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МЕТОД ВАЛИДАЦИИ И ПРОЦЕДУРЫ КОНТРОЛЯ КАЧЕСТВА ДЛЯ АНАЛИЗА
ОСТАТКОВ ПЕСТИЦИДОВ В ПИЩЕВЫХ ПРОДУКТАХ И КОРМАХ
Введение
1. Руководство в этом документе предназначено для лабораторного контроля или для мониторинга  остатков пестицидов в пищевых продуктах  и кормах в Европейском Союзе. В документе описан метод валидации и требования аналитического контроля качества (AQC) для обеспечения достоверности данных, используемых для проверки соответствия  максимальным уровням остатков (MRLs),  оказания содействия при обеспечении  соблюдения требований или при проведении оценки воздействий пестицидов на потребителя.
Основные цели включают следующие:

     (ii) предоставить согласованную экономически эффективную систему обеспечения качества в ЕС

     (iii) обеспечить качество и соизмеримость аналитических результатов

     (iv) обеспечить достижение приемлемой точности

     (v) обеспечить условия для того, чтобы не сообщалось о ложноположительных и ложноотрицательных результатах

     (vi) обеспечить соответствие ISO/IEC 17025 (стандарт аккредитации)

2.  Этот документ является дополнением и неотъемлемой частью требований в ISO/IEC 17025.

3. Этот документ заменяет Документ № SANCO/3131/2007.

4. За объяснением терминов, используемых в тексте, следует обращаться к списку терминов (Приложение С).
Аккредитация и юридические предпосылки 
5.  В соответствии со Статьей 12 Регламента 882/2004 лаборатории, назначенные для  осуществления официального контроля остатков пестицидов, должны быть аккредитованы по ISO/IEC 17025. В соответствии со Статьей 11 Регламента 882/2004 методы анализа, используемые в рамках официального контроля, должны соответствовать релевантным правилам Сообщества или международно признанным правилам или протоколам или, в случае отсутствия вышеупомянутых, другим методам, подходящим для намеченной цели или разработанным в соответствии с научными протоколами. Если вышеупомянутое неприменимо, валидация методов анализа может и дальше осуществляться в пределах отдельно взятой лаборатории в соответствии с международно принятым протоколом. Согласно Статье 28 Регламента 396/2005 технические руководства по специальным критериям валидации и процедурам контроля качества в отношении методов анализа для определения остатков пестицидов, могут быть утверждены в соответствии с процедурой, указанной в Статье 45(2) этого Регламента. В настоящем документе устанавливаются  взаимоприемлемые правила для официального анализа остатков пестицидов в рамках Сообщества, согласованные всеми государствами-членами Европейского Союза, и настоящий документ является техническим руководством в значении Статьи 28 Регламента 396/2005. Таким образом, документом необходимо руководствоваться при аудитах и аккредитациях официальных лабораторий, занимающихся выявлением остатков пестицидов, в соответствии с ISO/IEC 17025.
Отбор образцов, транспортировка, переработка и хранение образцов 
Отбор образцов

6. Лабораторные образцы должны отбираться в соответствии с Директивой 2002/63/ЕС или заменяющим законодательным актом. Если произвольный отбор первичных образцов в пределах партии является практически нецелесообразным, необходимо записать использованный метод отбора образцов.
Транспортировка лабораторных образцов
7. Образцы необходимо транспортировать в лабораторию в соответствующих условиях  в чистых контейнерах и надежной упаковке. Полиэтиленовые пакеты, при необходимости оснащенные отверстиями для проветривания,  подходят для большинства образцов, но для образцов, которые предстоит анализировать на наличие остатков фумигантов, следует использовать пакеты с низкой проницаемостью (например, полиамидная пленка). Образцы товаров, расфасованных для розничной торговли, не должны извлекаться из упаковки перед транспортировкой. Недолговечные или скоропортящиеся продукты (например, спелая малина), возможно, придется заморозить, чтобы избежать порчи, и затем транспортировать в «сухом льду» или аналогичным способом, чтобы не допустить размораживания при перевозке. Образцы, которые замораживают при отборе, необходимо перевозить без размораживания. Образцы, у которых охлаждение может вызвать повреждения (например, бананы), должны быть защищены как от  высоких, так и от низких температур. 
8.  Быстрая транспортировка в лабораторию, желательно в течение одного дня, важна для образцов большинства свежих продуктов. Состояние образцов, доставленных в лабораторию, должно быть приближено к состоянию,  подходящему для разборчивого покупателя, иначе образцы должны считаться неподходящими для анализа.
9. Идентификационная метка  образцов должна  быть четкая и несмываемая, и наносится она таким образом, чтобы исключить случайные потери или путаницу с этикетками. Необходимо избегать использования маркера, содержащего органические растворители, для маркировки пакетов с образцами, которые предназначены для анализа на наличие остатков фумигантов, особенно если  будет использоваться детектор захвата электронов.
Подготовка и обработка образцов до анализа
10. После поступления лаборатория должна присвоить каждому лабораторному образцу уникальный справочный код.

