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KOMMISSIONEN

KOMMISSIONENS BESLUT
av den 12 augusti 2002

om genomforande av radets direktiv 96/23/EG avseende analysmetoder och tolkning av resultat
[delgivet med nr K(2002) 3044]
(Text av betydelse for EES)

(2002/657[EG)

EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS KOMMISSION HAR FATTAT
DETTA BESLUT

med beaktande av Fordraget om upprittandet av Europeiska
gemenskapen,

med beaktande av rddets direktiv 96/23/EG av den 29 april
1996 om inférande av kontrolldtgirder for vissa dmnen och
restsubstanser som kan finnas i levande djur och i produkter
framstillda ddrav och om upphivande av direktiv 85/358/EEG
och 86/469[EEG samt beslut 89/187/EEG och 91/664/EEG (!),
sarskilt artikel 15.1 andra stycket i detta, och

av foljande skal:

1

@

S

Forekomsten av restsubstanser i produkter av animaliskt
ursprung ir ett folkhdlsoproblem.

I kommissionens beslut 98/179/EG av den 23 februari
1998, i vilket tillimpningsforeskrifter avseende officiell
provtagning for kontroll av vissa dmnen och resthalter
av dessa i levande djur och animaliska produkter (%)
faststdlls, anges att analysen av proverna endast fir
utforas av de laboratorier som den behoriga nationella
myndigheten har godkint for officiella kontroller av
restsubstanser.

Det ar nodvindigt att sdkerstilla kvaliteten pd, och
jamforbarheten for, de analysresultat som limnas av
laboratorier som 4r godkidnda for kontroll av restsub-
stanser. Detta bor uppnds genom anvindning av kvali-
tetssakringssystem och sirskilt genom anvindning av
metoder som 4r validerade enligt allminna forfaranden
och prestationskriterier och genom sikerstallandet av
sparbarheten till allmédnna standarder eller standarder om
vilka 6verenskommelse triffats.

Rédets direktiv 93/99/EEG av den 29 oktober 1993 om
ytterligare dtgirder for offentlig kontroll av livsmedel ()

() EGT L 125, 23.5.1996, s. 10.
() EGTL 65, 5.3.1998, s. 31.
() EGT L 290, 24.11.1993, 5. 14.

och kommissionens beslut 98/179/EG kriver att offici-
ella kontrollaboratorier ackrediteras enligt ISO 17025 (1)
frain och med januari 2002. Enligt beslut 98/179/EG
skall de godkinda laboratorierna delta i ett internationellt
godkint system for extern kvalitetskontroll och ackredi-
tering. Darutéver mdste de godkinda laboratorierna visa
sin kompetens genom att regelbundet och med godkant
resultat delta i lampliga kvalifikationstest som erkants
eller organiserats av nationella eller gemenskapens refe-
renslaboratorier.

Ett natverk av gemenskapens referenslaboratorier, natio-
nella referenslaboratorier och nationella kontrollaborato-
rier verkar enligt direktiv 96/23/EG for att dka samord-
ningen.

Som ett resultat av framsteg som gjorts inom analytisk
kemi efter antagandet av direktiv 96/23/EG har anvind-
ningen av rutin- och referensmetoder tringts undan av
ett kriteriebaserat tillvigagdngssitt, i vilket prestationskri-
terier och forfaranden for validering av undersokande
metoder och konfirmeringsmetoder etableras.

Det 4r nodvandigt att faststdlla gemensamma kriterier f6r
tolkningen av de officiella kontrollaboratoriernas provre-
sultat for att garantera ett harmoniserat genomforande
av radets direktiv 96/23/EG.

Det dr nddvindigt att gora det mojligt att fortlopande
faststdlla den lagsta funktionsgrans som kravs (MRPL) f6r
de analytiska metoderna for substanser for vilka ingen
tilliten grans har angivits och sarskilt for de substanser
vilkas anvdndning inte &r tilliten eller 4r specifikt
forbjuden inom gemenskapen for att sikerstilla ett
harmoniserat genomférande av direktiv 96/23EG.



17.8.2002

Europeiska gemenskapernas officiella tidning

L 221/9

(99  Kommissionens beslut 90/515/EEG av den 26 september
1990 om faststillande av referensmetoder for att pavisa
rester av tungmetaller och arsenik (!), kommissionens
beslut 93/256/EEG av den 14 maj 1993 om metoder for
att spara resthalter av dmnen med hormonell eller tyreo-
statisk verkan () samt kommissionens beslut 93/257/
EEG av den 15 april 1993 om referensmetoder och
forteckning over nationella referenslaboratorier for pavi-
sande av restimnen (}), senast dndrat genom beslut 98/
536/EG (%), har tidigare setts over mot bakgrund av den
vetenskapliga och tekniska utvecklingen, varvid deras
rackvidd och bestimmelser har ansetts vara otillrickliga,
och bor foljaktligen upphivas genom detta beslut.

(10)  For att tillata att metoder for analyser av officiella prover
anpassas till detta beslut, skall en 6vergangsperiod anges.

(11) De édtgirder som foreskrivs i detta beslut dr forenliga
med den uppfattning som Stindiga kommittén for livs-
medelskedjan och djurhilsa har.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1
Amnesomrade och omfattning

I detta beslut anges tillimpningsforeskrifter for de analytiska
metoder som skall anvindas for kontroll av officiella prover
som tagits enligt artikel 15.1 andra meningen i direktiv 96/23/
EG och specificeras allmdnna kriterier for tolkningen av analy-
tiska resultat fran officiella kontrollaboratorier for sidana
prover.

Detta beslut géller inte for substanser for vilka mera specifika
regler har faststallts i annan gemenskapslagstiftning.

Artikel 2
Definitioner

[ detta beslut skall definitionerna i direktiv 96/23/EG och i
bilagan till detta beslut tillimpas.

Artikel 3
Analysmetoder

Medlemsstaterna skall se till att officiella prover som tas enligt
direktiv 96/23EG analyseras med metoder som

a) dr dokumenterade i provinstruktioner, foretradesvis enligt
1SO 78-2 (6),

b) dr forenliga med del 2 i bilagan till detta beslut,

¢) har validerats enligt de forfaranden som beskrivs i del 3 i
bilagan,

d) ar forenliga med den relevanta lagsta funktionsgrins som
kravs och som skall faststdllas enligt artikel 4.

1

() EGT L 286, 18.10.1990, 5. 33.
() EGTL 118, 14.5.1993, 5. 64.
() EGT L 118, 14.5.1993, s. 75.
(% EGT L 251, 11.9.1998, s. 39.

Artikel 4
Ligsta funktionsgrins som krivs (MRPL)

Detta beslut skall ses over for att fortlopande faststilla den
lagsta funktionsgrans som krivs for analytiska metoder som
skall anvandas for substanser for vilka ingen tilliten grans har
faststallts.

Artikel 5
Kvalitetskontroll

Medlemsstaterna skall sidkerstdlla kvaliteten pa analysresultaten
av prov som tagits enligt direktiv 96/23/EG, sarskilt genom att
overvaka provtagning och/eller kalibrering av resultat enligt
kapitel 5.9 i ISO 17025 (1).

Atrtikel 6
Tolkning av resultaten

1. Det skall anses att analysresultatet inte uppfyller kraven
om beslutsgrinsen for konfirmeringsmetoden for analyten
overskrids.

2. Nir ett tillitet gransvirde faststillts for en substans, dr
beslutsgransen den koncentration over vilken man med en
statistisk sdkerhet av 1 - a kan avgora att det tillitna
gransvirdet verkligen overskridits.

3. Nar inget tilldtet grinsvirde faststillts for en substans, ar
beslutsgransen den lagsta koncentrationsnivd vid vilken en
metod med en statistisk sikerhet av 1 - a kan urskilja
forekomsten av en viss analyt.

4. For substanser som anges i grupp A i bilaga I till direktiv
96/23[EG far a-felet vara hogst 1 procent. For alla andra
substanser far a-felet vara hogst 5 procent.

Artikel 7
Upphivande

Besluten 90/515/EEG, 93/256/EEG och 93/257[EEG skall
upphora att galla.

Artikel 8
Overgdngsbestimmelser

Metoder for analys av officiella prover av substanser som anges
i grupp A i bilaga I till direktiv 96/23/EG, vilka uppfyller krite-
rierna i besluten 90/515/EEG, 93/256/EEG och 93/257[EEG,
far anvindas upp till tvd ar efter det att detta beslut har tritt i
kraft. Metoder som for nirvarande giller for substanser som
anges i grupp B i bilaga I till direktiv 96/23/EG skall
overensstimma med detta beslut senast fem dr efter beslutets
tillimpningsdatum.
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Artikel 9
Datum for tillimpning

Detta beslut skall tillimpas fran och med den 1 september 2002.

Artikel 10
Mottagare

Detta beslut riktar sig till medlemsstaterna.

Utfirdat i Bryssel den 12 augusti 2002.

Pa kommissionens vagnar
David BYRNE

Ledamot av kommissionen
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BILAGA

PRESTATIONSKRITERIER, OVRIGA KRAV OCH FORFARANDEN FOR ANALYTISKA METODER

1. DEFINITIONER

I detta beslut anvinds foljande beteckningar med de betydelser som hir anges:

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.7

1.8

1.9

1.10

1.14

1.17

1.18

noggrannhet: hur nira ett provresultat 6verensstimmer med ett accepterat referensvirde (2). Noggrannheten bestims
genom att man bestimmer riktighet och precision.

alfa (a)-fel: sannolikheten for att det undersokta provet uppfyller kraven, trots att métningen visar det motsatta
("oriktigt positivt beslut”).

analyt: den substans som skall pévisas, identifieras och/eller kvantifieras samt derivat som uppdagas under analysen.

beta (f)-fel: sannolikheten for att det undersokta provet faktiskt inte uppfyller kraven, trots att métresultatet visar det
motsatta ("oriktigt negativt beslut”).

systematiskt fel: skillnaden mellan ett forvintat provresultat och ett accepterat referensvirde (2).

kalibreringsstandard: ett hjalpmedel for mdtningar, som representerar kvantiteten av den aktuella substansen pa ett
sdtt som knyter dess virde till en referensbas.

certifierat referensmaterial (CRM): ett material som har ett specificerat analytinnehll.

standardadditionskromatografi: ett forfarande dar extraktet delas upp i tvd delar fore kromatografisteget eller -stegen.
Den forsta delen kromatograferas i befintligt skick. Den andra delen blandas med den standardanalyt som skall
mitas. Darefter kromatograferas dven blandningen. Mangden tillsatt standardanalyt skall motsvara den forvantade
mingden analyt i extraktet. Denna metod dr utformad for att forbittra identifieringen av en analyt vid anvindning
av kromatografimetoder, sirskilt ndr ingen limplig inre standard kan anvindas.

kollaborativ avprovning: analys av samma prov med samma metod for att bestimma metodens prestationskarakteris-
tika. Studien ticker slumpvisa maitfel och laboratoriets systematiska matfel.

konfirmeringsmetod: sidana metoder som anvinds for att fd fullstandig eller kompletterande information som gor det
mojligt att entydigt identifiera analyten och, om noédvindigt, kvantifieras pa den givna nivan.

beslutsgrans (CCa): den grins vid och 6ver vilken man med en felsannolikhet av a kan avgéra om ett prov inte
uppfyller kraven.

detektionsformdga (CCB): den minsta mingd av en substans som kan upptickas, identifieras och/eller kvantifieras i ett
prov med en felsannolikhet om B. For substanser som saknar faststallt tilldtet gransvirde, avser detektionsférmagan
den ldgsta koncentration vid vilken en metod har formaga att uppticka faktiskt férorenade prover med en statistisk
sannolikhet om 1 — B. For substanser med faststillt grinsvirde, betyder detta att detektionsformdgan ar den
koncentration vid vilken metoden med en statistisk sannolikhet om 1 —  kan uppticka tillitna koncentrationer.

spetsat provmaterial: ett prov som har anrikats med en kdnd mingd av den analyt som skall pavisas.

mellanlaboratorieavprovning (jamforelse): tva eller flera laboratoriers organisation, utférande och virdering av material
fran en och samma provtagning i 6verensstimmelse med forutbestimda betingelser, for att faststdlla provmetodens
prestation. Beroende pa syftet kan studien klassificeras som en kollaborativ avprovning eller en kvalifikationsprov-
ning.

inre standard: en substans som inte finns i provet och vars fysikalisk-kemiska egenskaper i sd hog grad som mojligt
liknar analyten som skall identifieras. Den inre standarden tillsitts varje prov och varje kalibreringsstandard.

laboratorieprov: ett prov som har forberetts for att sindas till ett laboratorium och som dr avsett fér kontroll eller
undersokning.

given nivd: den koncentration av substans eller analyt i ett prov som ér signifikant for att avgora dess forenlighet
med lagstiftningen.

lagsta funktionsgrdns som krdvs (MRPL): den minsta midngd av en analyt i ett prov som dtminstone mdste detekteras
och konfirmeras. Avsikten &r att harmonisera den analytiska prestandan for substanser som saknar faststillt
gransvirde.
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1.19 prestationskarakteristika: funktionell kvalitet som kan tillskrivas en analytisk metod. Detta kan t.ex. vara specificitet,
noggrannhet, riktighet, precision, repeterbarhet, reproducerbarhet, atervinning, detektionsformédga och motstands-
forméga.

