd in
concentratie) si se inmulteste cu 100, pentru a exprima rezultatul in procente.

Precizia (%) = concentratia medie detectatd corectatd cu recuperarea x 100/valoare certificatd.

In absenta CRM, se poate determina recuperarea in loc de precizie, in conformitate cu descrierea de la
punctul 4.1.2.1.

Aplicabilitatea/robustetea (variatii minore)

Acest tip de experientd recurge la introducerea deliberatd, in laborator, a unor variatii minore rezonabile
si la observarea consecintelor acestora.

Studiile prealabile trebuie sd fie realizate alegand factorii de pretratare, de purificare si de analizd a probei
care pot influenta rezultatele masurarilor. Acesti factori pot sa fie operatorul, sursa si vechimea reactivilor,
solventii, etaloanele si extractele de etalon, viteza de incilzire, temperatura, pH-ul si numerosi alti factori
care pot apdarea in laborator. Acestia trebuie modificati cu un ordin de marime corespunzitor deviatiilor
intlnite de obicei intre diferite laboratoare.

— Se identificd eventualii factori care pot influenta rezultatele.

— Se variazd usor fiecare factor.
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3.1.1.4.

— Se realizeazd un test de robustete dupd metoda Youden (15) (16). (In acest stadiu pot fi folosite si alte
metode acceptate. Cu toate acestea, abordarea Youden reduce la minimum timpul i munca necesard.)
Abordarea Youden este un model factorial fractionat. Interactiunile intre diferiti factori nu sunt
detectabile.

— in cazul in care un factor influenteazd in mod semnificativ rezultatele masurdrilor, se realizeazd
experiente suplimentare, pentru a determina limitele de acceptabilitate ale acestui factor.

— Factorii care influenteazd rezultatele in mod semnificativ trebuie identificati cu claritate in protocolul
de test.

Conceptul de bazi nu este studierea unei variatii o datd, ci introducerea mai multor variatii simultan. De
exemplu, sd desemndm cu A, B, C, D, E, F si G valorile nominale a 7 factori diferiti, care pot influenta
rezultatele in cazul in care valorile lor nominale sunt usor modificate. S desemndm celelalte valori ale
acelorasi factori cu literele minuscule corespondente, a, b, ¢, d, e, f si g. Rezultd 27 sau 128 de potentiale
combinatii diferite.

Este posibil sd se aleagd un subset de opt dintre aceste combinatii, care prezintd un echilibru intre majuscule
si minuscule (tabelul 11). Se efectueaza opt determindri utilizind cate o combinatie de factori alesi (A-G).
Rezultatele determindrilor sunt prezentate de literele S-Z in tabelul 11.

Tabelul 11

Planul de experimentare pentru studiile de robustete (variatii minore)

Valoarea Numdrul combinatiilor de determinari

factorului F 1 P 3 4 5 6 7 3
Ala A A A A a a a a
B/b B B b b B B b b
Cle C c C c C c C c
D/d D D d d d d D D
Efe E e E e e E e E
F/f F f f F F f f F
Glg G g g G g G G g
Rezultat S T U \% w X Y Z
observat R

Pentru calcule, a se vedea exemplele de teste de robustete la punctul 3.3.

Stabilitatea

S-a observat ci o stabilitate insuficientd a analitului sau a constituentilor matricei in proba pe parcursul
depozitdrii sau al analizei ar putea produce deviatii semnificative la nivelul rezultatului analizei. Este necesar,
de asemenea, si se controleze stabilitatea etalonului in solutie. In general, stabilitatea analitului este bine
caracterizatd in diferite conditii de depozitare. Controlul conditiilor de depozitare va face parte din sistemul
normal de autorizare a laboratoarelor. In cazul in care stabilitatea nu este cunoscuti, ea poate fi determinatd
in conformitate cu exemplele mentionate in continuare.