11. Подготовку образцов, обработку образцов и подвыборку для получения частей аналитического образца следует  выполнять до того, как  появляются видимые признаки порчи. Это особенно важно, когда результат анализа предстоит использовать для оценки потребления покупателем. Образцы баночных консервов, обезвоженных и обработанных аналогичным способом продуктов, должны быть проанализированы в течение указанного срока годности.
12. Подготовка образцов должна осуществляться в соответствии с определением товара и части(ей), предназначенных для анализа, см. Регламент 396/2005, Приложение 1.
13. Необходимо продемонстрировать, что обработка образцов и процедуры хранения  не оказывают значительного воздействия на остатки, присутствующие в аналитическом образце (см. Директиву 2002/63/ЕС). При наличии доказательств, что измельчение (разрезание и гомогенизация) при температуре окружающей среды значительно влияет на разрушение остатков определенных  пестицидов, рекомендуется гомогенизировать образцы при низкой температуре  (например,  в замороженном состоянии и/или при наличии «сухого льда»). Если известно, что измельчение влияет на остатки (например, дитиокарбаматы или фумиганты), и не существует практических альтернативных процедур, тестируемая часть образца должна состоять из целых единиц товара или сегментов, отделенных от больших единиц. Для всех других анализов  необходимо размельчить лабораторный образец полностью (в большинстве случаев 1-2 кг). Все анализы следует проводить в как можно более короткие сроки, чтобы минимизировать срок хранения образца. Анализы на остатки неустойчивых или быстро испаряющихся пестицидов необходимо начинать, а процедуры, связанные с возможной утратой аналита, - завершать, в день получения образца. В любом случае при  размельчении образца необходимо убедиться, что образец достаточно однородный, чтобы изменчивость подвыборки была приемлемой. Если этого достичь невозможно, необходимо рассмотреть вопрос об использовании более крупных тестируемых частей образца. 
14. Если единичная часть аналитического образца, вероятнее всего, не будет репрезентативной, необходимо проанализировать части повторно тестируемого материала  для лучшей оценки точного значения.
Стандарты пестицидов, калибровочные растворы и т.д.

Идентичность, чистота и хранение стандартов
15. «Чистые» стандарты аналитов должны обладать общепринятым уровнем чистоты, а  также каждый из них должен иметь уникальную идентификацию, и дата получения должна быть записана. Их следует хранить при низкой температуре, желательно в морозильной камере, без света и влажности, т.е. в условиях, которые сводят к минимуму появление порчи. В таких условиях дата истечения срока хранения, указанная поставщиком, которая часто определяется исходя из менее строгих условий хранения, может быть заменена соответствующим образом для каждого образца датой, допускающей хранение до 10 лет. Чистый стандарт может храниться, если доказано, что его чистота остается приемлемой. Чистоту следует проверять до конца отведенного срока, после чего «чистый» стандарт может сохраняться, если доказано, что его чистота  остается приемлемой, и назначается новая дата истечения срока хранения. В идеале идентичность  новых полученных «чистых» образцов следует проверять, если аналиты новые для лаборатории.

Подготовка и хранение исходных стандартных растворов 
16. При подготовке исходных стандартных растворов (растворы, дисперсионные растворы или газовые разведения) «чистых» стандартов аналитов и внутренних стандартов, необходимо записывать идентичность и массу  (или объем, для  высоколетучих соединений) «чистого» стандарта, а также идентичность и количество растворителя (или другие разбавляющие вещества). Растворитель(и) должен(ны) подходить для аналита (растворимость, отсутствие реакции) и метода анализа. Необходимо обеспечить отсутствие влажности во время доведения «чистого» стандарта до комнатной температуры перед использованием, и концентрации должны быть скорректированы с учетом чистоты «чистого» стандарта.

17. Не менее 10 мг «чистого» стандарта следует взвешивать с помощью  весов с 5 десятичными знаками точности. Температура окружающей среды должна ровняться температуре, при которой  калибруют стеклянную посуду, иначе подготовка стандарта должна быть основана на измерении массы. Летучие жидкие аналиты  должны распределяться по весу и объему (если известна плотность) непосредственно в растворитель. Газообразные (фумигант) аналиты могут быть помещены в растворитель путем барботирования  и взвешивания перенесенной массы или путем получения газовых разведений (например, герметичным шприцом, избегая контакта с реактивными металлами). 
18. На исходных стандартных растворах должна быть нанесена несмываемая маркировка, указана  отведенная дата истечения срока годности, и они должны храниться при низкой температуре в темноте в контейнерах, которые предотвращают любую утечку растворителя и попадание воды. Имеющиеся на данный момент данные показывают, что исходные стандартные растворы большинства пестицидов в толуоле  и ацетоне стабильны, как минимум, в течение 5 лет в морозильной камере при хранении в плотно закрытых стеклянных контейнерах. 

19. Для суспензий  (например, дитиокарбаматы)  и растворов (или газовых  разведений) высоколетучих фумигантов, которые должны быть свежеприготовленными, точность раствора необходимо сравнить со вторым раствором, полученным независимо от первого в то же самое время.
Подготовка, использование  и хранение рабочих стандартов
20.  При подготовке рабочих стандартов необходимо регистрировать идентичность и количество всех  используемых растворов и растворителей. Растворитель(и) должен(ны) подходить для аналита (растворимость, отсутствие реакции) и метода анализа. На стандартах должна быть нанесена несмываемая маркировка, указана  отведенная дата истечения срока годности, и они должны храниться при низкой температуре в темноте в контейнерах, которые предотвращают утечку растворителя и попадание воды. Крышки с резиновой прокладкой (септой) особенно подвержены потерям от испарения (помимо того, что они являются источником контаминации), и их следует заменять, как только это становится возможным после протыкания, если растворы надо сохранить. После доведения до комнатной температуры, растворы должны быть повторно смешаны, и необходимо провести проверку, чтобы убедиться, что ни один аналит не остался нерастворенным, особенно если растворимость при низкой температуре ограничена.
21. При разработке и валидации метода  или для аналитов, которые являются новыми для лаборатории, следует показать, что обнаруженная реакция вызвана аналитом, а не примесями или артефактом. Если используемые методы могут привести к разрушению  аналита во время извлечения, очистки или разделения, и  приводят к образованию продукта, который обычно наблюдается в образцах, но который  не включен в определение остатков, положительные результаты должны подтверждаться с помощью методов, которые позволяют избежать этой проблемы.
Тестирование и замена стандартов
22. Когда стандарт используется после даты истечения срока действия, необходимо провести верификацию его стабильности. Существующие исходные и рабочие растворы могут быть тестированы относительно новых полученных растворов путем сравнения показаний детектора, полученных от соответствующих растворов отдельных стандартов или смесей стандартов. Чистота старого «чистого» стандарта может быть проверена путем получения нового исходного раствора и сравнения показаний детектора, полученных от новых приготовленных  разбавлений старых и новых исходных стандартов. В случае непонятных различий в фактической концентрации между старыми и новыми стандартами необходимо выяснить причину.
23. Средние значения, полученные, как минимум, от трех измерений повторно тестируемого материала для каждого из двух растворов (старый и новый), не должны, как правило, различаться более чем на ±10%1. За среднее значение, полученное при применении нового раствора, берется 100%. Если среднее показание при применении старого стандарта отличается более чем на ±10% от нового, условия и продолжительность   хранения должны быть изменены соответствующим образом на основании результатов, а также проверены путем сравнения со вторым раствором, полученным отдельно от первого. Использование внутреннего стандарта может сократить количество инъекций повторно тестируемого материала, необходимое для получения  ±10% разницы.
Экстрагирование и концентрация
Условия и эффективность экстрагирования