1.20 prestationskriterier: behovet av prestationskarakteristika, genom vilka kan avgéras om den analytiska metoden idr
lamplig for sitt dndamal och ger tillforlitliga resultat.

1.21 tilldten grans: maximalt virde for restsubstans, hogsta grinsvirde eller annan maximal tolerans fér substanser som
angivits pd annan plats i gemenskapslagstiftningen.

1.22 precision: graden av Overensstimmelse mellan oberoende testresultat som erhallits under faststillda (forutbestimda)
betingelser. Méttet pa precision uttrycks vanligen som brist pd precision och berdknas som standardavvikelse av
provresultatet. Lagre precision anges som en storre standardavvikelse (2).

1.23 kvalifikationsprovning: analys av ett och samma prov for att ge laboratorier majlighet att vilja sina egna metoder,
forutsatt att dessa metoder anvdnds under rutinmdssiga forhéllanden. Provningen madste genomforas enligt 1SO-
guide 43-1 (3) och 43-2 (4) och kan anvindas for att faststilla metodernas reproducerbarhet.

1.24 kvalitativ metod: en analytisk metod som identifierar en substans pd grundval av dess kemiska, biologiska eller fysiska
egenskaper.

1.25 kvantitativ metod: en analytisk metod som faststiller mingden eller massfraktionen for en substans, si att den kan
uttryckas som ett numeriskt virde med limplig enhet.

1.26 bestamning av kemikalieblank: en fullstindig analys som uteldimnar provportionen eller anvinder motsvarande méngd
lampligt 1osningsmedel i stillet for provportionen.

1.27 dtervinning: den procentuella andelen av den faktiska koncentrationen av en substans som atervinns under en analys.
Den bestims under valideringen, om det inte finns ndgot certifierat referensmaterial.

1.28 referensmaterial: ett material hos vilket en eller flera egenskaper har bestimts med en validerad metod, sé att det kan
anvindas for att kalibrera utrustning eller for att kontrollera en mitmetod.

1.29 repeterbarhet: precision under repeterbarhetsbetingelser (2).

1.30 repeterbarhetsbetingelser: betingelser ndr oberoende provresultat fds med samma metod pd identiskt provmaterial i
samma laboratorium och av samma person som anvinder samma utrustning (2).

1.31 reproducerbarhet: precision under reproducerbarhetsbetingelser (2) (4).

1.32 reproducerbarhetsbetingelser: betingelser under vilka provresultat fas med samma metod pa identiskt provmaterial i
olika laboratorier med olika personer som anvinder olika utrustning (2) (4).

1.33 motstdndsformdga: en analytisk metods kanslighet for dndringar av forsoksbetingelserna uttryckt som en forteckning
over provmaterial, analyter, lagringsforhallanden, miljo- och/eller provberedningsforhdllanden, under vilka metoden
kan tillimpas som den beskrivs eller med specificerade mindre 4ndringar. For alla de forsksbetingelser som i
praktiken kan variera (t.ex. reagensernas stabilitet, provsammansittning, pH, temperatur) skall alla avvikelser som
kan paverka analysresultatet anges.

1.34 bestamning av blankprov: en fullstindig analys av en provportion som har tagits frin ett prov som inte innehaller
analyten.

1.35 screeningmetod: metoder som anvinds for att pavisa forekomsten av en substans eller substansklass pa den aktuella
nivdn. Dessa metoder har en hog provkapacitet och anvinds for att undersoka stora miangder prover for eventuella
positiva resultat. De dr utformade for att undvika falskt negativa resultat.

1.36 enskild laboratoriestudie (inomlaboratorievalidering): en analytisk undersékning som involverar ett enda laboratorium
som anvinder en metod for att analysera samma eller olika provmaterial under olika forhallanden och under
berittigat langa tidsintervaller.

1.37 specificitet: en metods formdga att skilja mellan den analyt som skall mitas och andra substanser. Denna egenskap dr
i huvudsak en funktion av den mitteknik som anvinds, men kan variera beroende pd forenings- eller matrisklass.



17.8.2002

Europeiska gemenskapernas officiella tidning

L 221/13

1.40

1.41

1.42

1.43

1.44

1.45

1.46

standardtillsats: ett forfarande dir provet delas upp i tvé (eller flera) provportioner. En av portionerna analyseras som
sddan och de andra provportionerna tillsitts kinda méangder av standardanalyt fore analysen. Mingden standard-
analyt som tillsdtts maste vara mellan tvd och fem ganger storre 4n den forvantade miangden analyt i provet. Denna
metod dr utformad for att bestimma mingden av en analyt i ett prov med beaktande av atervinningen for
analysmetoden.

standardanalyt: en analyt vars innehdll och renhet ér kdnda och bestyrkta och som skall anvindas som en referens
vid analysen.

substans: material med specifik eller klart avgrinsad sammansittning samt dess metaboliter.
provportion: den mingd material som himtats frin det prov pd vilket analysen eller observationen utfors.
prov: ett prov som har beretts av ett laboratorieprov och fran vilket provportionen tas.

riktighet: hur nédra ett provresultat overensstimmer med ett genomsnittligt virde som erhéllits frin ett stort antal
provresultat och ett accepterat referensvirde. Riktigheten uttrycks vanligen som systematisk fel (2).

enheter: de enheter som beskrivs i ISO 31 (20) och direktiv 71/354/EEG (19).

validering: konfirmation genom undersokning och tillhandahillande av faktiska bevis att bestimda krav for ett
specifikt anvindningsomrade uppfylls.

inomlaboratoriereproducerbarhet: den precision som fés i samma laboratorium under faststillda (forutbestimda) beting-
elser (avseende t.ex. metod, provmaterial, personer, omgivning) under berittigat langa tidsintervall.

2. PRESTATIONSKRITERIER FOR OCH OVRIGA KRAV PA ANALYTISKA METODER

Analytiska metoder eller kombinationer av andra metoder 4n de som beskrivs nedan far endast anvindas for screening
eller konfirmation om det kan visas att de uppfyller de relevanta krav som faststills i detta beslut.

2.1.2.

2.1.2.

2.1 ALLMANNA KRAV

Hantering av prover

Prover skall tas, hanteras och bearbetas sa att sannolikheten for att en eventuell analyt pévisas blir s& stor som
mojlig. Provhanteringen skall forhindra eventuell oavsiktlig fororening eller forlust av analyt.

Provens prestanda

1 Atervinning

Under analysen av proverna, skall dtervinningen bestimmas for varje provsats om en fast dtervinningskorrigering-
sfaktor anvinds. Om &tervinningsgraden ligger inom grinserna, kan den fasta korrigeringsfaktorn anvindas.
Annars skall atervinningsfaktorn som faststillts for den enskilda satsen anvindas, om inte den specifika atervin-
ningsfaktorn for analyten i provet anvinds, varvid forfarandet for standardtillsatser (se punkt 3.5) eller en inre
standard skall anvindas for den kvantitativa bestimningen av en analyt i ett prov.

2 Specificitet

En metod skall ha férmdaga att skilja mellan analyten och de andra substanserna under forsoksbetingelserna. En
uppskattning av i vilken grad detta dr mojligt skall goras. Strategier for att overvinna varje forutsigbar interferens
med substanser nir den beskrivna mittekniken anvinds, t.ex. homologa och analoga dmnen eller metaboliter av
den restsubstans som undersoks, skall anvindas. Det ir av storsta betydelse att den interferens som kan orsakas
av matriskomponenterna undersoks.

2.2 SCREENINGMETODER

Endast sddana analysmetoder som bevisats vara validerade pé ett dokumenterat, sparbart sitt och som har en frekvens av
falskt negativa resultat som 4r <5 (f-fel) pd den givna nivédn, skall anvidndas for screening i enlighet med direktiv
96/23[EG. Vid ett misstinkt positivt resultat skall resultatet verifieras med hjilp av en konfirmeringsmetod.
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2.3 KONFIRMERINGSMETODER FOR ORGANISKA RESTSUBSTANSER OCH FORORENINGAR

Konfirmeringsmetoderna for organiska restsubstanser eller fororeningar skall ge information om analytens kemiska
struktur. Metoder som endast grundar sig pd kromatografisk analys utan anvidndning av spektrometrisk detektion ar
siledes olampliga att anvindas som enda konfirmeringsmetod. Om en enskild teknik saknar tillricklig specificitet, skall
den onskade specificiteten uppnds genom analyser som bestdr av en limplig kombination av rening, kromatografisk
separation och spektrometrisk detektion.

Foljande metoder eller kombinationer av metoder anses limpliga for identifiering av organiska restsubstanser eller
fororeningar for substansgrupper enligt tabellen nedan:

Tabell 1

Limpliga konfirmeringsmetoder for organiska restsubstanser och foéroreningar

Mitteknik Subs;ag;sze; /Egaga ! Begrinsningar

Vitskekromatografi (LC) eller | Grupperna A och B | Endast efter online eller offline kromatografisk separation

gaskroriatogratﬁ‘ (GO med Endast om fullscantekniker anvinds eller vid anvindning av

masspextrometri atminstone 3 (grupp B) eller 4 (grupp A) identifieringspunkter for
tekniker som inte registrerar hela masspektrumet

LC eller GC med infrarod- | Grupp A och B Specifika krav for absorption vid infrarddspektrometri skall tillgo-

spektrometri doses

LC-fullscan DAD Grupp B Specifika krav for absorption vid infrarddspektrometri skall tillgo-
doses

LC-fluorescens Grupp B Endast for molekyler som uppvisar en naturlig fluorescens och
for molekyler som fluorescerar antingen efter att de har omvand-
lats eller bildat derivat

2-D TLC - full-scan UV/|VIS | Grupp B Tvédimensionell hogpresterande tunnskiktskromatografi (HPTLC)
och standardadditionskromatografi dr obligatoriska

GC-clektroninfingningsde- Grupp B Endast om tvd kolumner med olika polaritet anvinds

tektion

LC-immunogram Grupp B Endast om minst tvd olika kromatografiska system eller en
annan, oberoende detekteringsmetod anvinds

LC-UV/|VIS (en bestimd vag- | Grupp B Endast om minst tvd olika kromatografiska system eller en

langd) annan, oberoende detekteringsmetod anvinds

2.3.1 Allminna prestationskriterier och krav

Konfirmeringsmetoderna skall ge information om analytens kemiska struktur. Om mer 4n en forening ger samma
reaktion, innebir det att metoden inte kan skilja mellan dessa foreningar. Metoder som endast grundar sig pa
kromatografisk analys utan anvindning av spektrometrisk detektion ar olimpliga att anvindas som enda
konfirmeringsmetoder.

