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L221/8 URADNY VESTNIK EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV 17.8.2002

ROZHODNUTIE KOMISIE
zo 14. augusta 2002,

ktorym sa vykondva smernica Rady 96/23/ES tykajiica sa vykondvania analytickych metdd a inter-
preticie vysledkov

(ozndmené pod cislom dokumentu C(2002) 3044)

(Text s vyznamom pre EHP)

(2002/657ES)

KOMISIA EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV,
so zreteLom na zmluvu o zaloZenf{ eurépskeho spolocenstva,

so zretefom na smernicu Rady 96/23/ES z 29. aprila 1996
o opatreniach na monitorovanie urcitych latok a ich rezidui
v zivych zvieratich a v Zivoéisnych produktoch, a ktorou sa
zruSuji smernice 85/358/EHS a 86/469/EHS a rozhodnutia
89/187/EHS a 91/664/EHS ('), najmd na jej druhy pododsek
¢lanku 15 ods. 1,

KedZe:

(1)  pritomnost rezidui v produktoch Zzivocisneho povodu je
zdlezitost, ktord ovplyviiuje zdravie obyvatelstva;

(2)  rozhodnutie Komisie 98/179[ES z 23. februdra 1998,
ktorym sa ustanovuji podrobné pravidld tradného
odberu vzoriek na monitorovanie urcitych latok a ich
rezidui v Zzivych zvieratich a v Zivoli$nych produk-
toch (%), ustanovuje, Ze analyzu vzoriek vykondvaji
vyhradne laboratérid, ktoré prislusny vnutrostatny orgdn
schvalil na dradnd kontrolu pritomnosti reziduf;

(3) je potrebné zabezpeCovat kvalitu a porovnatelnost
analytickych vysledkov, ktoré poskytujii laboratéria
schvalené na tradné kontroly pritomnosti rezidui; malo
by sa to dosiahnut pomocou systémov zabezpecovania
kvality a osobitne uplatiiovanim met6éd validovanych
podla spoloénych postupov a pracovnych  kritérif
a zabezpeCovanim sledovatelnosti k vSeobecnym $tan-
dardom alebo spolo¢ne odsthlasenym $tandardom;

(4)  smernica Rady 93/99EHS z 29. oktébra 1993 o pred-
mete doplnkovych opatreni tykajicich sa tradnej
kontroly potravin a rozhodnutie 98/179/ES (*) vyzaduja,
aby boli dradné kontrolné laboratérid od janudra 2002

() U. v. ES L 125, 23.5. 1996, s. 10.

() U. v. ES L 65, 5.3.1998, 5. 31.

() U. v. ES L 290, 24.11.1993, s. 14.

akreditované podla ISO 17025 (1). Podla rozhodnutia
98/179/[ES sa od schvélenych laboratérii vyzaduje, aby
sa zuCastilovali na medzindrodne uzndvanej schéme
externého hodnotenia a akrediticie kontroly kvality.
Schvélené laboratérid okrem toho musia preukazovat
svoju sposobilost pravidelnou a tspe$nou ucastou na
primeranych schémach skasok sposobilosti, ktoré orga-
nizuji ndrodné referencné laboratérid alebo referencné
laboratérid spolocenstva;

siet referencnych laboratérii spolocenstva, ndrodnych
referen¢nych laboratérif a ndrodnych kontrolnych labo-
ratorii pracuje podla smernice 96/23[ES s cielom zlep-
Sovat koordindciu;

v dosledku pokroku analytickej chémie, ku ktorému
prislo od prijatia smernice 96/23/ES, bola koncepcia
rutinnych metdd a referenénych metdd nahradena krité-
riovym pristupom, v rdmci ktorého sa vytvéraji
pracovné kritérid a postupy validdcie skriningovych
a konfirma¢nych metdd;

kvoli  zabezpeleniu harmonizovaného uplatiovania
smernice 96/23/ES je potrebné stanovit vSeobecné
kritérid interpretdcie vysledkov skdsok vykonanych
v tradnych kontrolnych laboratéridch;

kvoli zabezpeleniu harmonizovaného uplatiovania
smernice 96/23/ES je potrebné ustanovit postupné urco-
vanie minimédlnych pozadovanych pracovnych limitov
(MRPL) analytickych metéd na latky, na ktoré nebol
urleny povoleny limit, najmd na tie latky, ktorych pouzi-
vanie v spolocenstve nie je povolené, alebo je osobitne
zakazané;



494

Uradny vestnik Eur6pskej tnie

03/zv. 36

(9)  rozhodnutie Komisie 90/515/EHS =z 26. septembra
1990, ktorym sa ustanovuji referencné metédy zisto-
vania pritomnosti rezidui tazkych kovov a arzénu (!),
rozhodnutie Komisie 93/256/EHS zo 14. mdja 1993,
ktorym sa ustanovujii metddy pouzivané na zistovanie
pritomnosti reziduf latok s hormonélnymi alebo tyrosta-
tickymi ucinkami (%), a rozhodnutie Komisie
93/257/EHS z 15. aprila 1993, ktorym sa ustanovuji
referenéné metédy a zoznam ndrodnych referen¢nych
laboratérii na zistovanie pritomnosti rezidui (), napo-
sledy zmenené a doplnené rozhodnutim 98/536/ES (%),
boli v predchddzajicom obdobi znovu preskiimané
s ciefom zohladnit rozvoj vedeckych a technickych
znalosti, bolo zistené, 7e rozsah ich posobnosti a usta-
novenia st zastaralé, a preto by sa mali tymto rozhod-
nutim zrusit;

(10) malo by sa ustanovit prechodné obdobie, pocas ktorého
bude umoznené prisposobit metédy analyzy tradnych
vzoriek ustanoveniam tohto rozhodnutia;

(11)  opatrenia ustanovené v tomto rozhodnuti st v silade
so stanoviskom Staleho vyboru pre potravinovy retazec
a zdravie zvierat,

PRIJALA TOTO ROZHODNUTIE:

Cldnok 1
Predmet a rozsah pdsobnosti

Toto rozhodnutie ustanovuje pravidld analytickych metdd
pouzivanych pri skiiskach tradnych vzoriek odobratych podla
¢lanku 15 ods. 1, druhd veta, smernice 96/23[ES a stanovuje
vieobecné kritérid interpretdcie analytickych vysledkov skasok
tychto vzoriek vykonanych v dradnych kontrolnych laboraté-
ridch.

Toto rozhodnutie sa nevztahuje na latky, pre ktoré boli v inych
pravnych predpisoch spolocenstva stanovené 3pecifickejsie
pravidla.

Cldnok 2
Definicie

Na tcel tohto rozhodnutia platia definicie uvedené v smernici
96/23[ES a v prilohe k tomuto rozhodnutiu.

Cldnok 3
Analytické metédy

Clenské $tity zabezpelia, aby sa tiradné vzorky odoberané
podla smernice 96/23/ES analyzovali metddami, ktoré:

a) st zdokumentované v ndvodoch na vykonanie skusok,
najvhodnejsie podla ISO 78/2 (6);
b) st v sdlade s castou 2 prilohy k tomuto rozhodnutiu;

¢) boli validované podla postupov opisanych v ¢asti 3 prilohy;

. ES L 286, 18.10.1990, s. 33.
. ES L 118, 14.5.1993, 5. 64.
. ES L 251, 11.9.1998, s. 39.
. ES L 118, 14.5.1993,s. 75.
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d) st v stlade s prislusnymi minimélnymi poZadovanymi
pracovnymi limitmi (MRPL) uréenymi v stlade s ¢lan-
kom 4.

Cldnok 4
Minimdlne pozadované pracovné limity

Toto rozhodnutie sa preskiima a postupne sa urcia minimalne
pozadované pracovné limity (MRPL) analytickych metéd pouzi-
vanych na latky, pre ktoré nebol uréeny povoleny limit.

Cldnok 5
Kontrola kvality

Clenské Stdty zabezpecia kvalitu vysledkov analyzy vzoriek
odoberanych podla smernice 96/23/ES, najmd monitorovanim
skisok afalebo vysledkov kalibricie podla kapitoly 5.9 ISO
17025 (1).

Cldnok 6
Interpreticia vysledkov

1. Vysledok analyzy sa povaZuje za nezhodny, ak je prekro-
¢eny rozhodovaci limit konfirma¢nej metdédy na dand analyzo-
vanu latku.

2. Ak bol pre niektort latku uréeny povoleny limit, rozho-
dovaci limit je koncentracia, nad ktorej hodnotou je mozné so
Statistickou istotou 1 — a rozhodnit, ¢ bol povoleny limit
skuto¢ne prekroceny.

3. Ak pre niektort latku nebol uréeny povoleny limit,
rozhodovaci limit je najnizsia hodnota koncentracie, pri ktorej
je mozné niektorou metédou rozoznat so Statistickou istotou
1 - @, ¢i je dand analyzovand latka pritomnd.

4.V pripade ldtok uvedenych v skupine A v prilohe
I k smernici 96/23[ES je chyba a rovnd 1 % alebo mensia.
V pripade v3etkych ostatnych latok je chyba a rovnd 5 % alebo
menSia.

Cldnok 7
ZruSovacie ustanovenia

Rozhodnutia 90/515/EEC, 93/256/EEC a 93/257EEC sa
zrusuja.

Cldnok 8
Prechodné ustanovenia

Metédy analyzy tradnych vzoriek litok uvedenych v skupine
A v prilohe I k smernici 96/23/ES, ktoré splnaju kritérid usta-
novené v rozhodnutiach ~ 90/515/EHS,  93/256/EHS,
93/256/EHS a 93/257EHS, sa mozu pouzivat do dvoch rokov
po nadobudnuti G¢innosti tohto rozhodnutia. V pripade
met6d, ktoré sa v sdcasnosti pouZivaji na latky uvedené
v skupine B v prilohe I k smernici 96/23ES, bude dosiahnuty
silad s tymto rozhodnutim najneskor do piatich rokov odo
dna uplatnenia tohto rozhodnutia.
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Cldnok 9
Deii uplatnenia

Toto rozhodnutie sa bude uplatriovat od 1. septembra 2002.

Cldnok 10
Adresiti

Toto rozhodnutie je adresované ¢lenskym Statom.

V Bruseli 14. augusta 2002

Za Komisiu
David BYRNE

clen Komisie



496

Uradn}'f vestnik Eur6pskej tnie

03/zv. 36

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.7.

1.8.

1.9.

1.10.

PRILOHA
PRACOVNE KRITERIA, INE POZIADAVKY A POSTUPY ANALYTICKYCH METOD

1. DEFINICIE POJMOV

Sprévnost je blizkost zhody medzi vysledkom skasky a uznanou referencnou hodnotou (2). Je ur¢end pravdi-
vostou a presnostou.

Alfa (a) chyba je pravdepodobnost, ze skiiSand vzorka je zhodnd, aj ked bola ziskand nezhodnym meranim
(falosné nezhodné rozhodnutie).

Analyzovand ldtka je latka, ktord ma byt detekovand, identifikovand afalebo kvantifikovand a derivaty, ktoré
vznikaji v priebehu analyzy.

Beta (f) chyba je pravdepodobnost, Ze skdsand vzorka je skutoéne nezhodnd, aj ked bola ziskand zhodnym
meranim (falo§né zhodné rozhodnutie).

Bias je rozdiel medzi predpokladanym vysledkom skasky a uznanou referen¢nou hodnotou (2).

Kalibra¢ny tandard je prostriedok na meranie, ktory predstavuje mnozstvo prislusnej latky takym sposobom, Ze
spdja svoju hodnotu s referenénym zdkladom.

Certifikovany referencny materidl (CRM) je materidl, ktory ma presne stanoveny obsah analyzovanej latky.

Kochromatografia je postup, v priebehu ktorého sa extrakt pred chromatografickym krokom (krokmi) rozdeli na
dve Casti. Prvé Cast je chromatografovand ako takd. Druhd Cast je zmiesand so $tandardnou analyzovanou litkou,
ktord sa md merat. Potom je tito zmes tiez chromatografovand. Mnozstvo pridanej Standardnej analyzovanej
latky méd byt rovnaké ako odhadované mnozstvo analyzovanej ldtky v extrakte. Tdto metdda je vytvorend tak,
aby sa zlepsila identifikdcia analyzovanej ldtky pri pouZzivani chromatografickych metdd, hlavne ak nemdze byt
pouzity vhodny interny Standard.

Porovndvacia §ttidia je analyzovanie rovnakej vzorky rovnakou metddou kvoli uréeniu pracovnych charakteristik
met6dy. Této Stdia sa vztahuje na ndhodné chyby merania a laboratérny bias.

Konfirma¢nd metéda znamend metddy, ktoré poskytujii Gplné alebo doplitujiice informdcie umoziujiice litku
jednoznacne identifikovat a podla potreby ju kvantifikovat na prislusnej tirovni.

Rozhodovaci limit (CCa) je limit, na ktorého hodnote a nad nou sa moze s chybou pravdepodobnosti a dospiet
k zdveru, Ze vzorka je nezhodnd.

Detekénd schopnost (CCB) je najnizsi obsah latky, ktory moze byt vo vzorke detekovany, identifikovany afalebo
kvantifikovany s chybou pravdepodobnosti f. V pripade latok, na ktoré nebol uréeny povoleny limit, je
detekénou schopnostou najnizsia koncentrdcia, pri ktorej je mozné metédou detekovat skutocne kontaminované
vzorky so Statistickou istotou 1 — f. V pripade ldtok s urenym povolenym limitom to znamend, Ze detekénd
schopnost je koncentrécia, pri ktorej je mozné touto metédou detekovat povolené limitné koncentricie so Stati-
stickou istotou 1- f.

Fortifikovany materidl vzorky je vzorka obohatend zndmym mnozstvom detekovanej analyzovanej latky.