24. Тестируемые части образца следует тщательно разделить  во время экстрагирования, чтобы максимально увеличить эффективность экстрагирования, за исключением тех случаев, когда известно, что это не является необходимым или целесообразным (например, для определения фумигантов или остатков на поверхности). Необходимо контролировать температуру, pH и т.п., если эти параметры влияют на эффективность экстрагирования, стабильность аналита или объем растворителя. Для того чтобы повысить эффективность экстрагирования в отношении товаров с низким содержанием влаги (крупы, сушеные фрукты), рекомендуется добавлять воду в образцы перед проведением экстрагирования. Однако время между добавлением воды и экстрагированием необходимо контролировать, для того чтобы избежать любых значительных  утрат пестицидов. 
Концентрация экстракта и разведение объема
25.  Необходимо проявлять повышенную осторожность при выпаривании экстрактов  до сухого состояния, так как следовое количество многих аналитов могут быть утеряны при этом. Небольшой объем  растворителя с высокой точкой кипения может быть использован в качестве «фиксатора», и температура выпаривания должна быть как можно ниже. Необходимо избегать сильного кипения экстрактов с образованием пены или разбрызгивания капель.  Поток осушенного азота или центробежное вакуумное испарение   обычно предпочитают использованию воздушного потока для испарения в малом масштабе, так как воздух, вероятнее всего, приведет  к  окислению или к добавлению воды и других контаминантов.
26. При разведении экстрактов до фиксированного объема необходимо использоваться  тщательно откалиброванные сосуды вместимостью не менее 1 мл, и необходимо избегать дальнейшее испарение. 

27. Стабильность аналита  в экстрактах необходимо исследовать во время валидации метода. Хранение экстрактов в холодильнике или морозильной камере сводит к минимуму разрешение, но не следует игнорировать потенциальные утраты при более высоких температурах на полках дозатора.
Контаминация и интерференция

Контаминация
28. Образцы необходимо отделить друг от друга и от других источников потенциальной контаминации во время транзита в лабораторию и хранения там. Это особенно важно в отношении остатков на поверхности или остатков в виде пыли, или в отношении летучих аналитов. Образцы, в которых, как известно или как предполагается, содержатся такие остатки, необходимо дважды запечатать в полиэтиленовый пакет и в пакет из нейлона, а также  транспортировать и перерабатывать отдельно.

29. Борьбу с вредителями в лаборатории или рядом с ней, необходимо ограничить использованием пестицидов, содержание которых в качестве остатков не исследуется в лаборатории. 

30. Волюметрическое оборудование, такое как колбы, пипетки и шприцы, должно быть тщательно вымыто, особенно при повторном использовании. Насколько это возможно, для стандартов и экстрактов образцов должна отводиться отдельная стеклянная посуда и т.п., для того чтобы избежать перекрестной контаминации. Необходимо избегать использования  сильно поцарапанной или матовой посуды. Растворители, используемые для анализа остатков фумигантов, необходимо проверять, чтобы убедиться, что они не содержат аналита.

31. При использовании внутреннего стандарта необходимо избегать непреднамеренной  контаминации экстрактов или растворов аналита внутренним стандартом или наоборот.

32. Если аналит изначально содержится  в образцах или его получают из образцов (например, неорганический бромид во всех товарах; сера в почве или сероуглерод, получаемый из Brassicaceae), остатки, содержащиеся в малом количестве  от использования пестицидов, невозможно отличить от естественного содержания. Естественное содержание этих аналитов необходимо учитывать при интерпретации результатов. Дитиокарбаматы, этилентиомочевина или дифениламин могут содержаться в некоторых видах  резиновых изделий, и этот источник контаминации необходимо избегать. 
Интерференция
33. Оборудование, контейнеры, растворители (включая воду), реагенты, ускорители фильтрования и т.п. необходимо проверять  как источники возможной интерференции. Резиновые и пластиковые предметы (например, герметичные крышки, защитные перчатки, промывные склянки), полирующие средства и лубриканты являются частыми источниками. Герметичные крышки ампул должны иметь накладки из политетрафторэтилена. Экстракты не должны контактировать с крышками, особенно после прокалывания, что может быть достигнуто, если держать ампулы в прямом положении.  Герметичные крышки ампул, возможно, придется быстро заменить после прокалывания, если необходим повторный анализ экстракта. Анализ реагентных холостых образцов должен идентифицировать источники интерференции в используемом оборудовании или материале.  
34. Интерференция, вызванная  натуральными компонентами образцов, является частым явлением.  Интерференция может быть характерна для используемой системы определения,  различаться  в плане возникновения и интенсивности и может быть малозаметной по своему характеру. Если интерференция принимает форму  реакции, перекрывающей реакцию аналита, может понадобиться другая  система очистки или определения.  Интерференция в виде подавления или усиления реакции системы обнаружения рассматривается в параграфе 45. Если невозможно устранить интерференцию или откорректировать её за счет калибровки в соответствии с матрицей,  суммарная погрешность (смещение)  и прецизионность анализа должны, тем не менее, соответствовать критериям, указанным в параграфах 64-64.
Аналитическая калибровка, репрезентативные аналиты, эффекты матрицы и хроматографическая интеграция
Общие требования