En limplig inre standard som anvinds i metoden skall tillsdttas provportionen i borjan av extraktionsmetoden.
Beroende pd vad som finns tillgdngligt skall antingen stabila isotopmirkta former av analyten, vilka ar sarskilt
lampliga for masspektrometrisk detektion, eller foreningar vilkas struktur liknar analytens anvindas.

Om ingen lamplig inre standard kan anvindas, skall identifieringen av analyten verifieras med standardadditions-
kromatografi. I detta fall skall bara en topp erhéllas. Toppens 6kade hojd (eller area) skall motsvara mingden
tillsatt analyt. I samband med gaskromatografi (GC) eller vitskekromatografi (LC) skall toppens bredd vid halva
maximihojden vara 90-110 % av den ursprungliga bredden och retentionstiderna skall vara identiska med en
marginal pd 5 %. Vid tunnskiktskromatografiska metoder (TLC) skall endast den flick som antas tillh6ra analyten
bli kraftigare. Det fir inte uppstd ndgon ny flick och utseendet fir inte dndras.
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Referensmaterial eller spetsat material som innehdller kanda méngder analyt, som ligger vid eller ndra antingen
den hogsta tilldtna gransen eller beslutsgransen (positivt kontrollprov) samt negativt kontrollmaterial och reage-
nsblankprov skall helst genomgé hela analysforfarandet samtidigt som varje sats analysprover undersoks.
Ordningen vid injicering av extrakten i analysinstrumentet dr foljande: reagensblankprov, negativt kontrollprov,
prov(er) som skall konfirmeras, negativt kontrollprov pa nytt och slutligen positivt kontrollprov. Alla avvikelser
fran denna sekvens skall motiveras.

2.3.2  Ytterligare prestationskriterier och ovriga krav for kvantitativa analysmetoder

2.3.2.1 Riktigheten hos kvantitativa metoder

Vid upprepade analyser av ett certifierat referensmaterial fir avvikelserna for den genomsnittliga massfraktionen,
som har bestimts genom experiment och korrigerats for dtervinningen, inte ligga utanfor foljande riktvarden:

Tabell 2

Minsta riktighet hos kvantitativa metoder

Massfraktion Omrade
<1 pglkg - 50 % till + 20 %
>1 pglkg till 10 pg/kg -30%till + 10 %
> 10 pglkg ~20 % till + 10 %

Nar det inte finns nagot certifierat referensmaterial tillgangligt kan riktigheten hos mitningarna faststillas genom
tervinningen for tillsatser av kidnda mangder av analyten eller analyterna till en blankmatris. Data som
korrigerats med medelvirdet av tervinningen godkinns endast om de ligger inom de grinser som anges i tabell
2.

2.3.2.2 Precision for kvantitativa metoder
Variationskoefficienten (CV) mellan och inom laboratorier for upprepad analys av ett referensmaterial eller spetsat

material under reproducerbarhetsbetingelser fir inte verskrida det virde som berdknats enligt Horwitz-ekva-
tionen. Ekvationen lyder:

CV = 20 -05 log O)
dir C dr massfraktionen uttryckt som tiopotens (t.ex. 1 mgf/g=107). Se tabell 3 for exempel.
Tabell 3

Exempel pd variationskoefficienter for reproducerbarheten for kvantitativa metoder for ett antal mass-
fraktioner av en analyt

Massfraktion CV for reproducerbarhet (%)
1 pglkg )
10 pglkg *
100 pglkg 23
1000 pg/kg (1 mglkg) 16

(*) Vid massfraktioner ligre 4n 100 pg/kg fis oacceptabelt hoga virden dd Horwitz-ckvationen anvinds. Variationskoefficienterna
for koncentrationer som ir ligre an 100 pg/kg skall darfor vara si liga som mojligt.

Vid analyser som utfors under repeterbarhetsbetingelser bor variationskoefficienten inom laboratoriet i normala
fall vara mellan en halv och tvd tredjedelar av virdena som anges ovan. Vid analyser som utfors under
inomlaboratoriereproducerbarhetsbetingelser fir variationskoefficienten inom laboratoriet inte vara storre dn
variationskoefficienten for reproducerbarheten.

For substanser med ett faststallt tillitet hogsta gransvirde skall metoden inom laboratoriet uppnd en reproducer-
barhet som inte dr storre 4n motsvarande variationskoefficient for reproducerbarheten vid en koncentration pa
0,5 ganger det tillitna grinsvirdet.
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2.3.3  Prestationskriterier och évriga krav for masspektrometrisk detektion

Masspektrometrimetoder ar lampliga som konfirmerings- och/eller referensmetoder bara om de anvinds efter en
kromatografisk separation som utfors online eller offline.

2.3.3.1 Kromatografisk separation

Vid GC-MS-forfaranden skall kapillirkolumner anvindas vid den gaskromatografiska separationen. Vid LC-MS-
forfaranden skall lampliga LC-kolumner anvindas vid den kromatografiska separationen. I béda fallen 4r den
minsta godkdnda retentionstiden for analyten som undersoks tvd ginger den retentionstid som motsvarar
halrumsvolymen for kolumnen. Retentionstiden (eller den relativa retentionstiden) for analyten i provportionen
skall motsvara kalibreringsstandarden inom ett bestdmt retentionstidsfonster. Retentionstidsfonstret skall sta i
rimlig proportion till det kromatografiska systemets upplosningsformdga. Analytens relativa retentionstid, dvs.
forhallandet mellan analytens och den inre standardens kromatografiska retentionstid, skall motsvara kalibre-
ringslosningens med en tolerans pd * 0,5 % for gaskromatografi och 2,5 % for vitskekromatografi.

2.3.3.2 Masspektrometrisk detektion

Masspektrometrisk detektion skall utféras genom anvindning av MS-tekniker, sdsom registrering av hela
masspektra (fullscan) eller selektiv jonanalys (SIM) och MS-MS"-tekniker som selektiv referensanalys (SRM) eller
andra limpliga MS- eller MS-MSn-tekniker i kombination med limpliga joniseringsmetoder. Vid hogupplosande
masspektrografi (HRMS), skall upplosningen normalt bli stdrre 4n 10 000 for hela massomradet vid 10 % "valley”.

Fullscan: Om den masspektrometriska bestimningen utfors genom registrering av fullscan-spektra ar narvaron
obligatorisk for alla uppmaitta diagnostiska jonen (molekyljonen, karaktiristiska addukter av molekyljonen,
karaktiristiska fragmentjoner och isotopjoner), som har en relativ intensitet som dr hogre dn 10 % i referens-

spektret for kalibreringsstandarden.

SIM: Om den masspektrometriska bestimningen utfors med hjilp av massfragmentografi, skall molekyljonen
helst vara en av de valda diagnostiska jonerna (molekyljonen, karaktiristiska addukter av molekyljonen, karakti-
ristiska fragmentjoner och alla deras isotopjoner). De valda diagnostiska jonerna skall inte uteslutande hérrora
fran samma del av molekylen. Signal-brusforhéllandet for varje diagnostisk jon skall vara = 3:1.

Fullscan och SIM: De relativa intensiteterna for de pavisade jonerna, uttryckta som procent av intensiteten av
den starkaste jonen eller Gvergdngen, skall stimma Gverens med intensiteterna for kalibreringsstandarden,
antingen frdn kalibreringsstandardlosningarna eller fran spetsade prover, vid jimforbara koncentrationer,
uppmitta under samma betingelser. Intensiteterna skall ligga inom féljande toleranser:

Tabell 4
Hogsta tillitna toleranser for relativa jonintensiteter vid anvindning av olika masspektrometriska
tekniker
Relativ intensitet EI-GC-MS CLGCMS, GCMS?
. LC-MS, LC-MS?
(% av bastoppen) (relativ) (relativ)

>50 % +10 %
>20 %50 % +15%
>10 %-20 % +20%
<10 % +50 %

20 %
£25%
+30 %
£50 %

Tolkning av masspektrala data: De relativa intensiteterna for de diagnostiska jonerna och/eller moder-|
dotterjonparen skall identifieras genom jamforelse av spektra eller genom integrering av signalerna for de
enskilda massfragmenten. Nar bakgrundskorrigering anvinds skall denna anvindas pd samma sitt for hela satsen

(se 2.3.1 fjarde stycket) och klart anges.

Fullscan: Nir fullscan-spektra registreras i en enda masspektrometri, skall det finnas minst fyra joner med en
relativ intensitet pd > 10 procent av bastoppen. Molekyljonen skall ingd om den finns med i referensspektret med
en relativ intensitet pd = 10 procent. Minst fyra joner skall ligga inom de hogsta tillitna toleranserna for de
relativa jonintensiteterna (tabell 5). Datorstodd sokning i databaser far anvindas. 1 detta fall skall jamforelsen av
masspektrala data i provet med kalibreringslosningen 6verstiga en kritisk matchningsfaktor. Denna faktor skall
under valideringen bestimmas for varje enskild analyt pd grundval av spektra som uppfyller de kriterier som
beskrivs nedan. Variationen i spektrat som orsakas av provmatrisen och detektorns prestanda skall kontrolleras.
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SIM: Nir massfragment mdts med andra dn fullscan-tekniker, skall ett system med identifieringspunkter
anvandas for att tolka data. Vid konfirmering av dmnen i grupp A i bilaga I ill direktiv 96/23/EG skall minst fyra
identifieringspunkter krivas. Vid konfirmation av dmnen i grupp B i bilaga I till direktiv 96/23/EG krdvs minst
tre identifieringspunkter. I tabellen nedan visas antalet identifieringspunkter som kan erhéllas vid var och en av
de grundliggande masspektrometriska teknikerna. For att uppfylla kraven for identifieringspunkterna som kravs
for konfirmation och for att berikna summan av identifieringspunkterna skall emellertid

a) minst ett jonfoérhéllande miitas,

b) alla relevanta uppmatta jonforhallanden uppfylla kriterierna som beskrivs ovan, och

¢) hogst tre enskilda tekniker kombineras for att uppnd det minsta antalet identifieringspunkter.

Tabell 5

Forhédllandet mellan ett antal klasser av massfragment och identifieringspunkter som kan fis

MS-teknik

Identifieringspunkter per jon

Lagupplosande masspektrometri (LR)

LR-MS* moderjon

LR-MS" 6vergangsprodukter
HRMS

HR- MS" moderjon

HR-MS" 6vergangsprodukter

1,0
1,0
1,5
2,0
2,0
2,5

Anmidrkningar:

(1) Varje jon fir bara riknas en ging.

(2) GS-MS med elektronstétjonisation betraktas som en annan teknik 4n GC-MS med kemisk jonisering.

(3) Olika kemiska derivat av en analyt kan bara anvindas for att oka antalet identifieringspunkter om derivaten anvinder olika

reaktionskemi.

(4) Betriffande substanser i grupp A i bilaga I till direktiv 96/23/EG nir foljande tekniker anvinds vid analysen: hogpresterande
vitskekromatografi (HPLC) kopplat med fullscan-spektrometri med diod array-detektion (DAD); eller HPLC kopplat med
fluorescensdetektion; eller HPLC kopplat till ett immunogram; eller tvddimensionell tunnskiktskromatografi kopplad till
spektrometrisk detektion; de kan bidra med hogst en identifieringspunkt under forutsittning att de relevanta kriterierna for

dessa tekniker dr uppfyllda.