Medzilaboratérne porovnanie je organizdcia, vykonanie a vyhodnotenie sktiSok tej istej vzorky v dvoch alebo
viacerych laboratéridch v silade s vopred uréenymi podmienkami urcujicimi postup sktisky. Podla zdmeru
mozu byt Stidie klasifikované ako porovndvacie Stidie alebo skasky sposobilosti.

Interny Standard (IS) je litka, ktord nie je obsiahnutd vo vzorke, s fyzikdlno-chemickymi vlastnostami ¢o najpo-
dobnejsimi fyzikdlno-chemickym vlastnostiam analyzovanej latky, ktord md byt identifikovand, a ktord sa pridd
do kazdej vzorky, ako aj do kazdého kalibra¢ného $tandardu.

Laboratérna vzorka je vzorka pripravend na zaslanie do laboratéria a urcend na kontrolu alebo skasky.

Prislusnd troven je koncentrdcia latky alebo analyzovanej latky vo vzorke, ktord je dolezitd na urcenie jej zhody
s pravnymi predpismi.

Minimalny pozadovany pracovny limit (MRPL) je najmensi obsah analyzovanej latky vo vzorke, ktory musi byt
prinajmensom detekovany a potvrdeny. Je uréeny na harmonizdciu vykondvania analytickych met6d pri latkach,
na ktoré nebol urceny povoleny limit.
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1.20.

1.21.

1.22.

1.23.

1.24.

1.25.

1.26.

1.27.

1.28.

1.29.

Pracovnd charakteristika je funk¢nd vlastnost, ktord sa moze pristdit analytickej metdde. MoZe to byt napriklad
Specifickost, spravnost, pravdivost, presnost, opakovatelnost, reprodukovatelnost, vytaznost, detekénd schopnost
a robustnost.

Pracovné kritérid st poziadavky na pracovné charakteristiky, podla ktorych mozno usidit, ¢i je dand analytickd
metdda vhodnd na dany tcel a prindsa hodnoverné vysledky.

Povoleny limit je maximélny limit rezidui, maximélna Groven alebo ind maximalna pripustnd odchylka pre litky
ustanovend inym pravnym predpisom spolocenstva.

Presnost je blizkost zhody medzi nezdvislymi vysledkami skasky ziskanymi v stanovenych (vopred urcenych)
podmienkach. Miera presnosti sa zvycajne vyjadruje formou nepresnosti a vypocita sa ako smerodajnd odchylka
vysledku skasky. Nizsia presnost je uréend vyssou smerodajnou odchylkou (2).

Skuska sposobilosti je analyzovanie rovnakej vzorky, pricom laboratérid si moézu vybrat svoje vlastné metddy za
predpokladu, Ze tieto metédy sa pouzivajii v beznych podmienkach. Tieto skiisky sa musia vykondvat podla
prirucky ISO guide 43-1 (3) a 43-2 (4) a moZu sa pouzit na hodnotenie reprodukovatelnosti metdd.

Kvalitativna met6da je analytickd metdda, ktorou sa identifikuje latka na zdklade jej chemickych, biologickych
alebo fyzikdlnych vlastnosti.

Kvantitativna metdda je analytickd metdda, ktorou sa stanovuje mnozstvo alebo hmotnostny zlomok latky, takze
sa moze vyjadrit ako ¢iselnd hodnota v prislusnych jednotkdch.

Slepy pokus je Gplny analyticky postup vykonany bez skiisobného mnozstva alebo pomocou rovnocenného
mnozstva vhodného rozpustadla namiesto skiisobného mnozstva.

Vytaznost je percento skutocnej koncentracie latky ziskanej v priebehu analytického postupu. Ak nie je k dispo-
zicii certifikovany referen¢ny materidl, urcuje sa v priebehu validacie.

Referen¢ny materidl je materidl, ktorého jedna alebo viac vlastnosti bolo potvrdenych validovanou metddou,
a teda sa moze pouzivat pri kalibrcii pristroja alebo na overenie metédy merania.

Opakovatelnost je presnost v podmienkach opakovatelnosti (2).

Podmienky opakovatelnosti si podmienky, v ktorych nezavislé vysledky skasok ziska tou istou metédou na
zhodnych skasobnych polozkich v tom istom laboratériu ten isty operdtor pouzivajici to isté vybavenie (2).

Reprodukovatelnost je presnost v podmienkach reprodukovatelnosti (2) (4).

Podmienky reprodukovatelnosti st podmienky, v ktorych vysledky skasok ziskaju tou istou metédou na zhod-
nych skasobnych polozkich v roznych laboratéridch rozni operdtori pouzivajici rozne vybavenie (2).

Robustnost je citlivost analytickej metédy na zmeny experimentdlnych podmienok, ktoré sa mozu vyjadrit vo
forme zoznamu materidlov vzoriek, analyzovanych litok, podmienok skladovania, podmienok prostredia a/alebo
podmienok pripravy vzoriek, v ktorych je mozné pouzit tito metddu tak, ako je prezentovand, alebo s presne
uréenymi malymi zmenami. Pri vietkych experimentdlnych podmienkach, u ktorych moze v praxi prichddzat
ku kolisaniu (napr. stabilita ¢inidiel, zloZenie vzorky, hodnota pH, teplota), by sa mali uvddzat vietky zmeny,
ktoré by mohli ovplyvnit analyticky vysledok.

Stanovenie obsahu slepej vzorky je dplny analyticky postup vykonany na skiSobnom mnozstve odobratom zo
vzorky, v ktorej nie je pritomnd analyzovand latka.

Skriningovd metéda znamend metddy, ktoré sa pouzivaji na detekciu pritomnosti ltky alebo skupiny litok na
prislusnej Grovni. Tieto metddy maji schopnost vysokej priepustnosti vzoriek a pouZivaji sa na roztriedenie
velkého poctu vzoriek podla potencidlne nezhodnych vysledkov. St vytvorené osobitne kvoli tomu, aby sa zabra-
nilo falo§nym zhodnym vysledkom.

Vnitrolaboratorna validdcia (vlastnd validdcia) je analytickd Stidia, ktord sa vztahuje na jediné laboratérium
pouzivajice jednu metédu na analyzu rovnakych alebo roznych skiisobnych materidlov v réznych podmienkach
v zdovodnenych dlhych ¢asovych intervaloch.

Specifickost je schopnost metédy rozoznat merant analyzovant litku od ostatnych latok. T4to charakteristika je
v rozhodujiicej miere funkciou opisanej techniky merania, ale moZe sa menit v zdvislosti od triedy zlozky alebo
matrice.



498

Uradn}'f vestnik Eur6pskej tnie

03/zv. 36

1.40.

1.41.

1.42.

1.43.

1.44.

1.45.

1.46.

Iné ana

Standardny pridavok je postup, pri ktorom sa skiisobnd vzorka rozdeli na dve (alebo viac) skiisobnych mnoz-
stiev. Jedno mnozstvo sa analyzuje ako také a do ostatnych skiiSobnych mnozstiev sa pred analyzou pridaji
zndme mnoZstvd Standardnej analyzovanej latky. MnozZstvo pridanej Standardnej analyzovanej latky musi byt
dvojndsobkom az pitndsobkom odhadovaného mnoZstva analyzovanej litky vo vzorke. Tento postup je urceny
na stanovenie obsahu analyzovanej litky vo vzorke, pri¢om sa zohladnuje vytaznost tohto analytického postupu.

Standardnd analyzovana litka je analyzovand litka so znimym a certifikovanym obsahom a ¢istotou, ktord sa
pri analyze pouziva ako referencnd.

Létka je hmota s konkrétnou alebo urcitou chemickou $truktiirou a jej metabolity.

Skisobné mnozstvo je mnozstvo materidlu odobraté zo skdsobnej vzorky, na ktorej sa vykondva skiiska alebo
pozorovanie.

Skuisobnd vzorka je vzorka, ktord je pripravend z laboratérnej vzorky, a z ktorej sa odoberaji skdsobné mnoz-
Stvd.

Pravdivost je blizkost zhody medzi priemernou hodnotou ziskanou z velkych sérii vysledkov skdsok a uznanou
referenc¢nou hodnotou. Pravdivost sa zvycajne vyjadruje ako bias (2).

Jednotky st tie jednotky, ktoré st opisané v norme ISO 31 (20) a v smernici 71/354/ES (19).

Validdcia je potvrdenie vySetrenim a poskytnutie skuto¢ného dokazu o tom, Ze sti splnené prislusné poziadavky
na osobitné ur¢ené pouzitie (1).

Laborat6rna reprodukovatelnost je presnost ziskand v tom istom laboratériu v stanovenych (vopred urcenych)
podmienkach (tykajicich sa napr. metddy, skisobnych materidlov, operdtorov, prostredia) v zddévodnenych
dlhych casovych intervaloch.

2. PRACOVNE KRITERIA A INE POZIADAVKY NA ANALYTICKE METODY

lytické metddy alebo kombindcie met6d nez tie, ktoré sii opisané dalej, sa mozu pouzivat na skriningové alebo

konfirmacné tcely, len ak je mozné dokdzat, Ze splfiaja prislusné poziadavky stanovené v tomto rozhodnuti.

2.1.2.1.

2.1.2.2.

2.1. VSEOBECNE POZIADAVKY

Manipulicia so vzorkami

Vzorky sa ziskavaji, manipuluje sa s nimi a spracovdvaji sa takym sposobom, aby existovala maximdlna
moznost detekovat latku. Postupy manipuldcie so vzorkami musia zabranit moZnosti ndhodnej kontamindcie
alebo straty analyzovanych latok.

Vykondvanie skidsok

Vytaznost

V priebehu analyzy vzoriek sa v kazdej skupine vzoriek urCuje vytaznost, ak sa pouziva pevny koeficient
korekcie na vytaznost. Ak je hodnota vytaznosti v rdmci limitov, potom sa modzZe pouzit pevny koeficient
korekcie. V opa¢nom pripade sa pouziva koeficient korekcie na vytaznost urceny pre dand osobitnd skupinu,
pokial sa nemd pouzit osobitny koeficient korekcie na vytaznost analyzovanej litky vo vzorke, pricom v tomto
pripade sa na kvantitativne stanovenie analyzovanej ldtky vo vzorke pouZiva postup Standardného pridavku
(pozri 3.5), alebo sa pouzije interny Standard.

Specifickost

Metédou sa v experimentdlnych podmienkach musi daf rozl$it medzi analyzovanou litkou a ostatnymi
latkami. Musi sa urobit odhad, do akej miery je to mozné. Musia sa pouzivat stratégie na potlacenie vietkych
predpokladanych druhov interferencii s inymi latkami, ku ktorému prichddza pri pouziti opisanej techniky
merania, napr. homoldgy, analdgy, metabolické produkty prislusného rezidua. Je velmi dolezité, aby boli vy3e-
trené interferencie, ktoré by mohli pochddzat od zloZiek matrice.

2.2. SKRININGOVE METODY

Na tcely skriningu sa v sdlade so smernicou 96/23(ES pouzivajii len tie analytické metddy, u ktorych je mozné doku-
mentovanym sledovatelnym sposobom preukdzat, Ze st validované a pri prislusnej hodnote maji mieru falosnych zhod-
nych vysledkov (chybu f) < 5 %. V pripade podozrenia na nezhodny vysledok sa tento vysledok potvrdi konfirma¢nou
metddou.
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2.3. KONFIRMACNE METODY PRE ORGANICKE REZIDUA A KONTAMINANTY

Konfirma¢né metédy pre organické rezidud alebo kontaminanty poskytuji informdcie o chemickej Struktire analyzo-
vanej litky. Z toho vyplyva, ze metédy zalozené len na chromatografickej analyze bez vyuzitia spektrometrickej
detekcie samotné nie st vhodné na pouzivanie ako konfirmacné metddy. Ak viak jedna technika nemd dostato¢nd $peci-
fickost, pozadovana $pecifickost sa dosiahne analytickymi postupmi pozostdvajicimi z vhodnych kombindcif ¢istenia,
chromatografickej separdcie (separdcii) a spektrometrickej detekcie.

Na identifikdciu organickych rezidui alebo kontaminantov v uvedenych skupindch ltok sa za vhodné povazuju tieto
metody alebo kombindcie metdd:

Tabulka 1

Konfirma¢né metddy vhodné pre organické rezidud alebo kontaminanty

Latky uvedené v

Technika merania prilohe [ k smernici Obmedzenia
96/23|ES
LC alebo GC s hmotnostnou | Skupina A a B Len ak nasleduje po on-line alebo off-line chromatografickej sepa-
spektrometrickou detekciou récii

Len ak sa pouzivaji techniky so zdznamom celych spektier (full
scan) alebo pomocou najmenej 3 (skupina B) alebo 4 (skupina A)
identifika¢nych bodov v pripade technik, ktorymi sa nezazname-
ndvaju celé hmotnostné spektrd

LC alebo GC s IR spektro- Skupina A a B Musia byt splnené osobitné poziadavky na absorbciu pri IR spek-

metrickou detekciou trometrii

LC - full scan DAD Skupina B Musia byt splnené osobitné poziadavky na absorbciu pri UV spek-
trometrii

Fluorescen¢nd LC Skupina B Len pre molekuly, ktoré vykazuji prirodzend fluorescenciu a pre
molekuly, ktoré vykazuji fluorescenciu po transformdcii alebo
derivatizacii

2-D TLC - full-scan UV/VIS | Skupina B Dvojrozmernd (HPTLC) a kochromatogafia st povinné.