35. Правильная калибровка зависит от правильной идентификации  аналита (см. параграфы 69-82). Последовательная калибровка должна использоваться в том случае,  если не было продемонстрировано, что в системе определения не наблюдается значительного отклонения в его абсолютной (внешняя стандартизация) или относительной (внутренняя стандартизация) реакции. В серии параллельных анализов (например, ЭЛИСА с 96-луночными планшетами), стандарты калибровки необходимо  распределить, чтобы выявить различия в реакции, связанные с положением. Реакции, используемые для  количественного определения остатков, должны находиться в динамическом диапазоне детектора.
36. Размеры серий  для определения должны быть установлены таким образом, чтобы показание детектора относительно одной инъекции стандартов для  последовательной калибровки не отклонялось на >20% при ≥2 х LCL (самый низкий уровень калибровки) или >30% при 1-2 х LCL (если LCL близок к LOQ). Если отклонение превышает эти значения, повторное проведение определений необязательно, если образцы, без сомнения, не содержат аналита, при условии что показание на уровне калибровки, соответствующем уровню отчетности (RL), остается измеримым на протяжении всей серии.

37. Экстракты, содержащие высокие уровни остатков, могут быть разведены, чтобы довести их до значения в диапазоне калибровки. Если калибровочные растворы соответствуют матрице (параграф 44), концентрацию экстракта матрицы также, возможно,  придется  корректировать. 
Калибровка 
38. Остатки ниже LCL, при соответствии RL,  должны считаться неоткалиброванными и поэтому сообщать о них следует как о <RL, независимо от того, является ли реакция выраженной. Если требуется сообщать об измеряемых остатках ниже первоначального RL и соответствующих LCL, определения необходимо повторить при более низком LCL. Если сигнал к шумовому коэффициенту, получаемый при заданном LCL, является недостаточным (менее 6:1), необходимо выбрать более высокий уровень в качестве LCL.  Дополнительная точка калибровки, например в два раза превышающая LCL, обеспечивает резервный LCL, если существует риск, что заданный LCL  невозможно будет измерить. Валидация аналитических методов должна включать определение извлечения при предложенном RL.
39. Калибровка  интерполированием между двумя уровнями допускается при условии, что разница между двумя уровнями  не выше фактора 4 и если средний коэффициент отклика, полученный при определениях повторно тестируемого материала на каждом уровне,  указывает на допустимую линейность отклика, при этом самый высокий показатель не превышает 120% от низкого коэффициента отклика (110% в случаях, когда MRL  приближен или превышен).
40. При использовании трех или более уровней соответствующая калибровочная функция может быть вычислена и использована между самым низким и самым высоким уровнем калибровки. Калибровочная кривая (которая может представлять/не представлять собой линию) не должна проводиться через линию старта. Построение калибровочной функции необходимо проводить и проверять визуально и/или посредством калибровки остаточного содержания, избегая неоправданной зависимости от коэффициентов корреляции, чтобы убедиться, что построение является удовлетворительным в области, имеющей отношение к выявляемым остаткам. Если отдельные остаточные содержания  отклоняются более чем на ±20% (±10% в случаях, когда MRL приближен или превышен) от калибровочной кривой в соответствующей области, необходимо использовать альтернативную калибровочную функцию. Обычно рекомендуется использование взвешенной линейной регрессии (1/х) по сравнению с линейной регрессией.
41. Одноуровневая калибровка может дать более точные результаты, чем многоуровневая калибровка, если показание детектора изменяются во времени. При применении одноуровневой калибровки отклик образца должен быть в пределах ±20% от отклика калибровочного стандарта, если MRL превышен. Если MRL  не превышен, отклик образца должен быть в пределах ±50% от показания калибровки, если только дальнейшая экстраполяция не подкреплена  данными о допустимой линейности отклика. При добавлении аналита для определения коэффициента извлечения на уровне, соответствующем LCL, значения извлечения <100% могут быть вычислены с помощью одноточечной калибровки при LCL. Эта конкретная калибровка предназначена только для указания аналитической эффективности, достигаемой при LCL, и не подразумевает, что  определение остатков <LCL должно проводиться таким образом.
Репрезентативные аналиты
42. При возможности каждая система определения должна быть откалибрована с применением всех намеченных аналитов для каждой серии анализов. Если для этого необходимо несоразмерно большое количество калибровок, систему определения необходимо калибровать с минимальным количеством репрезентативных аналитов. Зависимость от репрезентативных аналитов связана с увеличенным риском неправильных результатов, особенно ложнонегативных результатов. В этой связи репрезентативные аналиты необходимо отбирать очень осторожно, чтобы  обеспечить достаточно доказательств того, что для всех других аналитов проведен  приемлемый скрининг.  Отбор должен проводиться в соответствии с вероятностью обнаружения  остатков в образце и физико-химическими свойствами аналитов, т.е. аналитов, которые могут вызвать самый  слабый и самый непостоянный отклик. Количество репрезентативных аналитов для калибровки  в каждой серии должно составлять 15 аналитов плюс 25% общего числа аналитов, включенных в аналитический диапазон каждой системы определения. Например, если аналитический диапазон инструментального метода включает 40 аналитов, калибровку системы определения следует проводить с применением, как минимум, 25 репрезентативных аналитов.  Если диапазон анализа в системе определения составляет 20 или менее, тогда необходимо калибровать все аналиты. Минимальная частота калибровки репрезентативных и всех других аналитов дана в Таблице 1.
Таблица 1. Минимальная частота калибровки

	
	Репрезентативные аналиты
	Все другие аналиты

	Минимальная частота калибровки
	В каждой серии анализов

Как минимум одна точка калибровки, соответствующая пределу отчетности 


	В рамках обновляемой программы, как минимум, раз в три месяца*
Как минимум одна точка калибровки, соответствующая пределу отчетности 

См. также параграф 43.


*Минимальные требования:
(i)  в начале или конце исследования или программы и
(ii) когда в метод внесены потенциально значимые изменения.