(5) Overgangsprodukter omfattar béde dotter- och dotterdotterprodukter.

Tabell 6

Exempel pd antalet identifieringspunkter som fis for ett antal tekniker och kombinationer av dessa

(n = ett heltal)

Teknik(er) Antal joner Identifieringspoéing
GC-MS (EI eller CI) N n
GC-MS (El och CI) 2 (E) + 2 (C)) 4
GC-MS (EI eller CI) 2 derivat 2 (derivat A) + 2 (derivat B) 4
LC-MS N n
GC-MS-MS 1 moderjon och 2 dotterjoner 4
LC-MS-MS 1 moderjon och 2 dotterjoner 4
GC-MS-MS 2 moderjoner, med vardera 1 dotterjon 5
LC-MS-MS 2 moderjoner, med vardera 1 dotterjon 5
LC-MS-MS-MS 1 moderjon, 1 dotterjon och 2 dotterdotterjoner | 5,5
HRMS N 2n
GC-MS och LC-MS 2+ 2 4
GC-MS och HRMS 2 +1 4
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2.3.4 Prestationskriterier och ovriga krav for kromatografi kopplad till infrarod detektion

Limpliga toppar: Med limpliga toppar avses absorptionstoppar i en kalibreringsstandards infraroda spektrum
vilka uppfyller foljande krav.

2.3.4.1 Infrarod detektion
Absorptionsmaximum: Absorptionsmaximum skall ligga inom végtalsomrdde 4 000-500 cm.

Absorptionsintensiteten: Absorptionsintensiteten skall inte understiga
a) antingen en specifik molabsorbans pd 40 i forhédllande till toppbaslinjen, eller

b) en relativ absorbans pd 12,5 procent av absorbansen hos toppen med den hogsta intensiteten inom omradet
4000-500 cm™

om bédda mits i forhdllande till noll-linjen, och 5 procent av absorbansen hos toppen med den hogsta
intensiteten inom omrddet 4 000-500 cm™, om bada mits i forhallande till sin toppbaslinje.

Anmirkning: Aven om limpliga toppar enligt alternativ a teoretiskt kan vara att féredra, dr limpliga toppar enligt
alternativ b lattare att bestimma i praktiken.

Antalet toppar i analytens infraroda spektrum, vilkas frekvenser motsvarar en limplig topp inom kalibrerings-
standardens spektrum, bestims med en marginal pd £ 1 cm™.

2.3.4.2 Tolkning av infraroda spektraldata

Absorption skall forekomma i alla de omrdden inom analytens spektrum som motsvarar en limplig topp inom
kalibreringsstandardens referensspektrum. Minst sex lampliga toppar kravs inom kalibreringsstandardens infra-
roda spektrum. Om det finns mindre dn sex limpliga toppar (7) inom ett spektrum, kan detta inte anvindas som
referensspektrum. ”"Overensstimmelsen”, dvs. den procentuella andelen limpliga toppar som patriffats inom
analytens infrar6da spektrum, skall vara minst 50. Om det inte finns ndgon exakt motsvarighet till en lamplig
topp, skall det relevanta omradet i analytens spektrum vara forenligt med férekomsten av en lamplig topp. Denna
metod kan endast tillimpas pa absorptionstoppar i provets spektrum med en intensitet pd minst tre ganger bruset
mellan topparna.

2.3.5 Prestationskriterier och ovriga krav for bestimning av en analyt genom vitskekromatografi och andra
detektionstekniker

2.3.5.1 Kromatografisk separation

En inre standard skall anvindas om det finns limpligt material till detta. Det skall helst vara en relaterad standard
med en retentionstid som 4r i ndrheten av analytens. Analyten skall eluera vid den retentionstid som ar
karakteristisk for motsvarande kalibreringsstandard under samma forsoksbetingelser. Den minsta tillitna reten-
tionstiden for en analyt skall vara tvd génger den retentionstid som motsvarar hilrumsvolymen for kolonnen.
Analytens relativa retentionstid, dvs. forhdllandet mellan analytens och den inre standardens retentionstid, skall
vara densamma som kalibreringsstandardens i lamplig matris inom en marginal av 2,5 %.

2.3.5.2 Fullscan UV/VIS-detektering
Prestationskriterierna for LC-metoder skall uppfyllas.

Véaglingden for maximal absorption i analytens spektrum skall vara identisk med kalibreringsstandardens
vaglingd inom en marginal som bestims av detektionssystemets upplosning. Vid diod array-detektion ligger den
typiska marginalen inom * 2 nm. Analytens spektrum 6ver 220 nm féir inte skilja sig utseendemissigt fran
kalibreringsstandardens spektrum vad giller de delar av dessa spektra som har en relativ absorbans pd > 10 %.
Detta kriterium 4r uppfyllt om samma maxima foreligger och skillnaden mellan de bada spektra inte pd nigon
iakttagen punkt Gverstiger 10 % av kalibreringsstandardens absorbans. Om datorstodd sokning och matchning i
databaser anvinds, skall jimforelsen av de spektrala data for provet med data for kalibreringslosningen overstiga
en kritisk matchningsfaktor. Denna faktor skall under valideringen bestimmas for varje enskild analyt pa
grundval av spektra som uppfyller de kriterier som beskrivs ovan. Variationen i spektrat som orsakas av
provmatrisen och detektorns prestanda skall kontrolleras.
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2.3.5.3 Prestationskriterier for fluorimetrisk detektion
Prestationskriterierna for LC-metoder skall uppfyllas.

Metoden kan anvindas fér molekyler som uppvisar en naturlig fluorescens och for molekyler som fluorescerar
antingen efter att de har omvandlats eller bildat derivat. Valet av exciterings- och emissionsvaglingderna i
kombination med de kromatografiska betingelserna skall goras s att férekomsten av interfererande komponenter
i blankprovsextrakten minimeras.

Avstandet frin den ndrmaste maximitoppen pd kromatogrammet till den markerade analyttoppen skall vara
minst en full bredd vid 10 % av maximihojden for analyttoppen.
2.3.5.4 Prestationskriterier for bestdmning av en analyt genom LC-immunogram
LC-immunogram ar oldmplig att anvindas som enda konfirmeringsmetod.
Relevanta kriterier for LC-metoder skall uppfyllas.

De pé forhand definierade kvalitetskontrollparametrarna, t.ex. icke-specifik bindning, den relativa bindningen for
kontrollproverna, blankprovets absorbansvirde, skall ligga inom de grianser som faststills under valideringen av
undersokningen.

Immunogrammet skall bestd av minst fem fraktioner.
Varje fraktion skall vara mindre dn hilften av toppens bredd.

Den fraktion som innehéller den hogsta analytkoncentrationen skall vara densamma for det misstinkta provet,
det positiva kontrollprovet och standarden.

2.3.5.5 Kriterier for bestimning av en analyt genom vitskekromatografi med UV/VIS-detektion (en vdglingd)
Vitskekromatografi med UV/[VIS-detektion (en vaglingd) dr olimplig att anvidndas som enda konfirmeringsmetod.

Avstandet frdn den ndrmaste maximitoppen pd kromatogrammet till den markerade analyttoppen skall vara
minst en full bredd vid 10 % av maximih6jden for analyttoppen.

2.3.6  Prestationskriterier och 6vriga krav for bestimning av en analyt genom 2-D TLC, kopplad till fullscan
UV-spektrometridetektion

Tvédimensionell hogpresterande tunnskiktskomatografi och standardadditionskromatografi dr obligatoriska.
Analytens RF-virden skall overensstimma med standardernas RF-virden inom = 5 %.
Analytens utseende skall inte kunna skiljas frén standardens.

Betriffande flickar med samma firg skall avstindet mellan mittpunkten for den punkt som ligger ndrmast och
mittpunkten for analytflicken vara minst lika med halften av summan av flickarnas diameter.

Analytens spektrum far inte skilja sig utseendemissigt frdn standardens spektrum, enligt beskrivningen av fullscan
UV/VIS-detektion.

Om datorstodd sokning och matchning i databaser anvinds skall jamforelsen av de spektrala data for provet med
data for kalibreringslosningen Gverstiga en kritisk matchningsfaktor. Denna faktor skall under valideringen
bestimmas for varje enskild analyt pd grundval av spektra som uppfyller de kriterier som beskrivs ovan.
Variationen i spektrat som orsakas av provmatrisen och detektorns prestanda skall kontrolleras.

2.3.7 Prestationskriterier och 6vriga krav for bestimning av en analyt genom gaskromatografi i kombination
med elektroninfingningsdetektion (ECD)

En inre standard skall anvindas om det finns ldmpligt material till detta. Det skall helst vara ett relaterat dmne
med en retentionstid som 4r i ndrheten av analytens. Analyten skall eluera vid den retentionstid som ar
karakteristisk for motsvarande kalibreringsstandard under samma forsoksbetingelser. Den minsta tillitna reten-
tionstiden for en analyt skall vara tvd gdnger den retentionstid som motsvarar hilrumsvolymen for kolonnen.
Analytens relativa retentionstid, dvs. forhdllandet mellan analytens och den inre standardens retentionstid, skall
vara densamma som kalibreringsstandardens i limplig matris inom en marginal av + 0,5 %. Avstdndet frin den
ndrmaste maximitoppen pd kromatogrammet till den markerade analyttoppen skall vara minst en full bredd vid
10 % av maximihojden for analyttoppen. For ytterligare information kan standardadditionskromatografi
anvindas.
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2.4 KONFIRMERINGSMETODER FOR GRUNDAMNEN

Konfirmeringsanalyser av kemiska grunddmnen skall grunda sig pé entydig identifiering och korrekt, liksom preciserad,
kvantifiering genom fysikalisk-kemiska egenskaper som ar unika for det aktuella grunddmnet (t.ex. grundimnestypisk
viglingd for emitterad eller absorberad strilning, atomvikt) vid den givna nivan.

Foljande metoder eller kombinationer av metoder anses limpliga for identifiering av kemiska grunddmnen:
Tabell 7

Limpliga metoder for konfirmering av kemiska grundimnen

Teknik Parameter som matts

Pulspolarografi Elektrisk signal

Atomabsorptionsspektrometri

Flamma Absorptionsvéglingd
Hydridgenerering Absorptionsvaglingd
Kall flamlos Absorptionsvaglangd
Elektrotermisk atomisering (grafitugn) Absorptionsvaglingd

Atomemissionsspektrometri

Induktivt kopplad plasma Emissionsvaglingd
Masspektrometri
Induktivt kopplad plasma Forhallandet massa/laddning

2.41 Allminna prestationskriterier och 6vriga krav for konfirmeringsmetoder

Referensmaterial eller spetsat material som innehéller kinda mangder analyt, som ligger vid eller nira antingen
den hogsta tilldtna gransen eller beslutsgrinsen (positivt kontrollprov) samt negativt kontrollmaterial och reage-
nsblankprov skall helst genomgé hela analysforfarandet med varje sats analysprover som undersoks. Den
rekommenderade ordningen vid injicering av extrakten i analysinstrumentet ar foljande: reagensblankprov,
negativt kontrollprov, prov(er) som skall konfirmeras, negativt kontrollprov och slutligen positivt kontrollprov.
Alla avvikelser frdn denna sekvens skall motiveras.