Plynové chromatografia s Skupina B Len ak sa pouzivajii dva stlpce s roznou polaritou

detekciou pomocou zdchytu

elektrénov

LC s imunogramom Skupina B Len ak sa pouzivaji najmenej dva rézne chromatografické systémy

alebo druha, nezdvisld metdda detekcie

LC-UV/VIS (jedna vlnova Skupina B Len ak sa pouZivaji najmenej dva rozne chromatografické systémy
dlzka) alebo druhd, nezdvisld metdda detekcie

2.3.1. VSeobecné pracovné kritérid a poziadavky

Konfirma¢né metédy poskytuji informécie o chemickej Struktire analyzovanej latky. Ak viac nez jedna zlozka
poskytuje rovnakd odozvu, potom dand metéda nie je schopnd rozliSovat medzi tymito zlozkami. Met6dy,
ktoré st zalozené len na chromatografickej analyze bez pouzitia spektrometrickej detekcie, samotné nie st
vhodné na pouZivanie ako konfirmacné metddy.

Ak sa v rdmci metdédy pouziva vhodny interny Standard, priddva sa do skiSobného mnoZstva na zaciatku
postupu extrakcie. V zédvislosti od dostupnosti sa pouzivaji bud stabilné, izotopom oznacené formy analyzo-
vanej latky, ktoré st vhodné najmd na hmotnostnt spekrometrickti detekciu alebo zlozky, ktoré st Struktirou
pribuzné analyzovanej latke.

Ak nie je mozné pouzit Ziadny vhodny interny Standard, identifikdcia analyzovanej litky sa potvrdi kochroma-
tografiou. V tomto pripade sa ziska len jeden pik, pricom zvicSend vyska (alebo plocha) piku je rovnocennd
mnozstvu pridanej analyzovanej latky. Pri pouziti plynovej chromatografie (GC) alebo kvapalinovej chromato-
grafie (LC) je Sirka piku v polovici jeho maximalnej vysky v rozsahu 90 — 110 % rozsahu povodnej Sirky
a retencné Casy sa zhoduji v rozpati 5 %. V pripade metdd chromatografie v tenkej vrstve (TLC) sa zosilni
len $kvrna, o ktorej sa predpokladd, Ze ide o analyzovand latku; nova Skvrna sa neobjavi a vizudlny vzhlad sa
nezmeni.
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Referen¢éné alebo fortifikované materidly obsahujice zndme mnoZzstvd analyzovanej litky s hodnotami na
trovni povoleného limitu alebo rozhodovacieho limitu (nezhodnd kontrolnd vzorka) alebo v ich blizkosti, ako
aj zhodné kontrolné materidly a slepé pokusy, by mali podla moznosti prechddzat celym postupom stcasne
s kazdou skupinou analyzovanych skdsobnych vzoriek. Poradie vstrekovania extraktov do analytického pris-
troja: slepy pokus, zhodnd kontrolnd vzorka, vzorka (vzorky), ktorti treba potvrdif, znovu zhodnd kontrolnd
vzorka a nakoniec nezhodnd kontrolnd vzorka. Kazdd zmena tejto postupnosti sa musi zdovodnit.

2.3.2.  Doplnkové pracovné kritérid a iné poziadavky na kvantitativne analytické met6dy

2.3.2.1. Pravdivost kvantitativnych metdd

V pripade opakovanych analyz certifikovaného referen¢ného materidlu st smerné rozsahy odchyliek experi-
mentdlne uréeného priemerného hmotnostného zlomku, korigovaného na vytaznost, od certifikovanej hodnoty

takéto:
Tabulka 2
Minimélna pravdivost kvantitativnych met6d
Hmotnostny zlomok Rozsah
1 pglkg - 50%az+ 20 %
> 1 pglkg az 10 pglkg -30%az+ 10%
10 pglkg -20%az+ 10 %

Ak takéto certifikované referen¢né materidly (CRMs) nie st k dispozicii, je prijatelné, aby sa pravdivost merani
hodnotila prostrednictvom vytaznosti pridavkov zndmych mnoZstiev analyzovanej ltky (analyzovanych litok)
do slepej matrice. Udaje korigované na priemernd vytaznost st prijatelné len vtedy, ked sa nachddzaji v rdmci
rozsahov uvedenych v tabulke 2.

2.3.2.2. Presnost kvantitativnych metod
Medzilaboratérny varia¢ny koeficient (CV) na opakovand analyzu referen¢ného alebo fortifikovaného materidlu

v podmienkach reprodukovatelnosti nesmie prekrocit hodnotu vypocitand z Horwitzovej rovnice. Rovnica
vyzerd takto:

vV = 2(1 ~0,51og C)

kde C je hmotnostny zlomok vyjadreny vo forme mocniny (exponentu) 10 (napr. 1 mgf/g = 10-). Priklady st
uvedené v tabulke 3.

Tabulka 3

Priklady CV v podmienkach reprodukovatelnosti na kvantitativne metédy v rozsahu hmotnostnych
zlomkov analyzovanej litky

Hmotnostny zlomok CV v podmienkach reprodukovatelnosti
1 pglkg *
10 pglkg )
100 pgfkg 23
1000 pgfkg (1 mglkg) 16

(*) Pri hmotnostnych zlomkoch nizsich nez 100 pg/kg poskytuje pouzitie Horwitzovej rovnice neprijatelne vysoké hodnoty. Z
tohto dovodu majii byt hodnoty CV pri koncentracidch nizsich nez 100 pg/kg ¢o najnizsie.

V pripade analyz vykondvanych v podmienkach opakovatelnosti by sa hodnoty vnitrolaboratérneho CV
typicky nachddzali medzi jednou polovicou a dvomi tretinami vyssie uvedenych hodnot. V pripade analyz
vykondvanych v podmienkach vniitrolaboratérnej reprodukovatelnosti nesmie byt vnitrolaboratérny CV vyssi
nez CV v podmienkach reprodukovatelnosti.

V pripade latok s uréenym povolenym limitom musi metéda dosiahnut vnitrolaboratérnu reprodukovatelnost
rovnd alebo mensiu nez zodpovedajici CV v podmienkach reprodukovatelnosti pri koncentricii 0,5 x povo-
leny limit.
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2.3.3.  Pracovné kritérid a iné poZiadavky na hmotnostnd spektrometrickd detekciu

Hmotnostné spektrometrické metédy si vhodné ako konfirmacné metddy, len ak nasledujii po on-line alebo
off-line chromatografickej separacii.

2.3.3.1. Chromatografickd separdcia

V postupoch GC-MS sa plynové chromatografickd separdcia vykondva pomocou kapildrnych stfpcov. V. postu-
poch LC-MS sa chromatografickd separdcia vykondva pomocou vhodnych kvapalinovych chromatografickych
stlpcov. V kazdom pripade je minimdlny prijatelny retencny ¢as na vySetrovanii analyzovant litku dvojna-
sobkom reten¢ného Casu zodpovedajiiceho prazdnemu objemu stlpca. Retenény cas (alebo relativny retencny
Cas) analyzovanej litky v skdSobnom mnozstve sa v presne urcenom rozmedzi retencénych casov zhoduje
s reten¢nym Casom kalibra¢ného $tandardu. Rozmedzie reten¢nych ¢asov je primerané rozliSovacej schopnosti
chromatografického systému. Pomer chromatografického reten¢ného asu analyzovanej latky k chromatografic-
kému retenénému casu interného Standardu, t. j. relativny retencny cas analyzovanej latky, zodpovedd rela-
tivnym retenénym casom kalibra¢cného roztoku s odchylkou + 0,5 % pre GCa * 2,5 % pre LC.

2.3.3.2. Hmotnostnd spektrometrickd detekcia

Hmotnostnd spektrometrickd detekcia sa vykondva vyuzivanim technik MS, ako napriklad zdznamom celych
hmotnostnych spektier (full scans) alebo monitorovanim vybranych iénov (SIM), ako aj technikami typu MS-
MS», ako je monitorovanie vybranych reakcii (SRM) alebo inymi vhodnymi technikami MS alebo MS-MS»
v spojeni s vhodnymi ioniza¢nymi rezimami. V pripade hmotnostnej spektrometrie s vysokym rozliSenim
(HRMS) je rozliSenie typicky vyssie neZ 10000 pre cely rozsah hmotnosti pri 10 % sedle.

Zaznam celého hmotnostného spektra (full scan): Ak sa hmotnostné spektrometrické stanovenie vykondva
zdznamom celych spektier, pritomnost vietkych meranych rozpozndvacich iénov (molekuldrny i6n, charakteri-
stické adukty molekuldrneho idnu, charakteristické fragmenty i6nov a idny izotopov) s relativnou intenzitou
viac nez 10 % v referenénom spektre kalibra¢ného $tandardu je povinnd.

Selektivne monitorovanie i6nov (SIM): Ak sa hmotnostné spektrometrické stanovenie vykondva fragmentogra-
ficky, jednym z vybranych rozpozndvacich iénov (molekuldrny ion, charakteristické adukty molekuldrneho
i6nu, idny charakteristickych fragmentov a idny vsetkych ich izotopov) je prednostne molekuldrny i6n.
Vybrané rozpoznévacie iény by nemali pochddzat vyhradne z tej istej Casti molekuly. Pomer signdlu k $umu
pre kazdy rozpozndvaci ién je 3: 1.

Zaznam celého hmotnostného spektra (full scan) a selektivne monitorovanie i6nov (SIM): Relativne intenzity
detekovanych i6nov vyjadrené vo forme percenta intenzity iénu alebo prechodu s najvyssou intenzitou zodpo-
vedaja relativnym intenzitdm kalibra¢ného Standardu zistenym bud’ z roztokov kalibra¢ného standardu alebo
z obohatenych vzoriek pri porovnatelnych koncentricidch, meranych v tych istych podmienkach s tymito

odchylkami:
Tabulka 4
Maximélne povolené odchylky pre relativne intenzity iénov pri pouZiti skupiny technik hmotnostnej
spektrometrie

Relativna intenzita (EI-GC-MS) (CI-GC-MS), (GC-MSn)

(% zédkladného piku) (relativna) (LC-MS") (relativna)
> 50 % 10 % +20%
> 20 % az 50 % £15% +25%
> 10 % az 20 % +20% +30%
10 % +50% +50%

Interpretdcia tidajov hmotnostného spektra: Relativne intenzity rozpozndvacich iénov afalebo iénovych pérov
prekurzor/produkt sa musia identifikovat porovnanim spektier alebo integraciou signdlov jednotlivych hmot-
nostnych stop. Vzdy, ked sa uplatiiuje korekcia na pozadie, uplatiiuje sa jednotne na celt skupinu (pozri 2.3.1,
odsek 4) a jasne sa oznadi.

Zaznam celého hmotnostného spektra (full scan): Ak sa v jednotnej hmotnostnej spetrometrii zaznamendvaji
celé nasnimané spektrd, musia byt pritomné aspon Styri idny s relativnou intenzitou 10 % zdkladného piku.
Molekuldrny i6n sa zahrnie, ak je pritomny v referenc¢nom spektre s relativnou intenzitou 10 %. Najmenej
Styri i6ny sa musia nachddzat v rdmci maximdlnych povolenych odchylok pre relativne intenzity iénov (tabulka
5). Je mozné pouzivat vyhladdvanie pomocou pocitacovych kniznic. V tomto pripade musi byt pri porovnani
udajov z hmotnostnych spektier skiisobnych vzoriek s tdajmi z hmotnostného spektra kalibracného roztoku
prekroceny kriticky koeficient zhody. Hodnota tohto koeficientu sa urcuje v priebehu valida¢ného procesu pre
kazdt analyzovan latku na zdklade spektier, pre ktoré st splnené dalej opisané kritérid. Kontroluje sa premen-
livost spektier sposobend matricou vzorky a ¢innostou detektora.
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Selektivne monitorovanie i6nov (SIM): Ak sa hmotnostné fragmenty merajii pomocou inych technik nez st
techniky so zdznamom celych spektier, na interpretdciu tidajov sa pouzije systém identifika¢nych bodov. Na
potvrdenie pritomnosti litok uvedenych v skupine A v prilohe I smernice 96/23ES st potrebné minimalne 4
identifika¢né body. Na potvrdenie pritomnosti litok uvedenych v skupine B v prilohe I smernice 96/23[ES si
potrebné minimdlne 3 identifika¢né body. V nasledujiicej tabulke st uvedené pocty identifika¢nych bodov,
ktoré moze poskytntt kazdd zo zdkladnych technik hmotnostnej spektrometrie. Aby sa vSak body kvalifikovali
ako identifika¢né body potrebné na potvrdenie a kvoli vypoctu siactu identifika¢nych bodov:

a) musi sa merat minimdlne jeden i6novy ukazovatel a
b) vsetky prislusné merané iénové ukazovatele musia splnat vyssie opisané kritérid a

¢) na dosiahnutie minimalneho poctu identifikacnych bodov je mozné skombinovat maximaélne tri rozne tech-
niky.

Tabulka 5

Vztah medzi skupinou tried hmotnostnych fragmentov a ziskanymi identifikaénymi bodmi

Technika hmotnostnej spektrometrie Ziskané identifikacné body na idn

Hmotnostnd spektrometria s nizkym rozliSenim 1,0
(LR)

LR-MS" s ibnom prekurzora 1,0
LR-MS" s produktmi prechodu 1,5
HRMS 2,0
HR-MS" s iénom prekurzora 2,0
HR-MS" s produktmi prechodu 2,5

Poznamky pod ¢iarou:

(1) Kazdy i6n sa moze zapocitat len raz.

(2) GC-MS, ktord vyuziva ionizdciu ndrazom elektronov, sa povazuje za techniku odliSujicu sa od GC-MS, ktord vyuziva
chemickd ionizdciu.

(3) Na zvysenie poctu identifika¢nych bodov sa mozu pouzit rozne analyzované latky iba vtedy, ked derivity vyuzivaji rozne
mechanizmy chemickej reakcie.