43. Если в образце выявляют аналит, который не является репрезентативным аналитом, результат следует считать предварительным до проведения калибровки (см. параграфы 36-41). Если результат скрининга указывает на то, что MRL может быть превышен, или в случае с другими превышающими предельные показатели остатками, образец должен быть проанализирован повторно и должен сопровождаться приемлемым извлечением (см. параграф 66) выявленного аналита.  Тест на основе извлечения может быть пропущен, когда используется подход, основанный на добавлении стандарта, как описано в параграфе 47, или когда используется подход, основанный на разведении изотопа внутренним стандартом, меченым изотопом, который добавляется в часть аналитического образца до экстракции при условии, что уровень отчетности (RL)  еще может быть достигнут.
Эффекты матрицы и калибровка в соответствии с матрицей
44. Вероятность появления эффектов матрицы должна быть определена при валидации метода. Известно, что их проявление и интенсивность очень изменчивы, но некоторые методы особенно им подвержены. Если используемые методы по сути своей не являются свободными от таких эффектов,  калибровка должна проводиться в соответствии с матрицей в установленном порядке, если только не найден альтернативный подход, который может гарантировать эквивалентный или более высокий уровень точности.  Экстракты (или образцы для калибровки парофазного анализа и SPME анализа) холостой матрицы, желательно того же вида, что и образец, могут использоваться с целью калибровки. Альтернативным практическим подходом для сведения к минимуму эффектов матрицы в ГХ-анализе является применение  «протективных агентов для аналитов» (например, сорбит, γ-гулонолактон, δ-глуконолактон, 3-этокси-1,2-пропандиол (этилглицерин)), которые добавляют к экстрактам образцов и в калибровочные растворы (в чистый растворитель или в матрицу) для того, чтобы получить эквивалентные эффекты матрицы. Самыми эффективными способами устранить эффекты матрицы являются калибровки путем добавления стандарта (см. параграфы 47 и 48, 49) и разведения изотопа внутренним стандартом, меченым изотопом, который добавляется на любой стадии процедуры до измерения.   
45. Потенциальная проблема заключается в том, что у разных образцов, разных типов  экстрактов, разных товаров и разных «концентраций» матрицы могут наблюдаться эффекты матрицы изменяемой величины. Если незначительный риск  неверной калибровки является допустимым, репрезентативная матрица может использоваться для калибровки широкого спектра различных видов образцов.
46. В случае необходимости при проведении ГХ-анализа  первичное заполнение необходимо проводить непосредственно перед первым циклом определений в рамках калибровки в серии анализов.
Добавление стандартов
47. Добавление стандартов может использоваться как альтернативный подход к применению стандартов для калибровки в соответствии с матрицей. В частности, рекомендуется использовать добавление стандартов для количественного определения подтверждающих анализов в случае превышения MRL и/или при отсутствии подходящего  контрольного товара для подготовки стандартных растворов, соответствующих матрице. Добавление стандарта – это процедура, при которой тестируемый образец делят на три или более тестируемые части. Одна часть  анализируется как таковая, и известные количества  стандартного аналита добавляют к другим тестируемым частям непосредственно перед экстракцией. Добавляемое количество стандартного аналита  должно быть в один – пять раз выше рассчитанного количества аналита в образце. Эта процедура предназначена для определения  содержания аналита в образце, заведомо учитывая коэффициент извлечения аналитической процедуры и также корректируя любой эффект матрицы.  Количество аналита, присутствующего в экстракте «необогащенного» образца, рассчитывается простым соотношением. Этот метод предполагает определенные знания о вероятной концентрации аналита в образце, чтобы количество добавленного аналита  равнялось количеству аналита, присутствующего в образце. Если концентрация аналита совершенно неизвестна, тогда, возможно, будет необходимым «обогатить» ряд образцов повторно тестируемого материала возрастающими количествами аналита, чтобы калибровочная кривая могла быть построена  аналогичным образом с обычной стандартной калибровкой. Этот метод автоматически регулируется по коэффициенту извлечения и калибровке. Добавление стандарта, естественно,  не устранит  хроматографические интерференции, вызванные перекрывающимися/неразрешенными пиками от совместно экстрагированных составов.  В подходе, основанном на добавлении стандарта, неизвестную концентрацию аналита в образце  получают путем  экстраполирования, таким образом, линейный отклик в соответствующем диапазоне концентраций важен для получения точных результатов.
48. Добавление известного количества аналита  в аликвоту экстракта образца и т.п. до инъекции является еще одной формой добавления стандарта, но в этом случае поправка делается только на калибровку, включая эффекты матрицы.
Воздействие смесей пестицидов  на калибровку
49. Калибровку с использованием смешанных растворов аналита, составленных в чистом растворителе и т.п., необходимо проверять при валидации метода (параграфы 55-57) на сходство показаний детектора с показаниями, полученными при использовании отдельных аналитов. Если показания в значительной степени различаются, или в сомнительных случаях, необходимо определить количество остатков, применяя индивидуальные стандарты калибровки в матрице или, что еще лучше, добавляя стандарт.

Калибровка для пестицидов, которые представляют собой смеси изомеров 
50. Если калибровочный стандарт представляет собой смесь изомеров и т.п., аналита, можно предположить, что показания детектора будут схожими, на основании молярности, для каждого компонента. Однако анализы ферментов, иммуноанализы и другие анализы с биологической основой могут давать погрешности в калибровке, если соотношение компонентов стандарта значительно отличается от соотношения измеряемого остатка. Для количественного определения таких остатков следует использовать альтернативную систему определения. В тех случаях, когда реакция «селективного» детектора на изомеры отличается (например, эффективность электронного захвата ГХГ изомеров), необходимо использовать отдельные  калибровочные стандарты. Если не имеется отдельных стандартов для этой цели, следует использовать  альтернативную систему определения для количественного определения остатков.
Калибровка с использованием производных соединений или продуктов распада
51. Если пестицид определен как продукт распада или производное соединение, калибровочные растворы следует готовить из «чистого» стандарта этого продукта распада или производного соединения при его наличии.  Процедурные стандарты следует использовать, если это является единственным целесообразным выбором.