[ allmanhet kraver de flesta analysmetoderna fullstindig nedbrytning av den organiska matrisen for att 16sningar
skall s fore bestimningen av analyten. Detta kan uppnds med hjilp av mikrovdgsmineraliseringsmetoder, vilka
minimerar risken for forlust och/eller fororening av den givna analyten. Sanerade teflonkér] av god kvalitet skall
anvindas. Om andra vta eller torra nedbrytningsmetoder anvinds, skall dokumenterade bevis finnas tillgangliga
for att utesluta eventuella forlust- eller fororeningsfenomen. Som ett alternativ till nedbrytning kan under vissa
forhallanden separationsmetoder (t.ex. extraktion) viljas for att separera och/feller koncentrera analyterna fran
matrisbestdndsdelarna och for att 6verfora proverna till analysutrustningen.

Vad betriffar kalibreringen, oberoende om den ar extern eller baseras pa tillsatser av standardlosning, dr det
viktigt att arbetsomrddet som faststillts for analysmetoden inte Overskrids. Vid externa kalibreringar dr det
obligatoriskt att kalibreringsstandarderna bereds i en losning som i s stor utstrickning som majligt motsvarar
provlosningens sammansittning. Bakgrundskorrigeringar skall ocksa tillimpas om detta krivs med hinsyn till
specifika analytiska forhallanden.

2.4.2  Ytterligare prestationskriterier och 6vriga krav fér kvantitativa analysmetoder

2.4.2.1 Riktigheten hos kvantitativa metoder

Vid upprepade analyser av ett certifierat referensmaterial for grundimnen far avvikelsen for det genomsnittliga
innehéllet, som har bestimts genom experiment, fran det certifierade virdet inte ligga utanfor gransen + 10 %.
Nar det inte finns ndgot certifierat referensmaterial tillgangligt kan riktigheten hos mitningarna faststillas genom
atervinning av tillsatser av kidnda mingder av grunddmnet till det okdnda provet. Ligg marke till att det tillsatta
grunddmnet inte dr kemiskt bundet i den verkliga matrisen, vilket ér fallet for analyten, och att resultaten som fas
med denna metod ddrfor har mindre giltighet &n i de fall di de fis genom anvindning av certifierade
referensmaterial. Atervinningsdata godkinns endast om de ligger inom * 10 % av mdlvirdet.
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2.4.2.2 Precision for kvantitativa metoder

Vid upprepad analys av ett prov som utfors under reproducerbarhetsbetingelser inom laboratoriet, far variations-
koefficienten (CV) inom laboratoriet f6r medelvirdet inte Gverstiga foljande virden:

Tabell 8

Variationskoefficienter for kvantitativa metoder for ett antal massfraktioner for ett grundimne

Massfraktion CV (%)
> 10 pglkg till 100 pg/kg 20
>100 pgfkg till 1 000 pg/kg 15
> 1000 pglkg 10

2.4.3 Sirskilda krav for pulspolarografi

Det dr av storsta vikt att organiskt material i proverna bryts ned fullstindigt innan pulspolarografibestimningar
utfors. Inga breda utslag som beror pa forekomst av organiskt material far forekomma i voltammogrammen.
Hojden pa topparna kan vid pulspolarografi paverkas av oorganiska matrisbestindsdelar. Dirfor skall kvantifier-
ingen ske med hjilp av tillsatser av standardlosning. Ett typexempel pa ett voltammogram av en provldsning skall
bifogas metodbeskrivningen.

2.4.4 Sirskilda krav for atomabsorptionsspektrometri (AAS)

Denna teknik anvinds i huvudsak for ett enskilt grundimne och kraver darfor optimering av de experimentella
installningarna beroende pé vilket grundimne som skall kvantifieras. Nar det 4r majligt skall resultaten kontrol-
leras bade kvalitativt och kvantitativt genom anvindning av alternativa absorptionslinjer (helst skall tvd olika
linjer viljas ut). Kalibreringsstandarderna skall beredas i en matrislosning som i s stor utstrickning som majligt
motsvarar provlosningen (t.ex. syrakoncentration eller modifierarens sammansittning). For att minimera blank-
virden skall alla reagenser ha hogsta mojliga renhetsgrad. Olika typer av atomabsorptionsspektometri kan
sarskiljas beroende pa vilken metod som har valts for att fordnga och/eller atomisera provet.

2.4.4.1 Sarskilda krav for flam-AAS

Instrumentinstillningarna skall optimeras for varje grunddmne. Sarskilt skall gassammansittningen och flodena
kontrolleras. For att undvika interferenser som orsakas av bakgrundsabsorption skall en kontinuerlig killkompen-
sator anvandas. Vid okdnda matriser skall en kontroll goras om korrigering for bakgrunden behovs.

2.4.4.2 Sarskilda rekommendationer for grafitugns-AAS

Fororeningar i laboratoriet paverkar ofta noggrannheten nir man arbetar med ultraldga halter i grafitugnen.
Diirfor skall reagenser av hog renhetsgrad, avjoniserat vatten och inerta plastartiklar f6r hanteringen av prov och
standard anvindas. Instrumentinstillningarna skall optimeras for varje grunddmne. Sarskilt forbehandlings- och
atomiseringsbetingelserna (temperatur, tid) och matrismodifieringen skall kontrolleras.

Genom att arbeta under isotermiska atomiseringsbetingelser (t.ex. transversellt uppvarmd grafitugn med integ-
rerad L'vov-plattform) (8) minskas matrisens inverkan pd atomiseringen av analyten. Kvantifiering med hjilp av
en kalibreringskurva baserad pd mdtningar av vattenlosningar av standarder fir anvindas i kombination med
matrismodifiering och Zeeman-bakgrundskorrektion (9).

2.4.5 Sirskilda krav fér atomabsorptionsspektrometri genom hydridgenerering

Organiska foreningar som innehéller grundimnen som arsenik, vismut, germanium, bly, antimon, selen, tenn och
tellur kan vara mycket stabila och kriva oxidativ nedbrytning for att korrekt resultat for det totala grunddmnesin-
nehdllet skall fas. Dirfor rekommenderas mikrovigsnedbrytning eller hogtrycksféraskning under starkt oxidativa
betingelser. Det dr mycket viktigt att omvandlingen av grundimnena till motsvarande hydrider ér fullstindig och
reproducerbar.

Bildningen av arsenikhydrid i saltsyralosning med NaBH, beror pd arsenikens oxidationstillstand (As III: snabb
bildning, As V: lingre bildningsperiod). For att undvika forluster av kinsligheten vid bestimning av As V med
"flow injection”-tekniken, som beror pd den korta reaktionstiden i systemet, skall As V reduceras till As III efter
den oxidativa nedbrytningen. Kaliumjodid/citronsyra eller cystein 4r limpliga att anvinda till detta. Blankprover,
kalibreringslosningar och provlosningar skall behandlas pd samma sitt. Genom att arbeta med ett satssystem kan
bada arseniktyperna bestimmas utan att noggrannheten paverkas. P4 grund av den forsenade bildningen av As
V-hydrid skall kalibreringen ske vid integreringen av topparean. Instrumentinstillningarna skall optimeras.
Gasflodet, som overfor hydriden till atomiseringsmunstycket, dr sirskilt viktigt och skall kontrolleras.
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2.4.6

2.4.7

2.4.8

Sirskilda krav for atomabsorptionsspektrometri genom hydridgenerering

Kall flamlos AAS anvinds endast for kvicksilver. P4 grund av fordngningen och adsorptionsforluster av elementart
kvicksilver skall sirskild forsiktighet iakttagas under hela analysen. Fororening fran reagenser eller omgivningen
skall omsorgsfullt undvikas.

Organiska foreningar som innehaller kvicksilver kriver oxidativ nedbrytning for att ratt resultat for den totala
mingden kvicksilver skall fas. Vid nedbrytningen skall slutna system med mikrovigsnedbrytning eller hogtrycks-
foraskning anvindas. Sirskild forsiktighet krdvs vid rengéring av den utrustning som har varit i kontakt med
kvicksilver.

Det ir fordelaktigt att anvdnda "flow injection”-tekniken. Vid lagre beslutsgrinser rekommenderas adsorption av
elementirt kvicksilver pd guld/platina-adsorbent f6ljd av termisk nedbrytning. Matningen stérs om adsorbenten
eller cellen kommer i kontakt med fukt och detta skall darfor undvikas.

Sirskilda krav fér ICP-atomemissionsspektrometri (ICP-AES)

Induktivt kopplad plasma-atomemissionsspektrometri (10) dr en metod for analys av flera grundimnen. Metoden
medger samtidiga matningar av flera olika grundimnen. Vid anvindning av ICP-atomemissionsspektrometri skall
en nedbrytning av proverna forst ske for att sonderdela organiska matriser. Vid nedbrytningen skall slutna system
med mikrovdgsnedbrytning eller hogtrycksforaskning anvandas. Instrumentkalibreringen och valet av grunddmne
eller viglingd spelar en avgorande roll for resultatet av en ICP-AES-analys. Vid instrumentkalibreringen, da
kalibreringskurvorna ar linjira, krdvs vanligtvis endast miétning av kalibreringslosningarna vid fyra koncentra-
tioner, eftersom kalibreringskurvorna for ICP-atomemissionsspektrometri i allménhet ar linjara over fyra till sex
storleksordningar for koncentrationen. Kalibreringen av ICP-AES-system bor normalt utféras med en standard
som innehdller flera grunddmnen. Standarden skall beredas i en l6sning som har samma syrakoncentration som
provlosningen. Grunddmneskoncentrationerna skall kontrolleras for den linjira kurvan.

Valet av vaglingder for métning av analyternas emission ar lampligt for koncentrationerna av de grundimnen
som skall bestimmas. Om analytkoncentrationen hamnar utanf6r arbetsomradet for en emissionslinje skall en
annan emissionslinje viljas. Forst och framst skall den kinsligaste emissionslinjen (utan storning) viljas, darefter
en mindre kinslig linje. Om arbetsomradet ligger vid eller nira detektionsgrinsen ar den kinsligaste linjen for
respektive analyt oftast det bésta valet. Spektral- och bakgrundsinterferenser orsakar stora problem vid ICP-atome-
missionsspektrometri. Exempel pd mojliga interferenser dr enkel bakgrundsdrift, lutande bakgrundsdrift, direkt
spektral 6verlappning och komplex bakgrundsdrift. Var och en av dessa interferenser har sina egna orsaker och
atgarder. Beroende pd matriserna skall korrigering av interferensen och optimering av driftparametrarna tillimpas.
Vissa interferenser kan undvikas genom utspadning eller anpassning av matriserna. For varje sats analysprover
skall referensmaterialet och det spetsade materialet som innehdller kinda mingder av analyten eller analyterna
samt blankmaterial behandlas pd samma sitt som analysproverna. For att testa avdriften skall standarden
kontrolleras efter exempelvis tio prover. Alla reagenser och plasmagasen skall ha hogsta mojliga renhetsgrad.

Sirskilda krav for ICP-masspektrometri (ICP-MS) (11)

Vid bestimning av spdrimnen med genomsnittlig atomvikt, exempelvis krom, koppar och nickel, finns det risk
for kraftig interferens frdn andra isobariska och mangatomiga joner. Detta kan undvikas endast nar tillganglig
upplosningsforméaga dr dtminstone 7 000-8 000. Svarigheter i samband med masspektrometriteknikerna
omfattar instrumentdrift, matriseffekter och molekyljonsinterferens (m/z < 80). Flera inre standardiseringar i
samma massomrdde som grundimnena som skall bestimmas kravs for att korrigera instrumentdrift och matrisef-
fekter.

Fullstindig nedbrytning av organiskt material i proverna krivs innan mitningar med ICP-masspektrometri utfors.
Liksom for atomabsorptionsspektometri skall flyktiga grunddmnen, exempelvis jod, overforas till ett stabilt
oxidationstillstdnd efter nedbrytningen i slutna kérl. Den svéraste interferensen kommer frin molekyljonskombi-
nationer av argon (plasmagas), vite, kol, kvdve och syre (upplosningssyror, fororeningar i plasmagas och
atmosfariska gaser som kommer med flodet) och provmatrisen. For att undvika interferenser kravs fullstindig
nedbrytning, bakgrundsmitningar, lampligt val av analysmangder ibland férbundet med en ligre forekomst
(sdmre detektionsgrans) och upplosningssyror, t.ex. salpetersyra.