(4) V pripade latok zo skupiny A v prilohe I k smernici 96/23[ES, ak sa v priebehu analytického postupu pouziva jedna z
tychto technik: HPLC spojend so spektrofotometriou pomocou diédového pola (DAD) s tplnym zdznamom hmotnostnych
spektier; HPLC spojend s fluorescencnou detekciou; HPLC spojend s imunogramom; dvojrozmernd TLC spojend so spektro-
metrickou detekciou; je mozné pridat maximalne jeden identifikacny bod za predpokladu, Ze st splnené prislusné kritérid
pre tieto techniky.

(5) Medzi produkty prechodu patria dcérske aj pradcérske produkty.

Tabulka 6

Priklady poctov identifikaénych bodov ziskanych zo skupiny technik a ich kombindcii (n je celé kladné &islo)

Technika (techniky) Pocet iénov Pocet identifika¢nych bodov

GC-MS) (EI alebo CI) N n

GC-MS (El a CI) 2 (E)) + 2 (Q)) 4

GC-MS (EI alebo CI) 2 derivity | 2 (derivat A) + 2 (derivit B) 4

LC-MS N n

GC-MS-MS 1 prekurzor a 2 dcérske produkty 4

LC-MS-MS 1 prekurzor a 2 dcérske produkty 4

GC-MS-MS 2 i6ny prekurzora, kazdy s 1 dcérskym 5
produktom

LC-MS-MS 2 i6ny prekurzora, kazdy s 1 dcérskym 5
produktom

LC-MS-MS-MS 1 prekurzor, kazdd s 1 dcérskym a 2 pradcér- | 5,5
skymi produktmi

HRMS N 2n

GC-MS a LC-MS 2 +2

GC-MS a HRMS 2 +1
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2.3.4.1.

2.3.4.2.

2.3.5.1.

2.3.5.2.

Pracovné kritérid a iné poZiadavky na chromatografiu spojenii s infracervenou detekciou

Adekvitne piky: Adekvdtne piky st absorbéné maximd v infracervenom spektre kalibracného standardu, ktoré
splfaj tieto poziadavky:

Infralervend detekcia
Absorbéné maximum: Nachddza sa v pdsme vlnovych ¢isel 4000 — 500 cm.

Intenzita absorbcie: Nesmie byt mensia nez bud:
a) mernd moldrna absorbancia 40 vzhladom na zdkladnt liniu piku; alebo

b) relativna absorbancia 12,5 % z absorbancie najintenzivnejsicho piku v oblasti 4 000 — 500 cm,

ak st obidve merané vzhladom na nulovi absorbanciu a 5 % z absorbancie najintenzivnejsicho piku
v oblasti 4 000 — 500 cm'!, ak sti obidve merané vzhladom na zdkladnd liniu piku.

Pozndmka:

I ked z teoretického hladiska je mozné uprednostnit adekvétne piky podla bodu a), v praxi je lahsie urcovat
adekvitne piky podla bodu b).

Pocet pikov v infracervenom spektre analyzovanej ldtky, ktorych frekvencie zodpovedaji niektorému adekvit-
nemu piku v spektre kalibra¢ného $tandardu, sa urcuje v rozmedzi + 1 cm.

Interpretdcia idajov z infracerveného spektra

K absorbcii prichddza vo vietkych oblastiach spektra analyzovanej latky, ktoré zodpovedaji niektorému
adekvatnemu piku v referencnom spektre kalibracného Standardu. V infracervenom spektre kalibra¢ného
standardu sa vyzaduje minimdlne Sest adekvatnych pikov. Ak existuje menej nez Sest adekvétnych pikov (7),
spektrum na vystupe sa nemoze pouZivat ako referencné spektrum. ,Skore, t. j. percento poctu adekvatnych
pikov v infracervenom spektre analyzovanej latky, musi byt najmenej 50. Ak neexistuje presnd zhoda s niek-
torym adekvétnym pikom, prislusnd oblast spektra analyzovanej latky musi byt konzistentnd s pritomnostou
zhodujiceho sa piku. Tento postup je mozné uplatnit len na absorbéné piky v spektre vzorky s intenzitou
najmenej trikrdt vysSou nez hodnota Sumu pik-pik.

Pracovné kritérid a iné poziadavky na stanovenie analyzovanej litky pomocou kvapalinovej chroma-
tografie (LC) s inymi detekénymi technikami

Chromatografickd separdcia

Ak je k dispozicii materidl vhodny na tento wcel, pouziva sa interny Standard. Najvhodnejsie je, ak je to
pribuzny Standard s retenénym Casom blizkym retenénému Casu analyzovanej latky. Analyzovand litka sa
eluuje v reten¢nom case, ktory je typicky pre zodpovedajici kalibra¢ny Standard v rovnakych experimentdl-
nych podmienkach. Minimdlny prijatelny retencny ¢as analyzovanej litky je dvojndsobkom retencného casu
zodpovedajiceho prazdnemu objemu stlpca. Pomer retenéného Casu analyzovanej litky k retenénému casu
interného Standardu, t. j. relativny retencny cas analyzovanej latky, je rovnaky ako relativny reten¢ny cas kali-
bra¢ného tandardu vo vhodnej matrici, v rozmedzi + 2,5 %.

Detekcia so zdznamom celého hmotnostného spektra (full scan) v ultrafialovom svetle/vo viditelnom svetle (UV/VIS)
Musia byt splnené pracovné kritérid metdd kvapalinovej chromatografie (LC).

Absorbéné maximd v spektre analyzovanej litky musia byt na rovnakych vinovych dizkach ako absorbcné
maximd v spektre kalibra¢ného Standardu v rozmedzi urcenom rozliSenim detekéného systému. V pripade
detekcie pomocou diddového pola je to typicky v rozmedzi + 2 nm. Pre tie Casti tychto dvoch spektier,
ktoré maji relativnu absorbanciu 10 %, nesmie byt spektrum analyzovanej latky nad 220 nm viditelne
odlisné od spektra kalibra¢ného Standardu. Toto kritérium je splnené, ak, po prvé, existuji tie isté maximd
a po druhé, ak rozdiel medzi tymito dvomi spektrami nie je v Ziadnom pozorovanom bode vic¢si nez 10 %
absorbancie kalibratného $tandardu. V pripade, Ze sa vyuziva vyhladdvanie a zistovanie zhody pomocou
pocitacovych kniznic, musi byt pri porovnani ddajov zo spektier skiSobnych vzoriek s tdajmi zo spektier
kalibra¢ného roztoku prekroceny kriticky koeficient zhody. Hodnota tohto koeficientu sa urcuje v priebehu
valida¢ného procesu pre kazdd analyzovand latku na zdklade spektier, pre ktoré su splnené vyssie opisané
kritérid. Kontroluje sa premenlivost spektier sposobend matricou vzorky a ¢innostou detektora.
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2.3.5.3.

2.3.5.4

2.3.5.5.

Pracovné kritérid pre fluorometrickii detekciu
Musia byt splnené pracovné kritérid pre metédy kvapalinovej chromatografie (LC).

Pouziva sa pre molekuly, ktoré vykazuja prirodzend fluorescenciu a molekuly, ktoré vykazujii fluorescenciu
po transformdcii alebo derivatizdcii. Vyber budiacej a emisnej vlnovej dlzky v spojeni s chromatografickymi
podmienkami sa robi takym sposobom, aby sa minimalizoval vyskyt interferujicich zloziek v extraktoch zo
slepej vzorky.

Najbliz§ie maximum piku v chromatograme je oddelené od urceného piku analyzovanej litky najmenej
jednou plnou sirkou piku v 10 % maximadlnej vysky piku analyzovanej latky.

Pracovné kritérid na stanovenie analyzovanej ldtky kvapalinovou chromatografiou (LC) spojenou s imunogramom

Kvapalinovd chromatografia spojend s imunogramom samotnd nie je vhodnd na pouzivanie ako konfirma¢nd
metdda.

Musia byt splnené prislusné pracovné kritérid na LC metddy.

Preddefinované parametre kontroly kvality, napr. nespecifické vizby, relativne vizby kontrolnych vzoriek,
hodnota absorbancie slepej vzorky sa musia nachddzat v rdmci limitov ziskanych v priebehu validécie

skusky.
Imunogram sa musi zostrojit z najmenej piatich Casti.
Kazdd frakcia musi byt mensia nez polovica Sirky piku.

Frakcia s maximdlnym obsahom analyzovanej latky musi byt rovnakd pre podozrivii vzorku, nezhodna
kontrolnd vzorku a Standard.

Stanovenie analyzovanej litky pomocou kvapalinovej chromatografie (LC) s detekciou v ultrafialovom svetle/vo viditelnom
svetle (UV/VIS) (jedna vinovd dizka)

Kvapalinovd chromatografia s detekciou v ultrafialovom svetlefvo viditelnom svetle (jedna vinovd dizka)
samotnd nie je vhodnd na pouzivanie ako konfirma¢nd metdda.

Najblizdie maximum piku v chromatograme je oddelené od urc¢eného piku analyzovanej litky najmenej
jednou plnou sirkou piku v 10 % maximélnej vysky piku analyzovanej latky.

Pracovné kritérid a ostatné poziadavky na stanovenie pritomnosti analyzovanej litky dvojrozmernou
chromatografiou v tenkej vrstve (2-D TLC) spojenou so spektrometrickou detekciou s dplnym
ziznamom v ultrafialovom svetle/vo viditelnom svetle (UV/VIS)

Dvojrozmernd vykonnd chromatografia v tenkej vrstve (HPTLC) a kochromatogafia st povinné.
Hodnoty RF analyzovanej latky sdhlasia s hodnotami RF v Standardoch v rozmedzi + 5 %.
Vizudlny vzhlad analyzovanej litky je nerozliSitelny od vizudlneho vzhladu Standardu.

Pre $kvrny rovnakej farby by mal byt stred najblizsej skvrny oddeleny od stredu Skvrny analyzovanej litky
najmenej o vzdialenost polovice st¢tu priemerov skvin.

Spektrum analyzovanej ldtky nesmie byt vizudlne odlisné od spektra Standardu tak, ako je to opisané pre
detekciu s tGiplnym zdznamom v ultrafialovom svetle/vo viditelnom svetle (UV/VIS).

V pripade, Ze sa pouziva vyhladdvanie a zistovanie zhody pomocou pocitacovych kniznic, musi byt pri
porovnani tdajov zo spektier skiiSobnych vzoriek s tdajmi zo spektier kalibra¢ného roztoku prekroceny
kriticky koeficient zhody. Hodnota tohto koeficientu sa urc¢uje v priebehu valida¢ného procesu pre kazdu
analyzovand latku na zdklade spektier, pre ktoré st splnené vyssie opisané kritérid. Kontroluje sa premenlivost
spektier sposobend matricou vzoriek a ¢innostou detektora.

Pracovné kritérid a poZiadavky na stanovenie pritomnosti analyzovanej litky plynovou chromatogra-
fiou (GC) v spojeni s detekciou pomocou zichytu elektrénov (ECD)

Ak je k dispozicii materidl vhodny na tento Gcel, pouZziva sa interny Standard. Najvhodnejsie je, ak je to
pribuznd litka s retenénym ¢asom blizkym retenénému Casu analyzovanej latky. Analyzovand litka sa eluuje
s retenénym Casom, ktory je typicky pre zodpovedajiici kalibra¢ny Standard v rovnakych experimentalnych
podmienkach. Minimélny prijatelny retencny Cas analyzovanej litky je dvojndsobkom retenéného casu zodpo-
vedajicemu prazdnemu objemu stlpca. Pomer retenc¢ného casu analyzovanej latky k retenénému casu inter-
ného Standardu, t. j. relativny reten¢ny ¢as analyzovanej latky, je rovnaky ako relativny reten¢ny cas kalibrac-
ného Standardu vo vhodnej matrici, v rozmedzi + 0,5 %. Najblizie maximum piku v chromatograme je
oddelené od urceného piku analyzovanej litky najmenej jednou plnou $irkou piku v 10 % maximaélnej vysky
piku analyzovanej latky. Kvoli ziskaniu dalsich informécif je mozné pouzit kochromatografiu.
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2.4 KONFIRMACNE METODY PRVKOV

Konfirmacné analyzy chemickych prvkov st zalozené na koncepcii jednoznacnej identifikdcie a spravnej, ako aj presnej
kvantifikicie pomocou fyzikalno-chemickych vlastnosti jedine¢nych pre prislusny chemicky prvok (napr. charakteristicka
vlnova dlzka emitovaného alebo absorbovaného Zziarenia daného prvku, atdmova hmotnost) na prislusnej drovni.

Na identifikdciu chemickych prvkov sa povazujii za vhodné tieto metddy alebo kombindcie metdd:

Tabulka 7

Vhodné konfirmaéné met6dy chemickych prvkov

Technika Merany parameter

Diferencidlna impulznd anodickd stripovéd voltame- | Elektricky signdl

tria

Atémova absorbénd spektrometria

Plameriovd Absorbénd vinovi dizka
Tvorba hydridov Absorbénd vinova dizka
Odparovanie za studena Absorbénd vinova dizka
Elektrotermdlna atomizdcia (grafitovd pec) Absorbénd vinové dizka

Atémové emisnd spektrometria

Indukéne viazand plazma Emisnd vinov dfzka

Hmotnostnd spektrometria

Indukéne viazand plazma Pomer hmotnosti k ndboju

2.4.1.

2.4.2.

2.4.2.1.