Хроматографическая интеграция
52. Хроматограммы должны изучать аналитики, а построение базовой линии необходимо проверять и корректировать в соответствии с требованиями. При наличии интерферирующих и неудачных пиков необходимо осуществлять согласованный подход в отношении расположения  базовой линии. Могут использоваться данные о высоте и площади пика; в зависимости от того, что может дать более точные и производимые результаты.

53. Если только не используется биосенсорное обнаружение, при калибровке стандартов в виде  смешанных изомеров (или схожих элементов)  могут использоваться  суммарные площади пиков, суммарная высота пиков или измерение отдельного компонента в зависимости от того, что является более точным. 
Валидация аналитических методов и критерии эффективности 

Методы качественного скрининга  

Методы качественного скрининга (например, биопробы, химические методы, использующие автоматическую детекцию на основе MS) могут быть полезными для выявления пестицидов, которые с небольшой долей вероятности присутствуют в образцах.  

Для методов качественного скрининга необходимо установить достоверность обнаружения и идентификации аналита на уровне определенной концентрации. Валидацию в случае методов качественного скрининга сосредотачивают на способности обнаружения. Обнаружением называют самый низкий уровень обогащения, при котором минимум в 95% образцов (т.е. допускается 5% ложноположительных результатов) можно выявить (не обязательно идентифицировать) аналит в соответствующей концентрации (например, на уровне RL метода, используемого для подтверждения). Образцы, включенные в валидацию, должны быть репрезентативными для диапазона матрицы скрининг-метода. При использовании исключительно в виде качественного метода, требований к линейности и коэффициенту извлечения нет. Что касается селективности, то наличие ложноположительных результатов следует исключить, используя необогащенные образцы (предпочтительно холостые пробы). Однако до тех пор, пока аналиты, обнаруженные во время скрининга, идентифицируют и подтверждают при помощи второго анализа образца (выбрав подходящий метод подтверждения), острой необходимости в критерии количества ложноположительных результатов, с точки зрения контроля качества, нет. 

Базовая валидация скрининг-метода обычно включает анализ 10 различных образцов, представленных в двух экземплярах, от каждой группы товаров (см. Приложение 1), обогащенных аналитами на прогнозируемом уровне отчетности по скринингу (SRL). При использовании в рутинном анализе, следует запрашивать сведения непрерывно осуществляемого контроля качества и периодически переоценивать достоверность метода. Для аналитов, которые не включили в (непрерывную) валидацию, уровень достоверности обнаружения при определенной концентрации аналита (ов) неизвестен. Следовательно, хотя аналиты, находящиеся вне диапазона валидации, можно обнаружить, используя этот метод, но точно установить или гарантировать уровень отчетности по скринингу нельзя. 

Первичная валидация метода 

55. Необходимо осуществлять внутрилабораторную валидацию метода, чтобы предоставить данные о том, что данный метод подходит для целей, с которыми его используют. Валидация метода является требованием сертификационных организаций, и необходимо оказывать содействие и расширять масштабы валидации путем верификации рабочих характеристик во время рутинного анализа (аналитический контроль качества и непрерывная валидация метода). Все процедуры (этапы), которые выполняются в рамках метода, необходимо валидировать, если это практически выполнимо. 

56. Как для методов определения остатков нескольких веществ, так и для селективных методов определения остатков можно использовать репрезентативные матрицы. Минимум один репрезентативный товар из каждой группы товаров, как описано в Приложении I, должен быть валидирован в зависимости от предполагаемого масштаба метода.  Когда метод используют в рутинной работе для более широкого набора матриц, то в течение этих рутинных анализов должны быть получены дополнительные сведения о непрерывном контроле качества и валидации. Практический подход к процедуре валидации представлен в Приложении А. 

57. Необходимо проверить метод, чтобы оценить его чувствительность, средний коэффициент извлечения (как меру истинности или смещения), прецизионность и предел количественного определения (LOQ). По сути это указывает на необходимость проведения экспериментов по извлечению добавленного вещества, чтобы проверить точность метода. Требуется минимум 5 репликатов (чтобы проверить прецизионность) как на уровне отчетности  (чтобы проверить чувствительность метода), так и на еще одном более высоком уровне, возможно на уровне предельно допустимой концентрации (MRL). LOQ (метод) определяют как наименее валидируемый уровень обогащения образца, соответствующий критериям годности и эффективности метода (средние показатели коэффициента извлечения для каждого репрезентативного образца в пределах 70-120%, RSDr ≤ 20%). Можно использовать другие подходы, чтобы продемонстрировать, что аналитический метод соответствует критериям эффективности, при условии, что они обеспечивают тот же уровень качества информации. В тех случаях, когда определение остатков веществ включает два или более аналита, и если возможно, метод следует валидировать для всех аналитов, включенных в это определение. 

58. Если аналитический метод не позволяет определить коэффициент извлечения (например, прямой анализ жидких образцов, SPME или парофазный анализ), то прецизионность определяют в повторных анализах калибровочных стандартов. Смещение обычно принимают за 0, хотя это не обязательно так. В ходе SPME и парофазного анализа истинность и прецизионность калибровки могут зависеть от степени достигнутого аналитом равновесия, в частности в отношении матрицы образца. Если эти методы зависят от равновесия, то это необходимо продемонстрировать во время разработки метода.

Приемлемость рабочих характеристик аналитического метода – расширенная валидация метода

59. На этапе первичной и расширенной валидации следует продемонстрировать метод количественного анализа, как метод, способный дать показатели среднего коэффициента извлечения на каждом уровне обогащения и, как минимум, для одного репрезентативного товара из каждой релевантной группы в диапазоне 70-120%, при повторяемости RSDr  и в пределах лабораторной вопроизводимости RSDwR  ≤ 20%; а для всех соединений, которые необходимо выявить при помощи этого метода в соответствующих случаях (обычно в методах определения остатков нескольких веществ),  можно принять коэффициенты извлечения вне этого диапазона. Если метод этого не позволяет, и нет удовлетворительной альтернативы, то следует учесть относительно слабый средний коэффициент извлечения, перед тем как принять принудительные меры. В особых случаях, где коэффициент извлечения низкий, но устойчивый (т.е. демонстрирует хорошую прецизионность) и основа для него твердо установлена (например, из-за распределения пестицида на сегменты), то можно принять средний коэффициент извлечения ниже 70%. Однако следует использовать более точный метод, если это возможно с практической точки зрения. Внутрилабораторная воспроизводимость (RSDwR) должна составлять ≤ 20%, исключая любые преимущества, обусловленные гетерогенностью образца.   