For de grundimnen som skall bestimmas skall interferenser undvikas genom ett limpligt val av specifika
analysmangder inklusive kontroll av isotopkvoter. Instrumentrespons med hansyn till Fano-faktorer skall kontrol-
leras innan varje mitning med hjilp av inre standarder.
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Validering skall visa att den analytiska metoden ar forenlig med de kriterier som ir tillimpliga pa de aktuella prestations-

karakteristika.

Olika kontrollsyften kraver olika metodkategorier. Foljande tabell anger vilka prestationskarakteristika som skall

3. VALIDERING

bestimmas for respektive metod.

Tabell 9

Klassificering av analysmetoder genom de prestationskarakteristika som skall bestimmas

Detektolonsfor- Beslutsgrans | Riktighet/ater- - Selektivitet/ Tlllamcphgh?t/
méigan Ca vinnin Precision specificitet | motstandsfor-
CCB 8 P méga/Stabilitet
+ - - - + +
Kvalitativa metoder:
+ + - - + +
+ - - + + +
Kvantitativa metoder:
+ + + + + +

S = screeningmetoder; C = konfirmeringsmetoder; + = bestdmningen ar obligatorisk

Detta kapitel ger exempel och/eller referenser pé forfaranden vid validering av analytiska metoder. Andra sitt att visa att
den analytiska metoden ér forenlig med prestationskriterierna for prestationskarakteristika kan anvindas, forutsatt att de

3.1 VALIDERINGSFORFARANDEN

ger information av samma grad och kvalitet.

Validering kan ocksa utforas genom en mellanlaboratorieavprovning som det ir faststillt i Codex Alimentarius, ISO eller
IUPAC (12), eller enligt alternativa metoder, sdsom enskilda laboratoriestudier eller inomlaboratorievalidering (13) (14).
Denna del fokuserar pd studier vid enskilda laboratorier (eller inomlaboratorievalidering) genom anvindning av ett

modulirt tillvigagangssitt. Detta tillvigagdngssitt bestir av:

1. ett antal allminna prestationskarakteristika som é4r oberoende av vilken valideringsmodell som anvinds, och

2. mer specifika modellberoende forfaranden enligt beskrivning i tabell 10.

Modelloberoende och modellberoende prestationsparametrar

Tabell 10

Validering

Modelloberoende
prestationsparametrar

Modellberoende prestationsparametrar

Allménna prestationskarak-
teristika (3.1.1)

Konventionell valideringsmetod (3.1.2)

Inomlaboratorievalideringsmetod (3.1.3)

Specificitet
Riktighet

Motstdndsférmédga: mindre
andringar

Stabilitet

Atervinning
Repeterbarhet

Inomlaboratoriereproducerbarhet

Reproducerbarhet
Beslutsgrans (CCa)
Detektionsforméga (CC)
Kalibreringskurvor

Motstdndsformdga: storre dndringar

Atervinning

Repeterbarhet

Inomlaboratoriereproducerbarhet

Reproducerbarhet

Beslutsgrans (CCa)

Detektionsformaga (CCp)

Kalibreringskurvor

Motstdndsformaga
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3.1.1 Modelloberoende prestationskarakteristika

Oberoende av vilken valideringsmetod som viljs, skall foljande prestationskarakteristika bestimmas. For att
minska arbetsbordan kan ett noggrant utformat och statistiskt sunt sitt anvindas for att kombinera experimenten
som utfors for bestdimningen av de olika parametrarna.

3.1.1.1 Specificitet

For analytiska metoder 4r det viktigt att kunna skilja mellan analyten och nira relaterade substanser (isomerer,
metaboliter, nedbrytningsprodukter, endogena substanser, matrisbestdndsdelar etc.). Det krivs tvd metoder for att
kontrollera om det finns interferenser.

Dirfor skall eventuella dmnen som kan interferera viljas och relevanta blankprov analyseras for att pévisa
forekomsten av eventuella interferenser och for att uppskatta deras effekt.

— Vilj ett antal kemiskt relaterade foreningar (metaboliter, derivat etc.) eller andra dmnen som sannolikt
forekommer i samband med féreningen i frdga och som kan finnas i proverna.

— Analysera ett limpligt antal representativa blankprov (n > 20) och kontrollera om det finns interferenser
(signaler, toppar, jonspdr) i omradet ifrdga dir malanalyten forvintas eluera.

— Vidare skall representativa blankprover spetsas vid relevant koncentration med dmnen som &r bendgna att
interferera med identifieringen och/eller kvantifieringen av analyten.

— Undersok efter analysen huruvida
— forekomsten kan leda till falsk identifiering, eller
— identifieringen av madlanalyten hindras av férekomsten av en eller flera interferenser eller

— kvantifieringen mirkbart paverkas.

3.1.1.2 Riktighet

I detta avsnitt beskrivs bestimningen av riktighet (en del i begreppet noggrannhet). Riktigheten kan endast
faststillas med hjilp av certifierat referensmaterial. Om det finns ett certifierat referensmaterial skall detta
anvindas. Metoden beskrivs i detalj i ISO 5725-4 (5). Nedan finns ett exempel.

— Analysera sex replikat av certifierat referensmaterial i enlighet med provinstruktionerna for metoden.
— Bestdm koncentrationen for analyten som finns i varje replikatprov.
— Berikna medelvirdet, standardavvikelsen och variationskoefficienten (procent) for dessa koncentrationer.

— Berikna riktigheten genom att dividera den pévisade medelkoncentrationen med det certifierade virdet (matt
som koncentration) och multiplicera med 100 for att uttrycka resultatet i procent.

Riktighet (procent) = pavisad genomsnittlig koncentration korrigerad med avseende pa atervinningen x 100/certi-
fierat virde.

Om det inte finns ndgot certifierat referensmaterial kan atervinningen bestimmas enligt beskrivningen i 4.1.2.1.

3.1.1.3 Tillamplighet/motstdndsformdga (mindre dndringar)

I dessa undersokningar anvinds mindre, rimliga variationer som avsiktligt inforts av laboratoriet och observa-
tionen av konsekvenserna.

Forundersokningar utfors genom val av faktorer for forbehandling av provet, rening och analys som kan paverka
mitresultaten. Sddana faktorer kan omfatta personen som utfor analysen, reagensernas killa och dlder, 1osnings-
medel, standarder och provextrakt, uppvirmningshastigheten, temperaturen, pH-vdirdet samt manga andra
faktorer som kan forekomma i laboratoriet. Dessa variationer skall modifieras i den omfattning som motsvarar de
avvikelser som vanligen uppkommer mellan laboratorier.

— Identifiera mojliga faktorer som kan péverka resultaten.

— Variera varje faktor ndgot.
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— Genomfor ett test av motstdndsformédgan genom att anvidnda Youden-metoden (15) (16). (Andra godkinda
metoder kan anvindas vid detta tillfille. Youden-metoden minimerar dock tiden och arbetsinsatsen.) Youden-
metoden dr ett ofullstindigt faktorforsok. Interaktionen mellan olika faktorer kan inte pévisas.

— Om det konstateras att en faktor paverkar mitresultatet signifikant, utfors ytterligare experiment for att
bestimma de godtagbara grinserna for denna faktor.

— Faktorer som signifikant inverkar pd resultatet skall tydligt markeras i forsoksplanen.

Grundtanken 4r inte att undersoka en dndring 4t gingen utan att infora flera variationer samtidigt. Exempel: Lat
A, B, C, D, E, F, G beteckna de nominella virdena for sju olika faktorer som skulle kunna paverka resultaten om
deras nominella virden dndrades ndgot. Lit deras alternativa virden betecknas med de motsvarande gemena
bokstiverna a, b, ¢, d, e, f och g. Detta ger resultatet 27 eller 128 olika mojliga kombinationer.

Det ar mojligt att vilja en delmingd pa dtta av dessa kombinationer som ar balanserad med avseende pé versaler
och gemener (tabell 11). Atta bestimningar skall goras, i vilka en kombination av de valda faktorerna (A-G)
anvinds. Resultatet av dessa bestimningar visas som S-Z i tabell 11 nedan.

Tabell 11

Experimentmodell for undersokning av motstindsformaga (mindre dndringar)

Kombination av bestimningar nr
Faktorvirde F

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

For berdkningar, se exempel pa test av motstindsformaga i 3.3.

3.1.1.4 Stabilitet

Man har kunnat iaktta att otillricklig stabilitet hos analyten eller matrisens bestdndsdelar under lagring eller
analys av provet kan ge upphov till signifikanta avvikelser hos analysresultatet. Vidare bor kalibreringsstandardens
stabilitet i 16sningen kontrolleras. Vanligtvis 4r analytens stabilitet val beskriven under olika lagringsférhéllanden.
Overvakning av lagringsférhallandena utgér en del av det normala ackrediteringssystemet for laboratorier. Om
forhallandena inte 4r kinda, visar exemplen nedan hur stabiliteten kan bestimmas.

Stabiliteten hos analyten i l6sning

— Bered nya stamlosningar for analyten eller analyterna och spid enligt specifikation i provinstruktionerna for
att fa tillrackligt manga alikvoter (t.ex. 40) av varje vald koncentration (omkring den ligsta funktionsgrins
som krivs for dmnen som saknar faststilld funktionsgrins eller omkring den tillitna grinsen for andra
amnen. Bered bdda losningarna for den analyt som anvinds for spetsning och i den slutliga analyslosningen
och alla andra losningar som &r av intresse (t.ex. standarder av derivat).

— Mit analytkoncentrationen i den nyberedda losningen enligt provinstruktionerna.

— Portionera limpliga méngder i passande behdllare, mirk och lagra enligt planen nedan:
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3.1.1.5

3.1.2.1

Tabell 12

Plan for bestimning av analytstabilitet i 16sning.

-20°C +4°C +20°C
Moérkt 10 alikvoter 10 alikvoter 10 alikvoter
Ljust 10 alikvoter

— Lagringstiden kan viljas till 1, 2, 3 och 4 veckor eller lingre vid behov, t.ex. tills de forsta nedbrytningsfeno-
menen kan observeras under identifieringen och/eller kvantifieringen. Den maximala lagringstiden och de
optimala lagringsforhdllandena skall registreras.

— Berikningen av koncentrationen av analyt(er) i varje alikvot skall goras genom att den nyberedda analyslos-
ningen fir anta virdet 100 procent vid tiden for analysen.

Resterande analyt (procent) = Ci x 100/C,
C koncentration vid aktuell tidpunkt
C,  koncentration fér nyberedd 18sning

Stabilitet hos analyt(er) i matris

— Nir det dr mojligt skall forvirvade prover anvindas. Om det inte finns nagot forvirvat material att tillga, skall
matris som spetsats med analyten anvindas.

— Om det finns forvirvat material att tillgd, skall koncentrationen i materialet bestimmas medan materialet
fortfarande ér nytt. Ytterligare alikvoter av materialet skall tas ut efter 1, 2, 4 och 20 veckor och koncentratio-
nerna skall bestimmas. Vdvnaden skall lagras vid minus 20 °C eller lagre temperatur om si krévs.

— Om det inte finns ndgot forvirvat material att tillgd, anvinds en liten midngd blankmaterial som homogeni-
seras. Dela upp materialet i fem alikvoter. Spetsa varje alikvot med analyten, som helst skall beredas i en liten
mingd vattenlosning. Analysera omedelbart en alikvot. Spara resterande alikvoter vid minus 20 °C eller ligre
temperatur och analysera dem efter 1, 2, 4 och 20 veckor.