Vseobecné pracovné kritérid a iné poziadavky na konfirmaéné met6dy

Referencné alebo fortifikované materidly obsahujice zndme mnozstvd analyzovanej litky s hodnotami na
trovni povoleného limitu alebo rozhodovacieho limitu (nezhodnd kontrolnd vzorka) alebo v ich blizkosti, ako
aj zhodné kontrolné materidly a slepé pokusy, by mali podla moznosti prechddzat celyjm postupom sticasne
s kazdou skupinou analyzovanych skasobnych vzoriek. Odportcané poradie vstrekovania extraktov do analy-
tického pristroja: slepy pokus, zhodnd kontrolnd vzorka, vzorka, ktort treba potvrdit, zhodnd kontrolnd vzorka
a nakoniec nezhodnd kontrolnd vzorka. Kazdd zmena tejto postupnosti sa musi zdovodnit.

prislo k dplnému rozkladu organickej matrice, ¢im sa ziskaja roztoky. Mozno to dosiahnut pouzitim postupov
mikrovlnnej mineralizécie, ktorymi sa minimalizuje riziko straty afalebo kontamindcie prislusnych analyzova-
nych ldtok. Pouzivaji sa dekontaminované teflonové nddoby dobrej kvality. Ak sa pouzivaji iné metddy
mokrého alebo suchého rozkladu, musi byt k dispozicii dokumentovany dokaz, ktorym sa vylac¢i vznik
moznych javov spojenych so stratami alebo kontaminaciou. Ako alternativu k rozkladu je mozné za urcitych
okolnosti zvolit postupy separdcie (napr. extrakcia), ktorymi sa analyzované latky separujii od zloZiek matrice
a/alebo sa zvySuje koncentrécia analyzovanych ldtok kvoli ich zavedeniu do analytického zariadenia.

Pokial ide o kalibréciu, ¢i uz vonkajsiu alebo zaloZenti na metéde Standardného pridavku, treba dévat pozor na
to, aby nebol prekroceny pracovny rozsah stanoveny pre analyzu. V pripade vonkajsej kalibrdcie sa kalibracné
Standardy povinne pripravujii v roztoku, ktory sa ¢o najpresnejsie zhoduje so zlozenim roztoku vzorky. Ak si
to vyzaduji osobitné analytické okolnosti, uplatiiuje sa aj korekcia na pozadie.

Doplnkové pracovné kritérid a iné poziadavky na kvantitativne analytické met6dy

Pravdivost kvantitativnych metéd

V pripade opakovanych analyz certifikovaného referenéného materidlu na pritomnost prvkov sa odchylka expe-
rimentédlne uréeného priemerného obsahu od certifikovanej hodnoty nesmie nachddzat mimo limitu + 10 %.
Ak takéto certifikované referen¢né materidly (CRMs) nie st k dispozicii, je prijatelné, aby sa pravdivost merani
hodnotila prostrednictvom vytaznosti pridavkov zndmych mnozstiev prvku do nezndmych vzoriek. Treba
upozornit na skutocnost, Ze pridany prvok, na rozdiel od analyzovanej litky, nie je chemicky viazany v sku-
tocnej matrici, a preto vysledky ziskané tymto pristupom maji nizsiu platnost nez vysledky dosiahnuté
pouzitim certifikovanych referenc¢nych materidlov. Udaje o vytaznosti st prijatelné, len ak sa nachddzaja v roz-
medzi £ 10 % okolo cielovej hodnoty.
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2.4.2.2. Presnost kvantitativnych metdd

V pripade opakovanej analyzy vzorky vykondvanej v podmienkach vnutrolaboratornej reprodukovatelnosti
nesmie vnitrolaboratorny variaény koeficient (CV) priemernej hodnoty prekrocit tieto hodnoty:

Tabulka 8

CV na kvantitativne metédy v rozmedzi hmotnostnych zlomkov prvkov

Hmotnostny zlomok CV (%)
> 10 pglkg az 100 pglkg 25
> 100 pglkg az 1 000 pglkg 15
> 1 000 pg/kg 10

2.4.3. Osobitné poziadavky na diferencidlnu impulznd anodickd stripova voltametriu (DPASV)

Pred vykonanim operdcii stanovenia metédou DPASV je najdolezitejsie tiplne znicit organickd hmotu vo vzor-
kéch. Na voltamogramoch nesmt byt vidiet Ziadne Siroké signdly sposobené pritomnostou organickych mate-
ridlov. Vysku pikov ziskanych metédou DPASV mozu ovplyviiovat zlozky anorganickej matrice. Z tohto
dovodu sa musi kvantifikdcia vykonat metédou Standardného pridavku. Spolu s metédou sa dodavaji vzory
typickych voltamogramov roztoku vzorky.

2.4.4.  Osobitné poziadavky na atémovad absorbénii spektrometriu (AAS)

Tdto technika je v zdsade jednoprvkovd a z tohto dovodu si vyzaduje optimalizovat nastavenie experimentdl-
nych parametrov v zévislosti od konkrétneho kvantifikovaného prvku. Vysledky sa vsade, kde je to mozné,
kvalitativne a kvantitativne kontroluji pomocou alternativnych absorbénych ¢iar (idedlne je vybrat dve rozne
Ciary). Kalibra¢né Standardy sa pripravuji v matrici roztoku, ktord sa ¢o najpresnejSie zhoduje s matricou
meraného roztoku vzorky (napr. koncentrdcia kyseliny alebo zloZenie modifikdtora). V3etky ¢inidld majii kvoli
minimalizdcii slepych hodnét najvyssiu dostupnd Cistotu. V zdvislosti od zvoleného rezimu odparovania af
alebo atomizdcie vzorky je mozné rozliSovat rozne typy AAS.

2.4.4.1. Osobitné poziadavky na plamefiovii AAS

Nastavené parametre pristroja sa optimalizuji na kazdy prvok. Musi sa kontrolovat najma zloZenie a prietoky
plynov. Aby sa zabranilo interferencidm sposobenym absorbciou pozadia, pouziva sa korektor zdroja kontinua.
V pripade nezndmych matric sa vykondva kontrola, ¢i je potrebnd korekcia na pozadie alebo nie.

2.4.4.2. Osobitné poziadavky na atémovii absorbcnii spektrometriu s grafitovou pecou

Kontamindcia v laboratériu ¢asto ovplyviiuje spravnost pri praci s ultra stopovymi hodnotami v grafitovej
peci. Z tohto dovodu by sa na manipuldcie so vzorkou a Standardom mali pouzivat ¢inidld s vysokou Cistotou,
deionizovand voda a inertné plastové predmety. Nastavené parametre pristroja sa optimalizuji na kazdy prvok.
Musia sa kontrolovat najmid podmienky predspracovania a atomizicie (teplota, Cas) a zmeny matrice.

Prica v podmienkach izotermalnej atomizdcie (napr. prie¢ny ohrev grafitovej skimavky s integrovanou
Lvovovou plosinou (8)) zmensi vplyv matrice tykajici sa atomizdcie analyzovanej ldtky. V spojeni so zmenou
matrice a korekciou na Zeemanovo pozadie (9) bude mozna kvantifikdcia prostrednictvom kalibra¢nej krivky
zaloZenej na merani{ vodnych Standardnych roztokov.

2.4.5. Osobitné poziadavky na atémovi absorbénii spektrometriu s tvorbou hydridov

Organické latky obsahujtce prvky ako arzén, bizmut, germdnium, olovo, antimén, selén, cin a telir mozu byt
velmi stabilné a kvoli ziskaniu sprévnych vysledkov tykajicich sa celkového obsahu prvkov je potrebné rozlozit
ich oxidaciou. Z tohto dovodu sa odporaca mikroviny rozklad alebo vysokotlakové spopolnenie v silne oxidac-
nych podmienkach. Najvicsia starostlivost sa musi venovat tiplnej a reprodukovatelnej premene tychto prvkov
na ich prislusné hydridy.

Tvorba arzenovodika v roztoku kyseliny chlorovodikovej s NaBH, zdvisi od oxida¢ného stavu arzénu (AslIl:
rychla tvorba, AS V: dlhsi ¢as tvorby). Aby sa zabranilo strate citlivosti stanovenia pritomnosti As V technikou
prietokového vstrekovania, sposobenej kritkym reakénym casom v tomto systéme, musi sa As V po
oxida¢nom rozklade zredukovat na As III. Na tento ucel je vhodny iodid draselny/kyselina askorbové alebo
cystein. Slepé vzorky, kalibraéné roztoky a roztoky vzoriek sa oSetruji rovnakym spésobom. Prica s ddv-
kovym systémom umoziuje stanovit obidva druhy arzénu bez vplyvu na presnost. V dosledku spomalenej
tvorby hydridu arzénu V sa kalibrdcia vykondva integraciou plochy piku. Nastavené parametre pristroja sa opti-
malizuju. Prietok plynu, ktorym sa hydrid prendsa do atomizéra, je zvlast dolezity a kontroluje sa.
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2.4.6.

2.4.7.

2.4.8.

Osobitné poziadavky na atémovia absorbénd spektrometriu s odparovanim za stude na

Odparovanie za studena sa vyuziva len v pripade ortuti. V dosledku strat odparovanim a adsorpciou prvkovej
ortuti je v priebehu celej analyzy potrebnd zvldstna opatrnost. Starostlivo sa musi branit kontamindcii ¢inidlami
alebo prostredim.

Organické latky obsahujiice ortut je kvoli ziskaniu spravnych vysledkov tykajicich sa celkového obsahu ortuti
potrebné rozlozit oxidéxiou. Na rozklad je potrebné pouzivat hermetické systémy s mikrovinym rozkladom
alebo vysokotlakovy spopoliiovac. Osobitni starostlivost je potrebné venovat Cisteniu zariadenia, ktoré prislo
do styku s ortutou.

Prica technikou prietokového vstrekovania je vyhodnd. Pokial ide o dolné rozhodovacie limity, odporica sa
vykonat adsorpciu prvkovej ortuti na adsorbéri zo zlata/platiny, po ktorej nasleduje termdlna desorpcia. Styk
adsorbéra alebo komory s vlhkostou rusf meranie a musi sa mu zabrdnit.

Osobitné poziadavky na atémovi emisnii spektrometriu s indukéne viazanou plazmou (ICP-AES)

Atémové emisnd spektrometria s indukéne viazanou plazmou (10) je viacprvkovd metdda, ktord umoziuje
stcasne merat rozne prvky. Kvoli pouzitiu metédy ICP-AES sa vzorky musia najprv rozlozit, ¢im sa rozlozia
organické matrice. Pouzivaji sa hermetické systémy s mikrovinym rozkladom alebo vysokotlakovym spopolrio-
vanim. Pre zmysluplné pouzivanie analyzy metédou ICP-AES majii zakladny vyznam kalibrécia pristroja
a vyber prvku alebo vlnovej dlzky. Pokial ide o kalibrdciu pristroja, v pripade linedrnych kalibra¢nych kriviek
je zvycajne potrebné merat kalibra¢né roztoky len so Styrmi koncentrdciami, pretoze kalibracné krivky pre
metédu ICP-AES st vo vSeobecnosti linedrne v rozpiti Styroch az Siestich rddov hodnoty koncentrdcie. Kali-
bricia systému ICP-AES by sa mala za normdlnych okolnosti vykonat viacprvkovym $tandardom, ktory sa
pripravuje v roztoku obsahujicom rovnakd koncentrdciu kyseliny ako merany roztok. V pripade linedrnej
krivky sa kontrolujti koncentrécie prvkov.

Vyber vlnovych dizok pre meranie emisie z analyzovanych litok je primerany koncentricidm prvkov, ktoré je
potrebné stanovit. Ak sa koncentrdcia analyzovanej latky nachddza mimo pracovného rozsahu emisnej Ciary,
pouZije sa ind emisnd Ciara. Najprv sa vyberie emisnd ¢iara najvyssej citlivosti (bez interferencie) potom ciara
mensej citlivosti. Pri prdci na limite detekcie alebo v jeho v blizkosti je Ciara najvyssej citlivosti pre dand analy-
zovanu latku zvycajne najlepSou volbou. Najvicsie tazkosti s metddou ICP-AES sposobuji spektralne interfe-
rencie a interferencie pozadia. Moznymi druhmi interferencii sti napr. jednoduchy posun pozadia, posun
pozadia so sklonom, priame prekrytie spektier a komplexny posun pozadia. Kazdy z tychto druhov interfe-
rencii ma svoje vlastné priciny a napravné prostriedky. Korekcie interferencif a optimalizacia pracovnych para-
metrov sa uplatiiuji v zdvislosti od matric. Niektorym druhom interferencii je mozné zabranit zriedenim alebo
Upravou matric. Spolu s kazdou ddvkou analyzovanych skdSobnych vzoriek sa rovnakym spdsobom ako
skasobné vzorky spracovdva referencny a fortifikovany materidl obsahujici zndme mnozstvd analyzovanej
latky (analyzovanych latok), ako aj slepy materidl. V pripade skiiSok posunu sa Standard kontroluje napr. po 10
vzorkéch. Vsetky ¢inidld a plazmovy plyn maji najvyssiu dostupnt Cistotu.

Osobitné poziadavky na indukéne viazand hmotnostnii spektrometriu (ICP-MS) (11)

Stanovenie stopovych prvkov strednej atdmovej hmotnosti, ako je chrém, med a nikel, moze byt vystavené
silnej interferencii od ostatnych izobarickych a viacatémovych iénov. Tomu sa dd predist, len ak je k dispozicii
rozliSovacia schopnost s hodnotou najmenej 7000 — 8000. Medzi tazkosti spojené s technikami hmotnostnej
spektrometrie patri pristrojovy drift, d¢inky matrice a interferencie od molekuldrnych iénov (m/z < 80). Na
korekciu pristrojového driftu a dcinkov matrice je potrebnd viacndsobnd internd $tandardizacia vztahujica sa
na ten isty rozsah hmotnosti, ako majii stanovované prvky.