Непрерывная верификация рабочих характеристик (рутинное определение коэффициента извлечения) 

60. Если практически выполнимо, то установленный коэффициент извлечения аналитов следует измерить в каждой серии анализов. Если для этого потребуется несоизмеримо много операций по определению коэффициента извлечения, то минимально допустимая частота извлечения может быть такой, которая указана в таблице 2. Выборка должна включать минимум 10% репрезентативных аналитов на одну систему обнаружения. Однако количество репрезентативных аналитов в каждой группе не должно быть меньше 5 для одной системы обнаружения. Предпочтительным вариантом использования является анализ эталонных материалов, хотя с практической точки зрения это редко осуществимо из-за нехватки CRM, при условии, что материалы содержат релевантные аналиты на подходящих уровнях. 

Таблица 2. Частота рутинного извлечения (верификация рабочих параметров)
	
	Репрезентативные аналиты
	Все другие аналиты

	Минимальная частота извлечения 
	10% репрезентативных аналитов (минимум 5 на систему выявления) в каждой серии анализов
	В рамки обновляемой программы включают все прочие аналиты (минимум каждый 12 месяцев, предпочтительно каждые шесть).

	
	В рамках обновляемой программы, касающейся всех репрезентативных аналитов, а также различных типов товаров, минимум на уровне, соответствующем уровню отчетности. 
	


61. Если обновляемая программа (Таблица 1 и 2) для калибровки или извлечения репрезентативного аналита дает неприемлемые результаты, то все результаты, полученные после предыдущей удачной калибровки или извлечения этого аналита, следует рассматривать как потенциально ошибочные.   

62. Коэффициент извлечения аналита обычно следует определять путем обогащения в диапазоне, соответствующем 1-10-кратному RL или на уровне MRL или на уровне специфической релевантности в отношении анализируемых образцов. Уровень добавления можно менять время от времени или постоянно, чтобы получить информацию о рабочих характеристиках анализа в диапазоне разных концентраций. Коэффициент извлечения на соответствующих уровнях RL и MRL особенно важен. В случаях, когда холостого материала нет в наличии  (например, когда неорганический бромид следует определить на низких уровнях) или единственный доступный холостой материал содержит интерферирующее соединение, то уровень обогащения для коэффициента извлечения должен быть в ≥3 раза больше уровня, отмеченного в холостом материале. Концентрацию аналита (или условного аналита) в такой холостой матрице следует определять из частей, используемых в многократных тестах. Если есть необходимость, то коэффициенты извлечения следует исправить при помощи значений для холостой пробы. Необходимо занести в отчет значения для холостой пробы и неисправленные коэффициенты извлечения. Их следует определять из матрицы, используемой в экспериментах с обогащением, и значения для холостой пробы не должны быть выше 30% от уровня остатков, соответствующего RL. 

63. По мере возможности коэффициент извлечения всех компонентов, определяемый при помощи MRL, следует устанавливать в рамках рутинной работы. Когда остаток определен как частая составляющая, то рутинное определение коэффициента извлечения можно провести с использованием компонента, который либо преобладает в остатках, либо дает самый низкий коэффициент извлечения. 

Методы определения содержания жира и массы сухого вещества 

64. Если результаты выражены на основе массы сухого вещества или содержания жир, то метод, используемый для определения массы сухого вещества или содержания жира, должен быть соответствующим. В идеале он должен быть валидирован по отношению к широко признанному методу. 

Приемлемость рабочих характеристик анализа для рутинных значений коэффициентов извлечения 

65. Средний коэффициент извлечения рассчитывают из (разные матрицы) одной группы товаров. Приемлемые пределы для отдельного результата коэффициента извлечения должны в норме находиться в пределах среднего коэффициента извлечения +/- 2х RSD, и их можно выверить, используя сведения внутрилабораторной воспроизводимости (рутинное непрерывное извлечение) или повторяемости (первоначальная валидация). Однако обобщенный диапазон 60-140% можно использовать в рутинных анализах для выявления остатков нескольких веществ. Коэффициенты извлечения вне вышеуказанного диапазона требуют повторного анализа серии, но могут быть приемлемы в некоторых оправданных случаях. Если отдельный коэффициент извлечения неприемлемо высок и остатков не выявлено, то необязательно проводить повторный анализ образцов, чтобы подтвердить отсутствие остатков. Однако следует исследовать неизменно высокий коэффициент извлечения. Если в коэффициенте извлечения отмечают значительную тенденцию или получают потенциально неприемлемые результаты (RDS выше ± 20%), то необходимо выяснить причину.   

Чтобы обеспечить корректное выполнение всей процедуры для каждого отдельного образца и корректное введение экстракта каждого конечного экстракта образца в GC и LC-систему, рекомендуется использовать один или более стандартов контроля качества (QC). Эти соединения, которые добавляют на разных этапах процедуры, например, к образцам до экстракции (суррогатные стандарты) или к конечному образцу непосредственно перед введением (внутренние стандарты инструмента), следует выбирать не из диапазона исследуемых пестицидов, предпочтительно, чтобы они представляли весь диапазон пестицидов с точки зрения их полярности и восприимчивости к деградации. 