Stabilitatea analitului in solutie

— Se prepard solutii de bazd proaspete de analit (analiti) si se dilueazd in conformitate cu instructiunile
de testare pentru a obtine parti alicote in numdr suficient (de exemplu, patruzeci) din fiecare
concentratie aleasd (aproape de limita de functionare minima necesard pentru substantele pentru care
nu a fost stabilitd nici o limitd autorizatd sau in apropiere de limita autorizatd pentru celelalte substante).
Se prepard solutii de analit utilizate la imbogatire si in solutia finald, precum si orice altd solutie de interes
(de exemplu, etaloane derivate).

— Se mdsoard continutul in analit in solutia proaspdt preparatd in conformitate cu instructiunile de testare.

— Se toarnd volume adecvate in recipiente adaptate, se eticheteazi si se depoziteazd in conformitate cu
urmatorul plan:
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3.1.1.5.

3.1.2.1.

Tabelul 12

Plan de determinare a stabilititii analitului in solutie

-20°C +4°C +20°C
umbri 10 parti alicote 10 parti alicote 10 parti alicote
lumind 10 parti alicote

— Timpul de depozitare fixat este de 1, 2, 3 si 4 sdptimani sau mai mult in cazul in care este necesar, de
exemplu, pand In momentul in care sunt observate primele fenomene de degradare pe parcursul
identificarii sifsau cuantificirii. Timpul de depozitare maxim si conditiile optime de depozitare se
consemneaza.

— Calculul concentratiei de analit (analiti) in fiecare parte alicotd se efectueazd luand in considerare drept
concentratie 100 % solutia de analit preparat proaspit, la momentul analizei.

Analit rezidual (%) = C, x 100/C

proaspat
C; = concentratia la momentul considerat

Cproaspae = cONCcentratia unei solutii proaspete.
Stabilitatea analitului sau a analitilor in matrice

— In masura in care este posibil, se folosesc probe contaminate in mod natural. In lipsa materialului
contaminat natural, este recomandabil sd se foloseascd o matrice imbogatitd cu analit.

— Cu un material contaminat natural, se determind concentratia in material, in timp ce acesta este inca
proaspt. Se preleveazd si alte parti alicote dupd 1, 2, 4 si 20 de siptdmani si se determina concentratiile.
Materialul trebuie depozitat la minimum — 20 °C sau la o temperaturd inferioard, in cazul in care este
necesar.

— In absenta materialului contaminat natural, se preleveazi material care nu contine analit si se
omogenizeaza. Se imparte materialul in 5 parti alicote. Se adaugi la fiecare parte alicotd analitul, de
preferintd preparat intr-o cantitate micd de solutie apoasa. Se analizeazd o parte alicotd de indata. Se

depoziteazd partile alicote ramase la cel putin — 20 °C sau la o temperaturd inferioard in cazul in care
este necesar si se analizeazd dupd 1,2, 4 si 20 de saptimani.

Curbele de etalonare

In cazul in care curbele de etalonare sunt utilizate pentru cuantificare:

— se utilizeazd cel putin cinci niveluri (inclusiv zero) pentru a construi curba,
— se descrie zona de actiune a curbei de etalonare,

— se descriu modelul matematic al curbei si ajustarea datelor la curbd,

— se descriu plajele de acceptabilitate a parametrilor curbei.

In cazul in care este necesard o etalonare in serie bazatd pe o solutie etalon, plajele admisibile trebuie indicate
pentru acei parametri ai curbei de etalonare care pot varia de la o serie la alta.

Proceduri clasice de validare

Pentru calculul parametrilor dupd metodele clasice este necesara realizarea mai multor experimente. Fiecare
caracteristicd de functionare trebuie si fie determinatd pentru fiecare variatie importantd (a se vedea
mentiunile anterioare de la aplicabilitate/robustete). Pentru metodele multianalit, pot fi analizati simultan
mai multi analiti in cazul in care eventualele interferente relevante sunt indepdrtate in prealabil. Mai multe
caracteristici de functionare pot fi determinate in acelasi mod. Astfel, pentru a reduce munca, se recomanda
combinarea pe cat posibil a experientelor (de exemplu, repetabilitatea si reproductibilitatea intralaborator
cu specificitatea, analiza blancurilor pentru determinarea limitei de decizie si testul de specificitate).