Pred zaciatkom merani metédou ICP-MS je potrebné tplne rozlozit organickd hmotu vo vzorkdch. Tak, ako
v pripade atémovej absorbénej spektrometrie, po rozklade v hermetickych nddobdch je potrebné previest
prchavé prvky, napr. j6d, do stabilného oxida¢ného stavu. Najsilnejsie interferencie pochddzaji od kombindcif
molekuldrnych iénov argénu (plazmovy plyn), vodika, uhlika, dusika a kyslika (rozkladné kyseliny, necistoty
v plazmovom plyne a strhdvané atmosférické plyny) a od matrice vzorky. Na potlacenie tychto druhov interfe-
rencif je potrebny tplny rozklad, merania hodnot pozadia, vhodny vyber analytickych hmotnosti niekedy savi-
siacich s mensim vyskytom (horsi limit detekcie) a rozkladnych kyselin, napr. kyseliny dusi¢nej.

V pripade stanovovanych prvkov je potrebné vylucit interferencie vhodnym vyberom 3pecifickych analytickych
hmotnosti vritane potvrdenia izotopovych pomerov. Pri kazdom meran{ sa pomocou internych 3tandardov
skontroluje odozva pristroja pri zohladneni Fanovych koeficientov.
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3. VALIDACIA
Validéciou sa preukazuje, Ze dand analytickd metéda splia kritérid vztahujice sa na prislusné pracovné charakteristiky.

Rozne kontrolné ucely si vyzaduji rozne kategérie metdd. V- dalej uvedenej tabulke je stanovené, ktoré pracovné cha-
rakteristiky sa overuji pre ktory typ met6dy.

Tabulka 9

Klasifikdcia analytickych metéd podla pracovnych charakteristik, ktoré je potrebné urcit

Limit Rozhodo- | Pravdivost/ Presnost | Selektivita/ | Uplatnitel-
detekcie vaci limit vytaznost Specifickost | nost/robust-
CCp CCa nost/stabi-
lita
Kvalitativne S + - - R + 4
metddy
C + + - - + +
Kvantitativne S + - - ¥ + +
met6dy
C + + + + + +

S = skriningové met6dy; C = konfirmaéné metddy; + = urcenie je povinné.

3.1. VALIDACNE POSTUPY

V tejto kapitole st uvedené priklady afalebo odkazy na validacné postupy analytickych metéd. Je mozné pouzivat iné
pristupy, ktorymi sa preukdze, Ze dand analytickd met6da splia pracovné kritérid pre pracovné charakteristiky, za pred-
pokladu, Ze sa nimi dosiahne rovnakd droveri a kvalita informdcif.

Validdciu je mozné urobit aj vykonanim medzilaboratérneho porovnania, ktoré je ustanovené Alimentirnym kédexom,
ISO alebo IUPAC (12) alebo alternativnymi metddami, ako st vnitrolaboratérna validécia alebo vlastnd validacia (13)
(14). Tato cast sa zameriava na vnitrolaboratornu validdciu (alebo vlastnti validdciu) pomocou moduldrneho pristupu.
Tento pristup pozostdva zo:

1. stboru vieobecnych pracovnych charakteristik nezavislych od pouzitého modelu validdcie a

2. 3pecifickejsich postupov zévislych od modelu opisanych v tabulke 10.
Tabulka 10

Pracovné parametre nezdvislé od modelu a zivislé od modelu

Validdcia

Pracovné parametre

Py Pracovné parametre zavislé od modelu
nezavislé od modelu

Vseobecné pracovné

charakteristiky (3.1.1) Konvenc¢ny pristup k validacii (3.1.2)

Pristup typu vlastna validdcia (3.1.3)

Specifickost Vytaznost Vytaznost
Pravdivost Opakovatelnost Opakovatelnost

Robustnost: malé zmeny | Vnutrolaboatérna reprodukovatelnost Vnitrolaboratérna reprodukovatelnost

Stabilita Reprodukovatelnost Reprodukovatelnost
Rozhodovaci limit (CCa)

Detekénd schopnost (CCB)

Rozhodovaci limit (CCa)
Detekénd schopnost (CCB)
Kalibra¢né krivky Kalibra¢na krivka

Robustnost: velké zmeny Robustnost
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3.1.1.  Pracovné charakteristiky nezdvislé od modelu

Bez ohladu na zvoleny pristup k validdcii sa musia urcit nasledujice pracovné charakteristiky. Kvoli minimali-
zdcii pracovného zataZenia je mozné vyuzit starostlivo navrhnuty a Statisticky spravny pristup ku kombino-
vaniu experimentov vykondvanych s ciefom ur¢it rozne parametre.

3.1.1.1. Specifickost

V pripade analytickych metdd je dolezitd rozliSovacia schopnost medzi analyzovanou litkou a blizko pribuz-
nymi litkami (izoméry, metabolity, produkty degraddcie, endogénne litky, zlozky matrice atd’).Na kontrolu
existencie interferencii st potrebné dva pristupy.

Z tohto dovodu sa vyberaji potencidlne interferujice litky a analyzuja sa prisluiné slepé vzorky s cielom zistit
pritomnost moznych druhov interferencii a odhadndt Gcinok tychto interferencif:

— vyberte skupinu chemicky pribuznych zloziek (metabolity, derivéty atd’) alebo inych latok, ktoré sa pravde-
podobne vyskytujii s prislusnou zlozkou, a ktoré mézu byt pritomné vo vzorkach;

— analyzujte vhodny pocet reprezentativnych slepych vzoriek (n = 20) a skontrolujte vietky druhy interfe-
rencii (signdly, piky, stopy i6nov) v prislusnej oblasti, v ktorej sa ocakdva eluovanie cielovej analyzovanej
latky;

— okrem toho sa reprezentativne slepé vzorky fortifikujii prislusnou koncentriciou latkami, ktoré pravdepo-
dobne interferuju s identifikdciou afalebo kvantifikdciou analyzovanej latky;

— po analyze vysetrite, Ci:
— pritomnost interferencie moZe viest k nespravnej identifikacii,

— pritomnost jedného alebo viacerych druhov interferencii bréni identifikdcii cielovej analyzovanej latky
alebo

— i je kvantifikdcia znacne ovplyvnend.

3.1.1.2. Pravdivost

V tomto odseku je opisané urcenie pravdivosti (jednej zlozky spravnosti). Pravdivost je mozné stanovit len
pomocou certifikovaného referencného materidlu (CRM). Certifikovany referencny materidl sa pouziva vzdy,
ked je k dispozicii. Postup je podrobne opisany v ISO 5725-4 (5). Dalej je uvedeny priklad:

— analyzujte Sest replikitov CRM v stilade s ndvodom na vykon skiisky podla danej metody,

— stanovte koncentréciu analyzovanej ltky pritomnej v kazdej vzorke z replikdtov,

— vypocitajte pre tieto koncentracie priemernti hodnotu, smerodajnd odchylku a varia¢ny koeficient ( %),

— vypocitajte pravdivost vydelenim zistenej priemernej hodnoty koncentrécie certifikovanou hodnotou (name-
ranou ako koncentrdcia) a podiel vyndsobte 100, ¢im vyjadrite vysledok v percentach.

Pravdivost (%) = zistend priemernd hodnota koncentrdcie korigovand na vytaznost x 100/certifikovand
hodnota..

Ak CRM nie je k dispozicii, namiesto pravdivosti je mozné urcit vytaznost postupom opisanym dalej v bode
4.1.2.1.

3.1.1.3. Uplatnitelnost/robustnost (malé zmeny)

Pri tychto $tadidch sa vyuziva tmyselné zavedenie malych vhodnych zmien, ktoré vykondvaji operatori v labo-
ratoriu, a pozorovanie ich dosledkov.

Pred vySetrenim sa musia vykonat 3tidie formou vyberu faktorov predbeznej tpravy vzoriek, Cistenia a ana-
lyzy, ktoré mozu ovplyvnit vysledky merania. Medzi tieto faktory moéze patrit analytik, zdroj a vek ¢inidiel,
rozpustadiel, Standardov a extraktov zo vzoriek, rychlost ohrevu, teplota, hodnota pH, ako aj mnoho inych
faktorov, ktoré sa mozu vyskytniit v laboratériu. Tieto faktory by sa mali upravit, pokial ide o rdd hodnoty,
ktory sa zhoduje s odchylkami, ktoré sa zvycajne vyskytuji medzi laboratériami.

— Identifikujte mozné faktory, ktoré by mohli ovplyviiovat vysledky.

— Kazdy faktor mierne zmete.
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— Vykonajte skisku robustnosti pomocou Youdenovho pristupu (15) (16).(Na tomto mieste je mozné pouzit
iné schvdlené metddy. Youdenov pristup si viak vyzaduje minimum potrebného ¢asu a price). Youdenov
pristup predstavuje frakény faktoridlny ndvrh. Nie je mozné zistit interakcie medzi roznymi faktormi.

— Ak sa ndjde faktor, ktory vyznamne ovplyviiuje vysledky merania, vykonajte dalsie experimenty, na zaklade
ktorych sa rozhodne o limitoch prijatelnosti tohto faktora.

— Faktory, ktoré vyznamne ovplyviiuji vysledky, by mali byt jasne vyznacené v protokole o postupe podla

tejto metddy.

Zékladnou myslienkou je neskimat na jeden raz jednu zmenu, ale zaviest niekolko zmien naraz. Uvedme
priklad, nech A, B, C, D, E, F, G oznacujii nomindlne hodnoty siedmich roznych faktorov, ktoré by mohli
ovplyviovat vysledky, ak sa ich nomindlne hodnoty mierne zmenia. Nech zodpovedajiice malé pismend a, b, c,

d, e, fa g oznacuji ich alternativne hodnoty. Vysledkom je 2 () alebo 128 roznych moznych kombindacii.

Je mozné vybrat podmnozZinu pozostdvajicu z Osmich z tychto kombindcif, u ktorych existuje rovnovaha
medzi velkymi a malymi pismenami (tabulka 11).Musi sa vykonat osem operdcii stanovenia, pri ktorych sa
vyuzije kombindcia vybranych faktorov (A — G). Vysledky tychto operdcif stanovenia st uvedené v nasledujtcej

tabulke 11 ako S - Z.

Tabulka 11

Névrh experimentu so skimanim robustnosti (malé zmeny)

Kombindcia poctu operdcif stanovenia
Hodnota faktora F

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

Vypocty sti uvedené v prikladoch skasok robustnosti v 3.3.

3.1.1.4. Stabilita

Bolo pozorované, Ze nedostatocnd stabilita analyzovanej latky alebo zlozZiek matrice vo vzorke v priebehu skla-
dovania alebo analyzy moze sposobit vyznamné odchylky vysledku analyzy. Okrem toho by sa mala kontro-
lovat aj stabilita kalibra¢ného Standardu v roztoku. Stabilita analyzovanej latky je zvycajne dobre charakterizo-
vand v roznych podmienkach skladovania. Monitorovanie podmienok skladovania tvori sicast bezného akredi-
ta¢ného systému laboratéria. Ak stabilita analyzovanej ltky nie je zndma, dalej st uvedené priklady, ako je

mozné urcit ju.

Stabilita analyzovanej latky v roztoku:

— Pripravte Cerstvé zdsobné roztoky analyzovanej litky (analyzovanych ldtok) a zriedte ich podla ddajov
v ndvode na vykon skusky tak, aby ste ziskali dostatocny pocet alikvétnych casti (napr. 40) s kazdou
vybranou koncentrdciou (v blizkosti minimalneho pozadovaného pracovného limitu v pripade ltok, pre
ktoré nebol urceny povoleny limit, alebo v blizkosti povoleného limitu v pripade ostatnych latok).Pripravte
obidva roztoky analyzovanej latky, ten, ktory bude pouzity na fortifikdciu, aj ten, ktory bude pouzity pri
kone¢nej analyze roztoku a vsetky ostatné roztoky, ktoré si predmetom zdujmu (napr. derivované Stan-

dardy).

— Zmerajte obsah analyzovanej ldtky v Cerstvo pripravenom roztoku podfa ndvodu na vykon skiisky.

— Rozdelte vhodné objemy do vhodnych nddob, oznacte ich a skladujte ich podla tejto schémy:

() Vytazok: té Cast hmotnosti analyzovanej latky obsiahnutej vo vzorke, ktord je pritomnd v kone¢nom extrakte.
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3.1.1.5.

3.1.2.1.

Tabulka 12

Schéma uréenia stability analyzovanej litky v roztoku

-20°C +4°C +20°C
Tmavé miesto 10 alikvétnych Casti 10 alikvétnych Casti 10 alikvétnych casti
Svetlé miesto 10 alikvétnych casti

— C(as skladovania by mohol byt zvoleny v trvan{ jedného, troch a styroch tyzdiiov alebo v pripade potreby
dlhsie, napr. dovtedy, kym v priebehu identifikicie ajalebo kvantifikdcie nebudd pozorované degradacné
javy. Maximalna doba skladovania a optimdlne skladovacie podmienky sa musia zaznamenat.

— Mal by sa vykonat vypocet koncentricie analyzovanej latky (analyzovanych litok) v kazdej alikvétnej Casti
pomocou roztoku analyzovanej litky s koncentraciou 100 % Cerstvo pripraveného v Case analyzy.

Zostavajica analyzovand litka (%) = G x 100/ Ceery

C = koncentrdcia v Case merania

i

cerstrf koncentrécia cerstvého roztoku

Stabilita analyzovanej latky (analyzovanych ldtok) v matrici

— Vidy, ked je to mozné, by sa mali pouZivat zaslané vzorky. -Ak zaslany materidl nie je k dispozicii, mala
by sa pouzit matrica fortifikovand analyzovanou litkou.