Kalibreringskurvor

Dé kalibreringskurvor anvinds for kvantifiering skall

— minst fem niver (inklusive noll) anvindas for att konstruera kurvan,

— kurvans arbetsomréde beskrivas,

— kurvans matematiska formel och anpassningsgraden for data till kurvan beskrivas,

— godtagbarhetsomrdden for kurvans parametrar beskrivas.

Nar seriell kalibrering baserad pa en standardlosning behovs, skall godtagbara omrdden anges for de parametrar
for kalibreringskurvan som kan variera fran serie till serie.

Konventionell valideringsmetod

Berdkningen av parametrarna enligt konventionella metoder kriver att flera enskilda experiment utfors. Varje
prestationskarakteristik skall bestimmas for varje storre dndring (se under punkten "tillimplighet/motstandsfor-
méga” ovan). Vid metoder som anvinder flera analyter kan manga analyter analyseras samtidigt under forutsitt-
ning att eventuella relevanta interferenser har uteslutits i forvdg. Manga prestationskarakteristika kan bestimmas
pa liknande sitt. Darfor forordas att experimenten kombineras i sd stor utstrickning som mojligt (t.ex. repeter-
barhet och inomlaboratoriereproducerbarhet med specificitet, analys av blankprover for att bestimma detektions-
gransen och for att testa specificiteten).

Atervirming

Om det inte finns ndgot certifierat material att tillga, skall tervinningen bestdimmas experimentellt med hjilp av
spetsade blankmatriser, exempelvis enligt planen nedan:

— Vilj 18 alikvoter av ett blankmaterial och spetsa 6 alikvoter pd vardera nivin som motsvarar 1, 1,5 och 2
ginger den ldgsta funktionsgrans som krévs eller 0,5, 1 och 1,5 gdnger den tillitna grinsen.

— Analysera proverna och berdkna koncentrationen for varje prov.
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— Berdkna dtervinningen for varje prov med hjilp av ekvationen nedan.
— Berdkna den genomsnittliga dtervinningen och variationskoefficienten for de sex resultaten pa varje niva.

— Procent dtervinning = 100 x uppmitt innehall/spetsningsméngd.

Denna konventionella metod for bestimningen av tervinningen dr en variant av metoden som beskrivs i punkt
3.5, med tillsatser av standardlosningar, da

— provet betraktas som ett blankprov i stillet for ett prov som skall analyseras,
— man anser att utbytet (') och atervinningen (?) ér lika for de tvd provportionerna,
— proverna har samma massa och provportionen extraherar samma volymer,

— mingden kalibreringsstandard som tillsitts den andra provportionen (med tillsats) mirks xADD,
(XADD = pA*VA),

— x1 &r det uppmitta virdet av blankprovet och x2 &r det uppmitta virdet av den andra provportionen (med
tillsats).

— D4 fés att den procentuella dtervinningen = 100 (x2 — x1)/xADD

Om ndgot av ovanstdende villkor inte kommer (eller antas komma) att uppfyllas, skall hela forfarandet for
bestdimning av dtervinningen med hjdlp av tillsatser av standardlosningar utforas enligt 3.5.

3.1.2.2 Repeterbarhet

— Bered en uppsittning prover med identiska matriser, spetsade med analyten till koncentrationer som
motsvarar 1, 1,5 och 2 gdnger den funktionsgrans som kravs eller 0,5, 1 och 1,5 génger den tilldtna grinsen.

— P4 varje nivd skall analysen utféras med minst sex replikat.

— Analysera proverna.

— Berdkna koncentrationerna som pdvisas i varje prov.

— Berikna medelvirdet, standardavvikelsen och variationskoefficienten (procent) for de spetsade proverna.
— Upprepa dessa steg vid minst tvd andra tillfdllen.

— Berikna de totala medelkoncentrationerna och variationskoefficienten for de spetsade proverna.

3.1.2.3 Inomlaboratoriereproducerbarhet

— Bered en uppsittning prover av specificerat provmaterial (identiska eller olika matriser), spetsade med analyten
eller analyterna till koncentrationer som motsvarar 1, 1,5 och 2 ganger den ligsta funktionsgrins som kravs
eller 0,5, 1 och 1,5 génger den tillitna grinsen.

— P4 varje nivd skall analysen utféras med minst sex replikat.

— Upprepa dessa steg vid minst tvd olika tillfillen med olika personer och olika miljobetingelser, t.ex. olika
reagenssatser, 19sningsmedel etc., olika rumstemperaturer, olika instrument etc. om det dr mojligt.

— Analysera proverna.
— Berdkna koncentrationerna som pdvisas i varje prov.

— Berikna medelvirdet, standardavvikelsen och variationskoefficienten (procent) for de spetsade proverna.

3.1.2.4 Reproducerbarhet

Nir reproducerbarhet skall verifieras, bor laboratorier delta i kollaborativa undersékningar enligt ISO 5725-2 (5).

3.1.2.5 Beslutsgrans (CCa)

Beslutsgransen skall faststillas enligt kraven for identifiering eller identifiering och kvantifiering pa det sitt som
anges i "Prestationskriterier for och ovriga krav pd analytiska metoder” (avsnitt 2).

(') Utbyte: den del av analytens massa som finns i det prov som forekommer i slutextraktet.
(3 Atervinning (hdr): den del av analytens massa som tillsitts provet, som ingdr i slutextraktet. I resten av dokumentet forutsitts det
att utbytet och atervinningen ir lika, varfér endast termen “tervinning” anvinds.
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Nar det giller dmnen som saknar faststdlld grins, kan CCa bestimmas:

— Genom kalibreringskurvsforfarandet i enlighet med 1SO 11843 (17) (hdr bendmnt "critical value of the net
state variable”, ung. "kritiska virdet for nettotillstindsvariabeln”). I detta fall skall blankmaterial anvindas som
spetsats vid och over den lagsta funktionsgrians som kravs i multipla steg med inbordes konstant avstind.
Analysera proverna. Efter identifiering plottas signalen mot den tillsatta koncentrationen. Motsvarande
koncentration vid skdrningen med y-axeln plus 2,33 ganger standardavvikelsen f6r inomlaboratoriereprodu-
cerbarheten for skdrningen ir lika med beslutsgrinsen. Detta giller endast kvantitativa undersékningar (a = 1
procent).

— Genom analys av minst 20 blankmaterial per matris for att berdkna signal-brusforhallandet vid det tidsfonster
som analyten forvintas komma. Som beslutsgrins kan tre ganger signal-brusférhéllandet anvindas. Detta
giller kvantitativa och kvalitativa undersokningar.

Nar det giller 4mnen med en faststdlld grans, kan CCa bestimmas:

— Genom kalibreringskurvsforfarandet i enlighet med 1SO 11843 (17) (hdr bendmnt “critical value of the net
state variable”, ung. "kritiska virdet for nettotillstindsvariabeln”). I detta fall skall blankmaterial anvindas som
spetsats vid och over den tillitna gransen i multipla steg med konstant inbordes avstdnd. Analysera proverna.
Efter identifiering plottas signalen mot den tillsatta koncentrationen. Motsvarande koncentration vid den
tillitna grinsen plus 1,64 ginger standardavvikelsen for inomlaboratoriereproducerbarheten ar lika med
beslutsgransen (o =5 %).

— Genom att analysera minst 20 blankmaterial per matris som spetsats med analyt(er) vid beslutsgransen.
Koncentrationen vid den tillatna grinsen plus 1,64 gdnger motsvarande standardavvikelse motsvarar besluts-
gransen (o =5 %).

Se dven artikel 5 och punkt 3.2.

3.1.2.6 Detektionsformdga (CCf3)

Detektionsformagan skall bestimmas enligt kraven for identifiering eller identifiering plus kvantifiering enligt
definitionen (se del 2).

Nar det giller dmnen som saknar faststilld grins, kan CCB bestimmas:

— Genom kalibreringskurvsforfarandet i enlighet med ISO 11843 (17) (hdr bendmnt det minsta detekterbara
virdet for nettotillstindsvariabeln). I detta fall skall blankmaterial anvindas som spetsats vid och under den
minsta funktionsgrins som krdvs i multipla steg med inbordes konstant avstind. Analysera proverna. Efter
identifiering plottas signalen mot den tillsatta koncentrationen. Motsvarande koncentration vid beslutsgrinsen
plus 1,64 ginger standardavvikelsen f6r inomlaboratoriereproducerbarheten for det genomsnittligt uppmatta
innehllet vid beslutsgransen ar lika med detektionsformégan (§ =5 %).

— Genom analys av minst 20 blankmaterial per matris som spetsats med analyt(er) vid beslutsgransen. Analysera
proverna och identifiera analyterna. Virdet for beslutsgransen plus 1,64 ginger standardavvikelsen for
inomlaboratoriereproducerbarheten for det uppmitta innehéllet 4r lika med detektionsformagan (§ =5 %).

— Om det inte finns ndgra kvantitativa resultat tillgidngliga kan detektionsformigan bestimmas genom under-
sokning av spetsat blankmaterial vid och Gver beslutsgransen. I detta fall 4r koncentrationsnivan, da endast
< 5% falskt negativa resultat kvarstdr, lika med detektionsformagan for metoden. Darfor skall minst 20
undersokningar p&d minst en koncentrationsniva utforas for att garantera ett tillforlitligt underlag for denna
bestdmning.

Nar det giller 4mnen som har en faststilld grins, kan CCP bestimmas:

— Genom kalibreringskurvsforfarandet i enlighet med ISO 11843 (17) (hdr bendmnt "minimum detectable value
of the net state variable”, ung. "det minsta detekterbara virdet for nettotillstaindsvariabeln”). I detta fall skall
blankmaterial anvindas som spetsats vid och over den tillitna grinsen i multipla steg med konstant inbérdes
avstind. Analysera proverna och identifiera analyten eller analyterna. Berikna standardavvikelsen for det
genomsnittligt uppmatta innehéllet vid beslutsgrinsen. Motsvarande koncentration vid virdet for besluts-
gransen plus 1,64 gdnger standardavvikelsen for inomlaboratoriereproducerbarheten ar lika med detektions-
forméigan (B =15 %).

— Genom att analysera minst 20 blankmaterial per matris som spetsats med analyt(er) vid beslutsgransen. Virdet
for beslutsgransen plus 1,64 gdnger motsvarande standardavvikelse r lika med detektionsformégan (§ = 5 %).

Se dven 3.2.
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3.1.2.7 Motstdndsformdga (storre dndringar)

Den analytiska metoden skall testas under olika experimentella férhéillanden, som exempelvis omfattar olika arter,
olika matriser eller olika provtagningsbetingelser. De dndringar som infors bor vara betydande. Betydelsen av
dessa dndringar kan utvirderas exempelvis genom anvidndning av Youden-metoden (15) (16). Varje prestationska-
rakteristik skall bestimmas for alla storre dndringar som har visat sig ha en signifikant effekt pd undersokningens
prestanda.

3.1.3 Validering enligt alternativa modeller

Om alternativa valideringar tillimpas skall den underliggande modellen och strategin med respektive forutsatt-
ningar, antaganden och formler faststillas i valideringsplanen eller dtminstone hanvisningar ges till var de finns
tillgangliga. Nedan ges ett exempel pé en alternativ metod. Vid tillimpning av exempelvis den inomlaboratorieva-
lideringsmodellen, bestdms prestationskarakteristika pd ett sitt som tilliter validering av storre dndringar inom
samma valideringsforfarande. Detta kriver att en experimentell valideringsplan utformas.