Recuperarea

In absenta CRM, recuperarea se determind prin experiente cu blanc de matrice imbogatit, aplicind, de
exemplu, urmdtorul plan:

— se aleg 18 pdrti alicote dintr-un blanc de material si fiecare grup de 6 parti alicote se imbogiteste cu
de 1, 1,5 si 2 ori limita de functionare minima cerutd sau de 0,5, 1 si 1,5 ori limita autorizata,

— se analizeazd probele si se calculeazd concentratia prezentd in fiecare probd,
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3.1.2.2.

3.1.2.3.

3.1.2.4.

3.1.2.5.

— cu ajutorul ecuatiei mentionate in continuare se calculeazd recuperarea pentru fiecare probd,
— se calculeazd recuperarea medie si CV pentru cele sase rezultate de la fiecare nivel,
— % recuperare = 100 x continutul masurat/nivel de imbogatire.

Aceastd metoda clasicd de determinare a recuperdrii este o variantd a metodei adaosurilor etalonate descrise
la punctul 3.5 in cazul in care:

— proba este consideratd ca blanc, in loc de probi de analizat,
— se considerd cd randamentul (') si recuperarea (%) sunt identice pentru cele doud fractii de analizat,
— probele de testare au aceleasi mase si extractele fractiei de analizat au aceleasi volume,

— cantitatea de etalon adiugatd in a doua fractie de analizat (imbogdtitd) se noteaza cu X,pp (Xapp =
PaVa)

— X, este valoarea mdsuratd pentru blanc si x, valoarea mdsuratd pentru a doua fractie de analizat
(imbogatitd),

— de unde rezultd cd % recuperare = 100 (X, — X;)/Xapp-

In cazul in care oricare dintre conditiile de mai sus nu este (sau se presupune ci nu este) indeplinitd, trebuie
efectuatd procedura completd pentru determinarea recuperdrii prin metoda adaosurilor etalonate, descrisd
la punctul 3.5.

Repetabilitatea

— Se prepard un set de probe de matrice identice, imbogitite cu analit, astfel incat si se obtind concentratii
echivaland cu de 1, 1,5 si 2 ori limita de functionare minima cerutd sau de 0,5, 1 si 1,5 ori limita
autorizata.

— La fiecare nivel, analiza trebuie realizatd cu minimum sase replici.

— Se analizeazd probele.

— Se calculeazd concentratia detectatd in fiecare proba.

— Sedetermina concentratia medie, deviatia standard si coeficientul de variatie (%) ale probelor imbogitite.
— Se repetd aceste operatiuni cel putin de incd doud ori.

— Se calculeaza totalul concentratiilor medii si ale CV pentru probele imbogitite.

Reproductibilitate intralaborator

— Se prepard un set de probe din materialul de testare specificat (matrice identice sau diferite) imbogatite
cu analit sau analiti, astfel incat sd se obtind concentratii echivalente cu de 1, 1,5 si 2 ori limita de
functionare minima cerutd sau de 0,5, 1 si 1,5 ori limita autorizata.

— La fiecare nivel, analiza trebuie realizatd cu minimum sase replici.

— Se repetd aceste operatiuni de incd doud ori cel putin cu operatori diferiti, in medii diferite, de exemplu,
loturi diferite de reactivi, de solventi etc. la temperaturi ambiante diferite, cu instrumente diferite etc.,
in cazul in care este posibil.

— Se analizeaza probele.
— Se calculeazi concentratia detectatd in fiecare proba.

— Sedetermind concentratia medie, deviatia standard si coeficientul de variatie (%) ale probelor imbogitite.