— Ak je zaslany materidl k dispozicii, mala by sa stanovit koncentrdcia v tomto materidle, kym je este cerstvy.
Dalsie alikvétne casti z materidlu by sa mali odobrat po jednom, dvoch, styroch a 20 tyzdiioch a mali by
sa stanovit ich koncentrdcie. Tkanivo by sa malo skladovat pri teplote najmenej minus 20 °C alebo, v pri-
pade potreby, nizsej.

— Ak zaslany materidl nie je k dispozicii, odoberte trochu slepého materidlu a homogenizujte ho. Rozdelte
tento materidl na pat alikvotnych casti. Kazda alikvotnu cast fortifikujte analyzovanou latkou, ktord by mala
byt pripravend pokial mozno v malom mnozstve vodného roztoku. Jednu alikvétnu Cast analyzujte hned.
Ostatné alikvétne Casti skladujte pri teplote najmenej minus 20 °C alebo, v pripade potreby, niZsej a analy-
zujte ich po jednom, dvoch, styroch a 20 tyzdroch.

Kalibracné krivky

Ak sa na kvantifikdciu pouzivaju kalibra¢né krivky:

— na zostrojenie krivky by sa malo pouzit najmenej pat hodnot (vratane nuly),

— mal by byt opisany pracovny rozsah krivky,

— mal by byt uvedeny matematicky vzorec krivky a miera zhody tdajov s krivkou,

— mali by byt opisané rozsahy prijatelnosti parametrov krivky.Ak je potrebné vykonat sériovii kalibréciu zalo-
Zeni na Standardnom roztoku, musia byt vyjadrené prijatelné rozsahy parametrov krivky, ktoré sa mozu
menit od série k sérii.

Konvenéné validacné postupy

Vypocet parametrov v stlade s konventnymi metédami si vyzaduje vykonat niekolko jednotlivych experi-
mentov. Pre kazda velkd zmenu (pozri vyssie uvedent podkapitolu o uplatnitelnosti/robustnosti) sa musi urcit
kazda pracovnd charakteristika. V pripade viacanalytovych metdd je mozné analyzovat sicasne viac analyzova-
nych latok, pokial sa predtym vyli¢ia mozné prislusné druhy interferencii. Podobnym sposobom je mozné urcit
niekolko pracovnych charakteristik. TakZe kvoli minimalizécii pracovného zatazenia sa odpordca v ¢o najvicsej
miere kombinovat experimenty (napr. opakovatelnost a vnitrolaboratérnu reprodukovatelnost so $pecific-
kostou, analyzu slepych vzoriek na urcenie rozhodovacieho limitu a skisky $pecifickosti).

Vytaznost
Ak CRM nie je k dispozicii, vytaznost sa musi urcit experimentmi pomocou fortifikovanej slepej matrice, napri-
klad podla tejto schémy:

— vyberte 18 alikvétnych casti slepého materidlu a fortifikujte Sest alikvotnych casti na Grovni 1, 1,5 a dvoj-
ndsobku minimalneho pozadovaného pracovného limitu alebo 0,5, 1 a jedenapolndsobku povoleného
limitu,

— analyzujte vzorky a vypocitajte koncentraciu pritomnt v kazdej vzorke,
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3.1.2.2.

3.1.2.3.

3.1.2.4.

3.1.2.5.

— pomocou dalej uvedenej rovnice vypocitajte vytaznost kazdej vzorky,
— zo0 Siestich vysledkov na kazdej Grovni vypocitajte priemernt vytaznost a CV,

— % vytaznosti = 100 x namerany obsah/troven fortifikdcie.

Tato konvencnd metdda uréenia vytaznosti je variantom metddy Standardného pridavku opisanej v bode 3.5,
ak

— sa za vzorku povazuje slepd vzorka namiesto vzorky, ktort treba analyzovat,
— sa predpokladd, ze vytazok (') a vytaznost () pre tieto dve skdsobné mnozstvd st podobné,
— skasobné vzorky maji rovnaké hmotnosti a extrakty z sktiSobnych mnozstiev maji rovnaké objemy,

— mnozstvo kalibracného $tandardu, ktory sa pridiva do druhého skdsobného mnozstva (obohateného) je
oznacené ako X,pp (Xypp = Par Vi)

— x, je hodnota namerand v slepej vzorke a x, je hodnota namerand v druhom skdsobnom mnozstve
(obohatenom),

— potom % vytaznosti = 100 (x, — X,)/X,pp-

Ak nie je splnend ktordkolvek z vyssie uvedenych podmienok (alebo ak sa to predpokladd), potom sa musi
vykonat Gplny postup urcenia vytaznosti metddou Standardného pridavku opisanou v bode 3.5.

Opakovatelnost

— Pripravte sadu vzoriek so zhodnymi matricami fortifikovanymi analyzovanou ldtkou tak, aby ste ziskali
koncentracie rovnocenné 1, 1,5 a dvojndsobku minimélneho pozadovaného pracovného limitu alebo 0,5, 1
a jedenapolndsobku povoleného limitu.

— Na kazdej trovni by sa mala vykonat analyza s najmenej Siestimi replikdtmi.

— Analyzujte vzorky.

— Vypoditajte koncentraciu zistend v kazdej vzorke.

— Vypocitajte priemernt koncentrdciu, smerodajnt odchylku a varia¢ny koeficient ( %) fortifikovnych vzoriek.
— Zopakujte tieto kroky pri najmenej dvoch inych prilezitostiach.

— Vypoditajte celkové priemerné koncentracie a CV fortifikovanych vzoriek.

Vniitrolaboratdrna reprodukovatelnost

— Pripravte sadu vzoriek zo 3pecifikovaného skiasobného materidlu (zhodné alebo rozdielne matrice) fortifiko-
vanych analyzovanou litkou (analyzovanymi litkami) tak, aby ste ziskali koncentricie rovnocenné 1, 1,5
a dvojndsobku minimalneho pozadovaného pracovného limitu alebo 0,5, 1 a jedenapolndsobku povole-
ného limitu.

— Na kazdej tGirovni by sa mala vykonat analyza s najmenej Siestimi replikdtmi.

— Podla moznosti zopakujte tieto kroky pri najmenej dvoch inych prilezitostiach s réoznymi operdtormi
a v roznych podmienkach prostredia, napr. rozne dvky ¢inidiel, rozpustadiel atd., rozne teploty miest-
nosti, rozne pristroje atd.

— Analyzujte vzorky.
— Vypoditajte koncentraciu zistend v kazdej vzorke.

— Vypocitajte priemernt koncentrdciu, smerodajnt odchylku a varia¢ny koeficient (%) fortifikovnych vzoriek.

Reprodukovatelhost

Ak sa musi overit reprodukovatelnost, laboratérid by sa mali zGcastnit na porovndvacich stididch podla ISO
5725-2 (5).

Rozhodovaci limit (CCa)

Rozhodovaci limit sa musi ur¢it podla poziadaviek na identifikdciu alebo identifikdciu plus kvantifikdciu defino-
vanych v podkapitole ,Pracovné kritérid a iné poziadavky na analytické metédy* (Cast 2).

() Vytazok: té cast hmotnosti analyzovanej latky obsiahnutej vo vzorke, ktord je pritomnd v kone¢nom extrakte.

(%) Vytaznost (v tomto rozhodnuti): td Cast hmotnosti analyzovanej ltky pridanej do vzorky, ktord je pritomnd v kone¢nom extrakte.
V celej zvy$nej Casti dokumentu sa predpokladd, ze vytazok a vytaznost sii rovnaké a z tohto dovodu sa pouziva len pojem vytaz-

nost*.
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V pripade latok, pre ktoré nebol uréeny povoleny limit, je mozné stanovit CCa:

— bud postupom kalibracnej krivky podla 1ISO 11843 (17) (v tomto rozhodnuti sa uvddza ako kritickd
hodnota Cistej stavovej premennej). V tomto pripade sa pouzije slepy materidl fortifikovany v ekvidistant-
nych krokoch na hodnotu minimélneho pozadovaného pracovného limitu a nad tito hodnotu. Analyzujte
vzorky. Po identifikdcii nakreslite graf zdvislosti signalu od pridanej koncentrdcie. Koncentricia zodpoveda-
jlica seku na osiy plus 2,33-krdt smerodajnd odchylka vnutrolaboratérnej reprodukovatelnosti tohto tiseku
je rovnd rozhodovaciemu limitu. Platf to len pre kvantitativne skisky (@ = 1 %),

— alebo analyzou najmenej 20 slepych materidlov na matricu, aby bolo mozné vypocitat pomer signdlu
k Sumu v Casovom intervale, v ktorom sa ocakdva analyzovand litka. Ako rozhodovaci limit je mozné
pouzit trojndsobok pomeru signdlu k $umu. Plati to len pre kvantitativne a kvalitativne skusky.

V pripade litok s ur¢enym povolenym limitom je mozné stanovit CCa:

— bud postupom kalibracnej krivky podla 1ISO 11843 (17) (v tomto rozhodnuti sa uvddza ako kritickd
hodnota cistej stavovej premennej). V tomto pripade sa pouzije slepy material fortifikovany v ekvidistant-
nych krokoch na hodnotu v blizkosti povoleného limitu. Analyzujte vzorky. Po identifikdcii nakreslite graf
zdvislosti signdlu od pridanej koncentracie. Koncentracia zodpovedajiica povolenému limitu plus 1,64-krat
smerodajnd odchylka vnitrolaboratérnej reprodukovatelnosti je rovnd rozhodovaciemu limitu (@ = 5 %),

— alebo analyzou najmenej 20 slepych materidlov na matricu fortifikovanych analyzovanou litkou (analyzova-
nymi ldtkami) na hodnotu povoleného limitu. Koncentracia zodpovedajica povolenému limitu plus 1,64-
krét zodpovedajiica smerodajnd odchylka je rovnd rozhodovaciemu limitu (@ = 5 %).

Pozri tiez ¢lanok 5 a bod 3.2.

3.1.2.6. Detekcnd schopnost (CCp)

Detekénd schopnost by sa mala urcit podla poziadaviek na screening, identifikdciu alebo identifikdciu plus kvan-
tifikdciu podla definicie (pozri Cast 2).

V pripade latok, pre ktoré nebol urceny povoleny limit, je mozné stanovit CCf:

— postupom kalibra¢nej krivky podla ISO 11843 (17) (v tomto rozhodnuti sa uvddza ako minimdlna deteko-
vatelnd hodnota Cistej stavovej premennej). V tomto pripade sa pouziva reprezentativny slepy materidl forti-
fikovany v ekvidistantnych krokoch na hodnotu minimdlneho pozadovaného pracovného limitu a pod tito
hodnotu. Analyzujte vzorky. Po identifikdcii nakreslite graf zdvislosti signdlu od pridanej koncentracie.
Koncentrécia zodpovedajiica rozhodovaciemu limitu plus 1,64-krdt smerodajnd odchylka vnutrolaboratérnej
reprodukovatelnosti priemerného nameraného obsahu na hodnote rozhodovacieho limitu je rovnd detekénej
schopnosti (B = 5 %),

— analyzou najmenej 20 slepych materidlov na matricu fortifikovanych analyzovanou litkou (analyzovanymi
ldtkami) na hodnotu rozhodovacieho limitu. Analyzujte vzorky a identifikujte analyzované litky. Hodnota
rozhodovacieho limitu plus 1,64-krdt smerodajnd odchylka vnutrolaboratérnej reprodukovatelnosti namera-
ného obsahu je rovnd detekénej schopnosti (f = 5 %),

— ak nie st k dispozicii kvantitativne vysledky, je mozné stanovit deteként schopnost vySetrenim slepého
materidlu fortifikovaného na hodnotu rozhodovacieho limit a nad tito hodnotu. V tomto pripade sa
hodnota koncentrécie, na ktorej zostdva len 5 % falosnych zhodnych vysledkov, rovnd detekénej schopnosti
metddy. Z tohto dovodu sa kvoli zabezpeceniu spolahlivej zdkladne pre toto stanovenie musi vykonat
najmenej 20 vySetreni pre najmenej jednu hodnotu koncentricie.

V pripade ltok, pre ktoré bol uréeny povoleny limit, je mozné stanovit CCp:

— bud postupom kalibracnej krivky podla ISO 11843 (17) (v tomto rozhodnuti sa uvddza ako minimdlna
detekovatelnd hodnota Cistej stavovej premennej). V tomto pripade sa pouZije reprezentativny slepy mate-
ridl fortifikovany v ekvidistantnych krokoch na hodnotu v blizkosti povoleného limitu. Analyzujte vzorky
a identifikujte analyzovant latku (analyzované latky). Vypocitajte smerodajni odchylku priemerného name-
raného obsahu na hodnote rozhodovacicho limitu. Koncentricia zodpovedajiica hodnote rozhodovacicho
limitu plus 1,64-krdt smerodajnd odchylka vnttrolaboratérnej reprodukovatelnosti je rovnd detekénej
schopnosti (B = 5 %),

— alebo analyzou najmenej 20 slepych materidlov na matricu fortifikovanych analyzovanou litkou (analyzova-
nymi latkami) na hodnotu rozhodovacieho limitu. Hodnota rozhodovacieho limitu plus 1,64-krdt zodpove-
dajiica smerodajnd odchylka je rovnd detekénej schopnosti (B = 5 %).

Pozri tiez podkapitolu 3.2.
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3.1.2.7. Robustnost (velké zmeny)

Analytickd metéda by sa mala vyskiSat v roznych experimentdlnych podmienkach, ako st napriklad rozne
druhy, rozne matrice alebo rozne podmienky odberu vzoriek. Mali by byt vnesené velké zmeny. DoleZitost
tychto zmien je mozné vyhodnotit, napriklad pomocou Youdenovho pristupu (15) (16). Pre vSetky velké
zmeny, u ktorych sa ukdzalo, Ze majui dolezity G¢inok na vykonanie skisky, by sa mala ur¢it kazdd pracovnd
charakteristika.