3.1.3.1 Experimentell plan

En experimentell plan skall utformas med hansyn till antalet olika arter och olika faktorer som skall undersokas.
For att de viktigaste arterna och de faktorer som kan inverka pd mitresultaten skall kunna viljas ut, skall darfor
det forsta steget i hela valideringen gilla de provpopulationer som skall analyseras i laboratoriet i framtiden.
Direfter skall koncentrationsomrddet viljas ut pa ett dndamélsenligt sitt med hinsyn till den givna nivan.

Exempel:

— Flera analyter kan undersokas samtidigt med analysmetoden som valideras.

— Tva variationer av huvudfaktorn har identifierats (A och B). Huvudfaktorerna utgoér grunden for vilka
faktornivder som kombineras. Dessa huvudfaktorer kan omfatta faktorer som exempelvis arter eller matris. I
detta exempel varierades huvudfaktorn pad tvd nivder, dvs. tva olika arter (art A och B) beaktades. I allminhet
kan man variera huvudfaktorerna pd mer 4n tva nivder, vilket dock endast 6kar antalet analyser som skall
utforas.

— Dessa utvalda faktorer skall varieras pd tvd nivéer (angivna som antingen + eller -).
Tabell 13

Exempel pd faktorer som anses viktiga for ett valideringsforfarande

Djurets kon (faktor 1)
Ras (faktor 2)
Transportforhdllanden (faktor 3)
Lagringsforhdllanden (faktor 4)
Provets farskhet (faktor 5)
Uppfodningsforhallanden (faktor 6)
Olika personer med olika erfarenheter (faktor 7)

Tabell 14

Mojlig experimentell plan for ovanstiende exempel

Art Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4 Faktor 5 Faktor 6 Faktor 7 Prov nr
A + + + + - + - 1
A + + - - + - - 2
A + - + - - - + 3
A + - - + + + + 4
A - + + - + + + 5
A - + - + - - + 6
A - - + + + - - 7
A - - - - - + - 8
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Art Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4 Faktor 5 Faktor 6 Faktor 7 Prov nr
B + + + + + - + 9
B + + - - - + + 10
B + - + - + + - 11
B + - - + - - - 12
B - + + - - - - 13
B - + - + + + - 14
B - - + + - + + 15
B _ _ — - + - + 16

Eftersom varje prov (varje kombination av faktornivd) skall spetsas med fyra olika koncentrationer i nirheten av
den givna nivan och ett blankprov skall analyseras for varje niva, skall 5x 16 = 80 analyser utféras f6r hela
valideringsexperimentet.

Frdn dessa 80 mitresultat kan man berdkna (13) (14).

Atervinning

— Repeterbarheten per koncentrationsnivé (s,).

— Inomlaboratoriereproducerbarheten per koncentrationsniva (s).

— Beslutsgrins (CCa).

— Detektionsférméaga (CCp).

— Styrkefunktion (f-feltithet mot koncentration kapitel (se punkt 3.1.3.2).

— Motstandsférmaga mot storre dndringar; motstindsférmaga mot mindre dndringar kan bestimmas i enlighet
med punkt 3.1.1.3.

— 16 provrelaterade kalibreringskurvor.

— 1 generell kalibreringskurva.

— Prediktionsintervall for den generella kalibreringskurvan.
— Matrisinducerade avvikelser (s_).

— Koérningsinducerade avvikelser (s, ).

— Effekten av de individuella faktorerna pa mitresultaten.

Dessa prestationskarakteristika mojliggor en overgripande utvirdering av prestationsnivén for metoden, eftersom
inte bara inverkan av de individuella faktorerna undersoks utan dven de relevanta kombinationerna av dessa
faktorer. Med hjilp av denna experimentutformning kan man bestimma om den ena eller den andra av de valda
faktorerna skall uteslutas frén den totala kalibreringskurvan, eftersom faktorn avviker signifikant fran standardav-
vikelserna for de andra faktorerna.

3.1.3.2 Styrkefunktion

Styrkefunktionen ger information om metodens detektionsformaga inom det valda koncentrationsomradet. Den
hanfor sig till risken for f-fel ndr den tillimpas pé den undersokta metoden. Med hjilp av styrkefunktionen kan
detektionsformédgan for respektive metodkategori (kontroll, konfirmation) eller typ av metod (kvalitativ eller
kvantitativ) berdknas for ett bestimt f-fel (t.ex. 5 %).
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Figur 1:
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3.1.3.3

Figur 1 visar ett exempel pd en grafisk bestimning av detektionsférmdgan (CCR). For just den hir metoden ar den
aterstdende risken att ta ett felaktigt negativt beslut 5 % vid en koncentration pa 0,50 pg/kg. Vid koncentrationen
0,55 pg/kg har risken for ett falskt negativt resultat minskat till 1 procent.

Reproducerbarhet

Bestimningen av en metods reproducerbarhet med hjilp av inomlaboratorievalideringsprincipen kriver delta-
gande i en kvalifikationsprovning i enlighet med 1SO Guide 43-1 (3) och 43-2 (4). Laboratorierna kan sjilva vilja
metoder, forutsatt att dessa metoder anvinds under rutinforhdllanden. Laboratoriets standardavvikelse kan
anvindas for att faststilla metodens reproducerbarhet.
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3.2 GRAFISK FRAMSTALLNING AV DE OLIKA ANALYTISKA GRANSVARDENA
Figur 2:
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Sy standardavvikelse for blankprovet (bestimt under reproducerbarhetsbetingelser inom
laboratoriet)
Sg standardavvikelse for det fororenade provet (bestamt under reproducerbarhetsbetingelserinom
laboratoriet)
a frekvens av falskt positiva resultat
B frekvens av falskt negativa resultat
CCa respons med ett givet a-fel och 50 % f-fel
CcCp respons med ett mycket litet a-fel och ett givet f-fel
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Figur 3:

Amnen med en faststilld tilliten grins
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Xp genomsnittlig koncentration for blankprovet
XpL genomsnittlig koncentration f6r provet som innehaller analyten vid den tilldtna griansen
Xg genomsnittlig koncentration for det fororenade provet
SpL standardavvikelse for provet som innehaller analyten vid den tilldtna gransen (bestimt under
reproducerbarhetsbetingelser inom laboratoriet)
S¢ standardavvikelse for det fororenade provet (bestamt under reproducerbarhetsbetingelser inom
aboratorie
laboratoriet
a frekvens av falskt positiva resultat
frekvens av falskt negativa resultat
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3.3 BERAKNINGSEXEMPEL FOR TEST AV MOTSTANDSFORMAGA MOT MINDRE ANDRINGAR I ENLIGHET MED
YOUDENMETODEN (16)

Jimforelse av medelvirden (A)

A, = Z(A)/4 Jamfor medelvirdena for versaler (A, till A)) med medelvirdena for motsvarande gemener (A, till
A, = 3(B)/4 A). Om en faktor har en effekt, kommer skillnaden att vara signifikant storre 4n skillnaderna for de
Ao = Q)4 andra faktorerna.
A, = Z(D)/4 En metod med motstdndsforméga skall inte paverkas av dndringar som med storsta sannolikhet
A, = Z(E)4 féorekommer mellan laboratorier.
Ap = I(F)/4 Om det inte finns ndgon péfallande skillnad, fis det mest realistiska mattet pa det slumpvisa felet ur
A, = Z(G)[4 de sju differenserna.
A, = X@)/4
A, = X(b)/4
A = X(c)[4
A, = X(d)/4
A, = Z(ei)/4
A = Z(fl |4
A, = )4
Differenser (D) Kvadraterna av differenserna (D,?)
D, = A-a=3(A)-Z() D? = virdeta
D, = B-b=3B)-3b) D, = virdetb
D, = C-c=%(C)-Z2(c) D? = virdetc
D, = D-d=3(D)-3(d) DS = virdet d
D, = E-e=ZX(E)-Z2() D.? = virdete
D, = F—f=3(F)-x() D2 = virdet f
D, = G-g=3(G)-2(g) D2 = virdetg

[

Standardavvikelsen for differenserna Ds):

Sy, = V2'5(D,7)

Om s, som fis pa detta stt ir signifikant storre dn standardavvikelsen for metoden som utféorts under reproducerbarhets-
betingelser inom laboratoriet (se ovan), dr det pd forhand givet att alla faktorerna tillsammans péverkar resultatet, dven
om varje enskild faktor inte har ndgon signifikant inverkan, och att metoden inte har tillricklig motstandsfrmaga
gentemot valda modifieringar.

3.4 BERAKNINGSEXEMPEL FOR INOMLABORATORIEVALIDERINGEN

Exempel och berdkningar for inomlaboratorievalideringsplanen i enlighet med vad som sigs om validering med alterna-
tiva modeller (punkt 3.1.3) (13) (14).

3.5 BERAKNINGSEXEMPEL FOR TILLSATS AV STANDARDLOSNINGAR

Ett analysprov med innehéllet T av analyten delas upp i tvd provportioner, 1 och 2, med de respektive massorna m1 och
m2. Till provportion 2 tillsitts en volym VA av l6sningen med en analytkoncentration pa pA. Tvd extrakt av provportio-
nerna med de respektive volymerna V1 och V2 fis efter metodens extraktions- och reningssteg. Atervinningen for
analyten antas vara rc. Bdda extrakten undersoks med en matmetod med kinsligheten b och ger ett analyssvar pa x1,
respektive x2.

Om man antar att rc och b ar lika for analyten i det ursprungliga provet och i provet med tillsats, kan innehéllet T
beriknas enligt foljande:

T=x.V.p,V,/x.V,m- x.V.m)

Metoden gor det mojligt att bestimma atervinningen rc. Direfter, utover undersokningen som beskrivs ovan, tillsitts en
kind mingd p,.V, av analyten till en del av extraktet av provportion 1 (volym V) som darefter undersoks. Det analytiska
svaret dr x, och dtervinningen ar:

rc = x,.V,.V,p, V,[[x,.V,.V,(Tm,+p,.V,) - x,.V,.T.m (V,-V,)]
Dessutom kan man berdkna kinsligheten b som:

b= x.V [rcTm,

Alla tillimpningsvillkor och mer detaljerade uppgifter finns beskrivna (18).
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AAS
AES
AOAC-I

a
CRM
v
2D
DAD
DPASV
ECD

El

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) ISO 3534-1: 1993 Statistical Methods for quality control — Vol. 1 vocabulary and symbols

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

4. FORKORTNINGAR SOM ANVANDS
atomabsorptionsspektrometri
atomemissionsspektrometri
Association of Official Analytical Chemists International
bunden fraktion (immunologiska undersokningar)
kemisk jonisering
certifierat referensmaterial
variationskoefficient
tvadimensionell
diod array-detektion
pulspolarografi
elektroninfingningsdetektion
elektronstotjonisation
gaskromatografi
hogpresterande vitskekromatografi
hogpresterande tunnskiktskromatografi
hogupplosande (masspektrometri)
ICP-atomemissionsspektrometri
ICP-masspektrometri
infrarod
Internationella standardiseringsorganisationen
vitskekromatografi
lagupplosande (masspektrometri)
lagsta funktionsgrans som krivs
masspektrometri
massafladdningsforhallande
relativ vandring till 1osningsmedelsfronten (TLC)
relativa standardavvikelser for laboratoriet
selektiv jonanalys
tunnskiktskromatografi
ultraviolett ljus

synligt ljus

5. REFERENSER

proficiency testing schemes

(4)  ISO Guide 43-2: 1997 Proficiency testing by interlaboratory comparisons — Part 2: Selection and use of proficiency

testing schemes by laboratory accreditation bodies

(5) ISO 5725: 1994 Accuracy (trueness and precision) of measurement methods and results — Part 1: General
principles and definitions; ISO 5725-2 Part 2: Basic method for the determination of repeatability and reproducibi-
lity of a standard measurement method; Part 4: Basic methods for the determination of the trueness of a standard

measurement method
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