Reproductibilitatea

in cazul in care trebuie verificata reproductibilitatea, laboratoarele trebuie s participe la studii in colaborare
in conformitate cu standardul ISO 5725-2 (5).

Limita de decizie (CCa)

Limita de decizie se stabileste in conformitate cu cerintele in materie de identificare sau de identificare si
cuantificare definite de ,Criteriile de functionare si alte cerinte care se aplicd metodelor de analiza” (partea 2).

(") Randament: fractia din masa analitului continutd in probd care este prezentd in extractul final.
()  Recuperare (aici): fractia din masa analitului addugati la proba care este prezentd in extractul final. In continuarea prezentului
document, se considerd cd randamentul si recuperarea sunt identice si se foloseste numai termenul ,recuperare”.
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3.1.2.6.

In cazul substantelor pentru care nu a fost stabilitd nici o limitd autorizatd, limita de decizie poate fi
determinatd:

— fie prin metoda curbei de etalonare in conformitate cu standardul ISO 11843 (17) (denumitd aici valoare
criticd a variabilei de stare nete). In acest caz se utilizeazd mai multe probe blanc, imbogitite la nivelul
de functionare minim cerut si peste acest nivel, cu increment egal. Se analizeazd probele. Dupd
identificare, se reprezintd semnalul ca functie de concentratia addugatd. Limita de decizie este egald cu
concentratia corespunzdtoare interceptului y plus de 2,33 ori deviatia standard a reproductibilitatii
intralaborator a interceptului. Aceasta se aplicd exclusiv determindrilor cantitative (a = 1 %),

— fie analizdnd cel putin 20 de materiale blanc pentru fiecare matrice, pentru a putea calcula raportul
semnal-zgomot in fereastra in care este asteptat analitul. Se poate utiliza ca limitd de decizie valoarea
echivalentd cu de trei ori raportul semnal-zgomot. Aceastd metoda se aplicd determindrilor cantitative
si calitative.

In cazul substantelor pentru care este stabilitd o limitd autorizata, limita de detectie poate fi determinata:

— fie prin metoda curbei de etalonare (denumitd aici valoare critici a variabilei de stare nete) in
conformitate cu standardul ISO 11843 (17). in acest caz se folosesc mai multe probe blanc, imbogitite
la un nivel apropiat de limita autorizatd cu increment egal. Se analizeazd probele. Dupa identificare, se
reprezintd semnalul ca functie de concentratia adiugatd. Limita de decizie este egald cu concentratia
corespunzitoare limitei autorizate plus de 1,64 ori deviatia standard a reproductibilititii intralaborator
(@=5%)

— fie analizand cel putin 20 de materiale blanc pentru fiecare matrice, imbogitite cu analit sau analiti la
limita autorizatd. Limita de decizie este egald cu concentratia la limita autorizata plus de 1,64 ori deviatia
standard corespunzitoare (a = 5 %).

A se vedea de asemenea articolul 5 si punctul 3.2.

Capacitatea de detectie (CCp)

Limita de detectie se determind in conformitate cu cerintele in materie de depistare, de identificare sau de
identificare i de cuantificare definite de partea 2.

In cazul substantelor pentru care nu a fost stabilitd nici o limitd autorizatd, limita de decizie poate fi
determinatd:

— prin metoda curbei de etalonare (denumitd aici valoare minimd detectabild a variabilei de stare nete),
in conformitate cu standardul ISO 11843 (17). In acest caz se utilizeazd material blanc reprezentativ,
imbogatit la nivelul de functionare minim cerut si peste acest nivel, cu increment egal. Se analizeazd
probele. Dupd identificare, se reprezintd semnalul ca functie de concentratia adiugatd. Limita de detectie
este egald cu concentratia corespunzitoare limitei de decizie plus de 1,64 ori deviatia standard a
reproductibilititii intralaborator pentru continutul mediu masurat la limita de decizie (§ = 5 %),