3.1.3.  Validicia podIa alternativnych modelov

Ak sa uplatiujt alternativne validatné postupy, vo validaénom protokole sa uvedie zékladny model a stratégia
s prislusnymi nevyhnutnymi podmienkami, predpokladmi a vzorcami, alebo sa aspon uvedii odkazy na ich
dostupnost. V dalSej Casti je uvedeny priklad alternativneho pristupu. Pri uplatiiovani napr. modelu vlastnej
validdcie sa pracovné charakteristiky urcuji sposobom, ktory umoznuje validovat velké zmeny v rdmci toho

istého valida¢ného postupu. Vyzaduje si to navrhnit experimentdlny plan validdcie.

3.1.3.1. Experimentdlny pldn

Experimentdlny plan musi byt navrhnuty v zdvislosti od poctu réznych druhov a roznych faktorov, ktoré s
predmetom vySetrovania. Z toho vyplyva, Ze v prvom kroku celého postupu sa zohladnia pocty vzoriek, ktoré
budii v buddcnosti v laboratériu analyzované, kvoli vyberu najdolezitejsich druhov a tych faktorov, ktoré
mozu ovplyviiovat vysledky merani. Nésledne sa zvoli rozsah koncentricie sposobom, ktory je prispdsobeny

Gcelu podla prislusnej drovne.

Priklad

— stcasne s validovanou analytickou metédou je mozné vysetrovat niekolko analyzovanych latok,

— boli identifikované dve odchylky od vediiceho faktora (A a B). Vedtice faktory vytvaraji zdkladfiu, na ktorej
sa kombinujii drovne faktorov. Medzi tieto vedice faktory mozu patrit také faktory, ako je druh alebo
matrica. V tomto pripade bol vedici faktor zmeneny na dvoch trovniach, t. j. boli zvdzené dva rozne
druhy (druh A a B). Vo vSeobecnosti je mozné menit vediice faktory na viac nez dvoch drovniach, ¢im sa

len zvysuje pocet analyz, ktoré treba vykonat.

— vybrané faktory sa menia na dvoch drovniach (oznacenych ako + alebo -).

Tabulka 13

Priklady faktorov, ktoré sa povazuji za dolezité pre validany postup

Pohlavie zvierata (faktor 1)
Plemeno (faktor 2)
Podmienky prepravy (faktor 3)
Podmienky skladovania (faktor 4)
Cerstvost vzorky (faktor 5)
Podmienky vykrmu (faktor 6)
Rozni operétori s roznymi skiisenostami (faktor 7)
Tabulka 14
Mozny experimentédlny pldn na uvedeny priklad
Druh Faktor 1 | Faktor 2 | Faktor 3 | Faktor 4 | Faktor 5 | Faktor 6 | Faktor 7 | C.vzorky
A + + + + - + - 1
A + + - - + - - 2
A + - + - - - * 3
A + - - + + + + 4
A - + + - + + + 5
A - + - + - - + 6
A - - + + + - - 7
A . . . - : + - 8
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Druh Faktor 1 | Faktor 2 | Faktor 3 | Faktor 4 | Faktor 5 | Faktor 6 | Faktor 7 | C.vzorky

B + + + + + - + 9

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

KedZe kazdd vzorka (kazdd kombindcia hladin faktorov) sa musi obohatit Styrmi roznymi koncentrdciami
v blizkosti prislusnej drovne a pre kazda tiroven sa musi analyzovat jedna slepd vzorka, v rdmci celého vali-

da¢ného experimentu sa musi vykonat 5 x 16 = 80 analyz.

Z tychto 80 merani je mozné vypocitat vysledky (13) (14).

Vytaznost

— opakovatelnost na tiroven koncentricie (s,),

— vniitrolaboratérna reprodukovatelnost na droven koncentrécie (s;),

— rozhodovaci limit (CCa),

— detekénd schopnost (CC),

— silovd krivka (zdvislost b chyby od koncentracie (pozri bod 3.1.3.2)),

— robustnost pri velkych zmendch, robustnost pri malych zmendch je mozné urcit podla odseku 3.1.1.3,

— 16 kalibracnych kriviek vztahujicich sa na vzorky,

— jedna celkovd kalibra¢nd krivka,

— predikény interval celkovej kalibracnej krivky,

— odchylky sposobené matricou (s

— odchylky sposobené pokusom (s

mal) ’

mn) )

— Uc¢inok jednotlivych faktorov na vysledky merani.

Tieto pracovné charakteristiky umoziuji urobit iplné vyhodnotenie pracovnej Grovne metddy, pretoze sa vySe-
truje vplyv nielen jednotlivych faktorov, ale aj prislusnych kombindcii tychto faktorov. Pomocou tohto ndvrhu
experimentu je mozné rozhodniit, ¢i md byt z celkovej kalibracnej krivky vyliceny jeden alebo druhy z vybra-

nych faktorov, pretoze sa vyznamnym spdsobom odchyluje od smerodajnych odchylok ostatnych faktorov.

3.1.3.2. Silovd krivka

Silové krivka poskytuje informécie o detekénej schopnosti metdédy v rdmci vybraného rozsahu koncentricii.
Pri uplatiovani vySetrovanej metddy sa vztahuje na riziko chyby f. Silovd krivka umoziuje pocitat detekéné
schopnosti prislusnych kategérii metdd (screeningové, konfirmacné) alebo typy metdd (kvalitativne alebo kvan-

titativne) pre urcitd velkost chyby f (napr. 5 %).
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Pravdepodobnost' P

3.1.3.3.

Obrazok 1
Silova krivka
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Na obrézku 1 je zndzorneny priklad grafického urcenia detekénej schopnosti (CCB) analytickej metddy. Tato
konkrétna metéda ma zvyskové riziko prijatia falodného rozhodnutia 5 % pri koncentracii 0,50 pg/kg. Pri
koncentracii 0,55 pg/kg sa riziko prijatia falosného zhodného rozhodnutia zvysuje na 1 %.

Reprodukovatelnost

Koncepcia uréenia reprodukovatelnosti metédy vnutrolaboratérnou validdciou (vlastnou validdciou) si vyzaduje
opakovan tcast na skaskach sposobilosti v stlade s priruckou ISO 43-1 (3) a 43-2 (4). Laboratdrid si mozu
vybrat svoje vlastné metddy za predpokladu, Ze tieto metddy sa pouzivaji v beznych podmienkach. Na vyhod-
notenie reprodukovatelnosti metédy je mozné vyuzit smerodajni odchylku laboratéria.
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Frekvencia

3.2. GRAFICKE ZNAZORNENIE ROZNYCH ANALYTICKYCH LIMITOV

Obrézok 2
Latky, na ktoré nebol uréeny povoleny limit.
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CCa

ccp

Odozva

Priemernd hodnota odozvy kontaminovanej vzorky

Smerodajna odchylka slepej vzorky (uréend v podmienkach vnttrolaboratérnej reprodukovatelnosti)

Smerodajna odchylka kontaminovanej vzorky (uréend v podmienkach vnitrolaboratdrnej

reprodukovatelnosti)

Miera falosnych nezhodnych vysledkov
Miera falosnych zhodnych vysledkov
Odozva pri danej chybe aa 50 % chybe f

Odozva pri velmi malej chybe a chybe p
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Frekvencia

Obrézok 3
Létky s urCenym povolenym limitom

Povoleny limit (PL)

CCo CCp

1,64sMrL 1,64s¢

P

CCa

ccp

Koncentracia

Priemernd ,koncentracia“ slepej vzorky

Priemerna koncentracia vzorky obsahujticej analyzovant ltku na trovni povoleného limitu

Priemernd koncentracia kontaminovanej vzorky

Smerodajnd odchylka vzorky obsahujiicej analyzovand ldtku na drovni povoleného limitu (uréend

v podmienkach vntitrolaboratérnej reprodukovatelnosti)

Smerodajnd odchylka kontaminovanej vzorky (urcend v podmienkach vnitrolaboratdrngj

reprodukovatelnosti)

Miera falodnych nezhodnych vysledkov
Miera falo§nych zhodnych vysledkov
Odozva pri danej chybe aa 50 % chybe f

Odozva pri velmi malej chybe a chybe
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3.3. PRIKLAD VYPOCTU PRE SKUSKY ROBUSTNOSTI PRI MALYCH ZMENACH PODLA YOUDENOVHO PRISTUPU
(16)

Porovnanie priemerov (A)

A, = Z(A)4 Porovnajte priemery oznacené velkymi pismenami (AA az AG) s ich zodpovedajicimi priemermi
A, = 3(B)/4 oznacenymi malymi pismenami (Aa az Ag). Ak ma faktor nejaky vplyv, jeho rozdiel bude vyrazne
A =3 (Cl) 4 vacsi nez rozdiely u ostatnych faktorov.
C !
A, = X(D)/4 Robustnd metéda by nemala byt ovplyvnend zmenami, ktoré takmer urcite existuji medzi labora-
A, = ()4 tériami.
Ap = I(E)/4 Ak neexistuje vyrazny rozdiel, najrealistickej$ia miera ndhodnej chyby je dand siedmimi rozdielmi:
Ag = X(G)[4
A, = Z(a)/4
A, = Ib)/4
A, = X(q)/4
Ay = I(d)/4
A, = X(e)/4
Ap = I(f)4
Ag = Z(gl)/4
Rozdiely (Di) Druhé mocniny rozdielov (Di?)
Da= = A-a=ZX(Ai) -X(ai) Da? = = hodnota a
Db = = B -b = Z(Bi) -Z(bi) Db2= = hodnota b
Dc= = C-c=X(Ci) -Z(ci) Dc2 = = hodnota ¢
Dd = = D -d = X(Di) -Z(di) Dd? = = hodnota d
De = = E —ae = X(Ei) -X(ei) De? = = hodnota e
Df= = F-af = X(Fi) -Z(fi) Df? = = hodnota f
Dg = = G-g=X(Gi) -2(gi) Dg? = = hodnota g

Smerodajnd odchylka rozdielov D, (Sp):
S, = 22(D,27)

telnosti podla (pozri vyssie), je samozrejmy zdver, Ze vietky faktory spolu maji vplyv na vysledok, aj ked kazdy faktor
jednotlivo nevykazuje vyznamny vplyv, a Ze met6da nie je dostatocne robustnd voci vybranym zmendm.

3.4. PRIKLADY VYPOCTU NA POSTUP VLASTNE] VALIDACIE

Priklady a vypocty protokolu o vlastnej validdcii opisanej v podkapitole o validdcii podla alternativnych modelov
(3.1.3) (13) (14).

3.5. PRIKLADY NA METODU STANDARDNEHO PRIDAVKU

Skisobnd vzorka s obsahom analyzovanej latky T sa rozdeli na dve skiSobné mnozstvd 1 a 2, resp. hmotnosti m,
a m,. Skiobné mnozstvo 2 je obohatené roztokom analyzovanej litky s objemom V, a koncentrdciou pA. Po krokoch
extrakcie a Cistenia, ktort st sticastou metddy, sa ziskaju dva extrakty zo skiSobnych mnozstiev s objemami V|, resp.
V,. Predpokladd sa, Ze vytaznost analyzovanej ldtky je rc. Obidva extrakty sa podrobia skiske metédou merania citlivosti
b a poskytnt analytické odozvy x1, resp. x2.

Ak predpokladdme, Ze rc a b st rovnaké pre analyzovani litku v prirodzenej vzorke a v obohatenej vzorke, potom
obsah T je mozné vypocitat ako:

T = Xl'Vl'PA'VA/(Xz'Vz'ml'Vl'm2)

Tdto metéda umoziiuje urcit vytaznost rc. Potom sa okrem vyssie opisanej skisky obohati cast extraktu zo skisobného
mnozstva 2 (objem V,) zndmym mnozstvom analyzovanej litky p,. V, a podrobi sa sktiske. Analytickd odozva je x3
a vytaznost je:

e =% Vi Vyopy e Ve/[% o Vi - V5(T-my, + py-Va)-% -V, T my(Vs - Vy)]

Okrem toho je mozné vypocitat citlivost b ako:
b =xVi/ree T -my

Vsetky podmienky pouzitia a podrobnosti boli opisané v (18).
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AAS
AES

4. POUZITE SKRATKY

Atémova absorb¢nd spektrometria

Atémova emisnd spektrometria

AOAC-I ZdruZenie tradnych analytickych chemikov — MEDZINARODNE

Cl
CRM
cv
2D
DAD

viazand frakcia (imunoskusky)
chemickd ionizdcia

Certifikovany referencny material
variacny koeficient
dvojrozmerny

detekcia pomocou diédového pola

DPASV  diferencidlna impulznd anodickd stripova voltametria

ECD
El
GC

detekcia zdchytom elektronov
ionizdcia ndrazom elektrénov

plynova chromatografia

HPLC  vykonnd kvapalinovd chromatografia

HPTLC vykonnd chromatografia v tenkej vrstve

HRM

S (hmotnostnd spektrometria) s vysokym rozliSenim

ICP-AES atémova emistnd spektrometria s indukéne viazanou plazmou

ICP-MS  hmotnostnd spektrometria s indukéne viazanou plazmou

IR
ISO
LC

infracerveny
Medzindrodnd organizicia pre normalizdciu

kvapalinovd chromatografia

LR(MS) (hmotnostnd spektrometria) s nizkym rozli§enim

MRPL  minimélny poZzadovany pracovny limit

MS
m/z

RF

hmotnostnd spektrometria
pomer hmotnosti k naboju

relativna migracia k celu rozpustadla (TLC)

RSDL  relativne smerodajné odchylky laboratéria

SIM
TLC
uv
VIS

monitorovanie vybranych iénov
chromatografia v tenkej vrstve
ultrafialové svetlo

viditelné svetlo
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