— analizand cel putin 20 de materiale blanc pentru fiecare matrice, imbogitite cu analit sau analitii la limita
de decizie. Se analizeaza probele si se identificd analitii. Limita de detectie este egald cu valoarea limitei
de decizie plus de 1,64 ori deviatia standard a reproductibilitdtii intralaborator pentru continutul
madsurat (§ = 5 %),

— in absenta rezultatelor cantitative, capacitatea de detectie poate fi determinatd prin studiul materialului
blanc imbogatit la limita de decizie si peste aceastd limitd. In acest caz, capacitatea de detectie a metodei
este egald cu nivelul de concentratie la care nu mai riman decat 5 % sau mai putin false rezultate
conforme. Prin urmare, trebuie efectuate cel putin 20 de teste la cel putin un nivel de concentratie in
vederea obtinerii unei baze fiabile pentru aceastd determinare.

In cazul substantelor pentru care s-a stabilit o limita autorizatd, capacitatea de detectie poate fi determinati:

— fie prin metoda curbei de etalonare (denumitd aici valoare minima detectabild a variabilei de stare nete),
in conformitate cu standardul ISO 11843 (17). In acest caz se utilizeazd o proba blanc reprezentativa,
imbogititd la nivelul de functionare minim cerut si peste acest nivel, cu increment egal. Se analizeaza
probele si se identificd analitul (analitii). Se calculeaza deviatia standard a continutului mediu masurat
la limita de decizie. Capacitatea de detectie este egald cu concentratia corespunzatoare valorii limitei de
decizie plus de 1,64 ori deviatia standard a reproductibilitatii intralaborator (f = 5 %),

— fie analizind cel putin 20 de materiale blanc pentru fiecare matrice, imbogatite cu analit sau analitii la
limita de decizie. Capacitatea de detectie este egald cu valoarea limitei de decizie plus de 1,64 ori deviatia

standard corespunzdtoare (f = 5 %).

A se vedea si punctul 3.2.
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3.1.2.7.

3.1.3.1.

Robustetea (variatii semnificative)

Metoda de analizi trebuie testatd in conditii experimentale diferite, care cuprind in special specii diferite,
matrice diferite sau conditii de proba diferite. Variatiile introduse trebuie si fie semnificative. Importanta
acestor variatii poate fi evaluati folosind de exemplu abordarea Youden (15) (16). Fiecare caracteristicd de
functionare trebuie determinatd pentru toate variatiile semnificative pentru care a fost demonstrat un efect
important asupra desfasurdrii testului.

Validarea pe baza altor modele

In cazul in care se aplicd alte metode de validare, in protocolul de validare se definesc modelul i strategia
de bazi cu cerintele initiale, ipotezele si formulele corespunzitoare sau, cel putin, se fac trimiteri la acestea.
fn continuare este reluat un exemplu de metodd de inlocuire. Atunci cand se aplici modelul de validare
internd, de exemplu, caracteristicile de functionare se determind astfel incat s permita validarea pentru
variatiile semnificative in aceeasi metodd de validare. Pentru aceasta este necesard definirea unui plan de
experimentare pentru validare.

Planul de experimentare
In functie de numirul speciilor si de diferitii factori studiati, se stabileste un plan de experimentare. Prin
urmare, prima etapd a metodei de validare studiazd populatiile de probe, care apoi sunt analizate in

laborator pentru a alege speciile cele mai importante si factorii care pot influenta rezultatele masurdrii. Plaja
de concentratii se selectioneaza apoi in functie de scop, in conformitate cu nivelul considerat.

Exemplu:

— mai multi analiti pot fi studiati simultan prin metoda de analizd in curs de validare,

— s-au identificat doud variatii ale factorului principal (A si B). Factorii principali formeazd baza de
combinare a nivelurilor factorilor. Acesti factori principali pot sd cuprindi factori precum specia sau
matricea. In acest exemplu, factorul principal s-a modificat pe doud niveluri, adicd au fost luate in
considerare doud specii diferite (specia A si specia B). In general, este posibil sd poata fi modificati factorii
principali pe mai mult de doud niveluri, ceea ce nu face decat si mareasca numarul de analize de efectuat,

— factorii alesi se modifica pe doud niveluri (indicate cu + sau -).

Tabelul 13

Exemple de factori considerati ca fiind importanti pentru o metoda de validare

Sexul animalului (factorul 1)
Rasa (factorul 2)
Conditiile de transport (factorul 3)
Conditiile de depozitare (factorul 4)
Prospetimea probei (factorul 5)
Conditiile de ingrasare (factorul 6)
Operatori diferiti avand experienta diferitd (factorul 7)

Tabelul 14

Plan de experimentare posibil pentru exemplul de mai sus

Factorul Factorul Factorul Factorul Factorul Factorul Factorul

1 ) 3 4 5 6 7 Proba nr.

Specia

+ + + + - + - 1

e S
|
+
+
|
+
+
+
[ BN B« Y2 I R VSR )
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Specia Factlorul Fact20ru1 Factorul Factorul Factorul Factorul Factorul Proba nr.
3 4 5 6 7
B + + + + + - + 9
B + + - - - + + 10
B + - + - + + - 11
B + = - + - = - 12
B - + + - - - - 13
B - + - + + + - 14
B - - + + - + + 15
B - - - - + - + 16

Deoarece fiecare probd (fiecare combinatie de niveluri de factori) trebuie imbogititd cu patru concentratii
diferite i apropiate de nivelul de interes, iar o probd blanc trebuie analizatd pentru fiecare nivel, rezultd cd
trebuie efectuate 5 x 16 = 80 de analize pentru setul de experiente de validare.

Aceste 80 de rezultate de masurare permit calcularea (13) (14).

Recuperare

— repetabilitatea pe nivel de concentratie (S,,),

— reproductibilitatea intralaborator pe nivel de concentratie (S),

— limita de decizie (CCa),

— capacitatea de detectie (CCp),

— curba de putere (rata erorilor f in raport cu concentratia, a se vedea punctul 3.1.2.3),

— robustetea (variatii semnificative); robustetea pentru variatiile minore poate fi determinatd in
conformitate cu punctul 3.1.1.3,

— 16 curbe de etalonare legate de probd,

— 1 curbd de etalonare globala,

— intervalul de predictie al curbei de etalonare globala,
— deviatiile induse de matrice (S,,,,)

— deviatiile induse de desfisurarea analizei (S,,)

— incidenta diferitilor factori asupra rezultatelor masurarilor.

Aceste caracteristici de functionare permit evaluarea completd a nivelului de functionare a metodet, dat fiind
cd sunt studiate nu numai influenta diferitilor factori, ci si combinatiile relevante ale acestor factori. Cu
ajutorul acestui plan de experimentare, este posibil sd se decidd dacd unul sau altul dintre factorii alesi se
exclude din curba de etalonare globald pentru ¢ se indepirteazd semnificativ de deviatiile standard ale
celorlalti factori.

3.1.3.2.  Curba de putere

Curba de putere furnizeazd informatii asupra capacititii de detectie a metodei in plaja de concentratii aleasa.
Ea face trimitere la riscul de eroare [ atunci cind se aplici metoda studiati. Curba de putere permite
calcularea capacitdtilor de detectie pentru diferite categorii (depistare, confirmare) sau tipuri (calitativ sau
cantitativ) de metode pentru o eroare [ datd (de exemplu, 5 %).
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Probabilitatea P
Valoarea de misurare > CCa

3.1.3.3.

Figura 1
Curba de putere
a=10%
—_——. B=50%
.................. B=1.0%
08 0

Concentratie

Figura 1 prezintd un exemplu de reprezentare graficd a capacititii de detectie (CCp) a unei metode de analiza.
Aceastd metodd are un risc rezidual de decizie falsd de 5 % la concentratia de 0,50 pg/kg. La concentratia
de 0,55 pglkg, riscul de fals rezultat conform scade la 1 %.

Reproductibilitatea

Determinarea reproductibilitdtii unei metode prin conceptul studiilor intralaborator (validare internd)
necesitd participarea la teste de aptitudini in conformitate cu ghidurile ISO 43-1 (3) si 43-2 (4).
Laboratoarele pot sd isi aleagd propriile metode, cu conditia ca acestea sd fie folosite in conditii de rutind.
Deviatia standard a laboratorului poate fi folositd pentru a evalua reproductibilitatea metodei.
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3.2. REPREZENTAREA GRAFICA A DIFERITELOR LIMITE DE ANALIZA

y

Frecventd

Substante pentru care

Figura 2

nu s-a stabilit nici o limitd autorizatd

CCo CCp

233sg 1,64 s¢
L

X S Valoarea de rispuns medie a probei contaminate

Sp Deviatia standard a probei blanc (determinati in conditii de reproductibilitate
intralaborator)

Sg Deviatia standard a probei contaminate (determinati in conditii de reproductibilitate
intralaborator)

a Rata falselor rezultate neconforme

B Rata falselor rezultate conforme

CCa Rispunsul cu o eroare o datd §i o eroare f de 50 %

CCp Rispunsul cu o eroare o foarte mici si o eroare f dati

Rispuns
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Concentratie

CCa

ccp

~Concentratia” medie a probei blanc

Concentratia medie a probei continand analit la limita autorizatd

Concentratia medie a probei contaminate

Deviatia standard a probei continand analit la limita autorizati (determinati in condiii
de reproductibilitate intralaborator)

Deviatia standard a probei contaminate {determinatd in conditii de reproductibilitate

intralaborator)

Rata falselor rezultate neconforme

Rata falselor rezultate conforme

Rispunsul cu o eroare o datd §i o eroare f de 50 %

Rispunsul cu

o eroare o foarte micd si o eroare f datd
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3.3 EXEMPLE DE CALCUL PENTRU DETERMINAREA ROBUSTETII METODEI LA VARIATII MINORE N
ABORDAREA YOUDEN (16)

Comparatia mediilor (A)

Ay = Z(A))4 Se compard mediile majusculelor (de la A, la Ag) cu mediile. minusculel'or corgs.por.ldente.
3 (dela A, la A,). In cazul in care un factor are vreun efect, diferenta va fi semnificativ mai
Ay = Z(B/4 mare decat dﬁerengele altor factori.
Ac =3(C)[4
A, =3(D)/4 O metodd robustd nu trebuie sd fie influentatd de variatiile care se intalnesc cu cvasi
Ap = 3(E)/4 certitudine intre laboratoare.
Ap = X(F)/4 fn absenta unei diferente exceptionale, misuratoarea cea mai realistd a erorii aleatoare este
Ag = 2(G)[4 datd de cele sapte diferente.
A, =2(a)[4
A, =X(b)/4
A =X(c)/4
Ag =Z(d)/4
A, =Z(e)/4
Ar =Z(f)/4
A, = X(g)[4
Diferente (D;) Pitratul diferentelor (D7)
D,=A-a=3(A)- (@) D? = valoarea a
D, =B-b =Z2(B)-Z(b) D¢ = valoarea b
D, =C-c=2(C)-2(c) D? = valoarea ¢
D,=D-d=3D)-x(d) Dj = valoarea d
D.=E-e=ZX(E) - Z(e) D? = valoarea e
D; =F-f=3(F) - 2(f) D? = valoarea f
D, =G-g=%(G) - Z(g) D; = valoarea g

Deviatia standard a diferentelor Di (Sp,;)

Spy = N2*Z(D Y7

In cazul in care Sp,; este semnificativ mai mare decit deviatia standard a metodei aplicate in conditiile de
reproductibilitate intralaborator (a se vedea mai sus), concluzia previzibild este ci toti factorii considerati luati
impreund au influentd asupra rezultatului, chiar in cazul in care nici un factor izolat nu are influentd semnificativa
si cd metoda nu este suficient de robustd in raport cu variatiile alese.

3.4. EXEMPLE DE CALCUL PENTRU PROCEDURA DE VALIDARE INTERNA
Exemple si calcule pentru protocolul de validare internd descris la punctul 3.1.3. Validarea pe baza altor
modele (13) (14).

3.5. EXEMPLE DE CALCUL PENTRU METODA ADAOSURILOR ETALONATE

O probd de testare cu un continut T de analit se imparte in doud fractii, 1 si 2 de masd m, §i m,. Fractia 2 se imbogdteste
cuvolumul V,, dintr-o solutie de concentratie p, de analit. Dupd fazele de extractie si de purificare ale metodei se obtin
doud extracte din aceste fractii, de volume V, si V,. Se considerd ca recuperarea analitului este rc. Cele doud extracte
sunt testate cu o metodd de sensibilitate b §i dau raspunsurile analitice x, si respectiv x,.

Presupundnd ¢ rc si b sunt identice pentru analit in proba originald si in proba imbogatitd, continutul T poate fi
calculat dupd cum urmeaza:

T =x.V,.p,V, /(X V,m, —x,.V,.m)

Metoda permite determinarea recuperdrii rc. Apoi, in plus fata de testul descris mai sus, o parte a extractului din fractia
1 (volumul V) se imbogiteste cu o cantitate cunoscutd p,Vy, de analit si se testeazd. Raspunsul analitic este X, si
recuperarea:

rc = X,.V,.Vop Vo [,V V (T, + p, V) = x,.V, Tm (V, = V,)]
Este de asemenea posibil s se calculeze sensibilitatea b dupd cum urmeaza:
b =x.V [rcTm,

Toate conditiile de aplicare si indicatiile au fost descrise (18).
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AAS
AES

AOAC-I

cl
CRM
v

2D
DAD
DPASV
ECD

EI

GC
HPLC
HPTLC
HRMS
ICP-AES
ICP-MS
IR

1SO

LC
LR(MS)
MRPL
MS

RF
RSDL
SIM
TLC
uv
VIS

(1) 1SO 17025: 1999 General requirement for the competence of calibration and testing laboratories.
(2) 1SO 3534-1: 1993 Statistical Methods for quality control — Vol. 1 vocabulary and symbols.

(3) 1SO Guide 43-1: 1997 Proficiency testing by interlaboratory comparisons — Part 1: Development and

4. ABREVIERILE UTILIZATE
spectrometrie de absorbtie atomicd
spectrometrie de emisie atomica
Asociatia chimistilor analisti oficiali (AOAC-International)
fractie legata (imunoanalize)
ionizare chimicd
material de referintd certificat
coeficient de variatie
bidimensional
detectie cu retea de diode
voltametrie anodicd de stripping cu impuls diferential
detectie prin capturd de electroni
ionizare cu impact electronic
cromatografie in fazd gazoasd
cromatografie in fazd lichidd de inaltd rezolutie
cromatografie in strat subtire de inaltd performantd
inaltd rezolutie (spectrometrie de masa)
spectrometrie de emisie atomicd cu plasmd cuplatd inductiv
spectrometrie de masd cu plasmad cuplatd inductiv
infrarosu
ISO, Organizatia Internationald de Standardizare
cromatografie in faza lichida
slabd rezolutie (spectrometrie de masd)
limita de functionare minima ceruti
spectrometrie de masd
raportul masi/sarcind
migratia relativd spre frontul de solvent
deviatiile standard relative ale laboratorului
monitorizarea ionilor selectionati
cromatografie in strat subtire
lumina ultravioletd

lumind vizibila
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