66. Сведения о числовых превышениях MRL остатков должны быть подтверждены отдельными результатами извлечения в той же серии в пределах среднего коэффициента извлечения (70-120%)  ± 2х RSD, по крайней мере, для подтверждающих анализов. Если коэффициент извлечения в этом диапазоне нельзя достичь, то необязательно исключать действия по обеспечению выполнения норм, и риск относительно низкой точности следует учитывать. Во всех случаях нарушения рекомендуется корректировать коэффициент извлечения, предпочтительно применяя добавление стандарта в соответствии с параграфом 47 или стандарты, меченные изотопами. 
Квалификационное тестирование и анализ эталонных материалов 

67. Лаборатория должна регулярно участвовать в необходимых квалификационных тестах. Если при анализе малого количества соединений (например, <90%) на наличие пестицидов получают ложноположительные или ложноотрицательные результаты, или достигнутая точность в каком-либо из этих тестов вызывает сомнение или неприемлема, то возникшие проблемы следует изучить. В частности, необходимо исправить ложноположительные и ложноотрицательные результаты или неприемлемые рабочие характеристики перед тем, как возобновить вычисления рассматриваемых сочетаний аналитов/матриц. 

68.Чтобы доказать результативность проведения анализа можно регулярно анализировать собственные эталонные материалы. Если выполнимо с практической точки зрения, то обмен такими материалами между лабораториями обеспечивает дополнительную, независимую проверку точности.

Подтверждение результатов 

69. Отрицательные результаты (остатки ниже RL) можно считать подтвержденными, если коэффициент извлечения и измерение LCL для каждой серии приемлемыми (параграфы 38 и 64). Отрицательные результаты для представленных аналитов подтверждаются только косвенно данными извлечения и данными LCL для репрезентативных аналитов, и их следует интерпретировать с осторожностью. 

70. Положительные результаты (остатки на уровне RL или выше) обычно требуют дополнительного подтверждения, описанного в параграфе 69. В дополнение к общим требованиям параграфов 71-80 подтверждение положительных результатов для представленных аналитов (т.е. тех, для которых нет одновременной калибровки и извлечения) следует обосновывать при помощи одновременной калибровки и определениями коэффициента извлечения. Подтверждение не является обязательным для всех положительных результатов, при условии, что требования к извлечению в серии соответствуют требованиям в параграфе 65, и решение о необходимости подтверждения должны принимать в лаборатории в каждом конкретном случае. 

71. Необходимо идентифицировать случаи с подозрением на превышение MRL или наличие необычных остатков. Критерии идентификации даны в параграфах 71-79. Рекомендуется использовать высокоспецифичную систему обнаружения, такую как масс-спектрометрия. 

Идентификация 

72. Селективные детекторы, используемые в GC, LC, такие как ECD, FPD, NDP, DAD и флюоресценция, имеют ограниченную специфичность. Их использование, даже в сочетании с колонками с различной полярностью, не обеспечивают однозначную идентификацию. Эти ограничения могут быть приемлемыми для часто обнаруживаемых остатков, особенно если некоторые результаты подтверждаются с использованием более специфичной методики выявления. Следует признавать такие ограничения в степени идентификации, когда сообщают о результатах. 

Масс-спектрометрия в сочетании с хроматографией 

73. Масс-спектрометрия вместе с хроматографической сепарацией является довольно  мощным сочетанием для идентификации аналита в экстракте. Одновременно она обеспечивает:

I. время удерживания

II. соотношение массы иона к заряду; и

III. избыточные сведения

Требования к хроматографии 

74. Для процедур GC-MS хроматографическую сепарацию следует проводить с использованием капиллярных колонок. Для LC-MS процедур хроматографическую сепарацию можно проводить с использованием любой подходящей LC колонки. В любом случае минимально допустимое время удерживания для исследуемых аналитов должно быть как минимум в два раза больше времени удерживания, соответствующего объему пустот колонки. Время удерживания (или относительное время удерживания) аналита в экстракте образца должно находиться в соответствии со временем удерживания калибровочного стандарта (может быть необходимость калибровки в соответствии с матрицей) в рамках определенного окна с учетом разрешающей способности системы хроматографии. Соотношение времени удерживания аналита в хроматографии со временем удерживания подходящего внутреннего стандарта, т.е. относительное время удерживания, должно соответствовать соотношению калибровочного раствора с допустимым значением ±0,5% для GS и ± 2,5% для LC2.  
Требования к масс-спектрометрии (MS) 

75. Эталонные спектры для аналита следует разрабатывать с использованием инструментов и технологий, применяемых для анализа образцов. Если между опубликованным спектром и созданным внутри лаборатории очевидны значительные отличия, то необходимо показать, что второй спектр допустим. Чтобы не допустить искажения соотношений ионов, отклик ионов аналитов не должен перегружать детектор. Эталонный спектр в программном обеспечении прибора может появиться из предыдущей инъекции без матрицы, но предпочтительно из одной серии.  

76. Идентификация основывается на правильном выборе диагностических ионов. (Квази)молекулярный ион является диагностическим ионом, который следует включить в процесс измерения и идентификации при любой возможности. Обычно, особенно в случае одноэтапной масс-спектрометрии, высокие показатели соотношения массы ионов к их зарядам более подходят для тестирования, чем низкие показатели отношения массы ионов к зарядам (например,  масса к заряду <100). Однако высокие соотношения массы ионов к их заряду, возникающие в результате потери влаги или общих фрагментов, могут быть не малопригодными. Хотя типичные изотопные ионы, особенно кластеры Cl и Br, могут иметь практическую полезность, выбранные диагностические ионы необязательно должны происходить из одной и той же части исходной молекулы. Выбор диагностических ионов может измениться в зависимости от фоновых интерференций. 

77. Хроматограммы диагностических ионов должны иметь пики аналогичного времени удерживания (превышая S/N 3:1), форму пика и коэффициент ответа на хроматограммы, которые получены от калибровочного стандарта, проанализированного в сопоставимой концентрации в той же серии. Хроматографические пики от разных диагностических ионов для одного и того же аналита должны частично совпадать друг с другом. Если на хроматограмме иона есть признаки значительной хроматографической интерференции, то на нее не следует опираться при определении количества остатков или их идентификации. Ион, который показывает лучшее отношение сигнала к шуму и отсутствие значительной хроматографической интерференции, следует использовать для количественного определения.  

78. В случае измерений во время полного сканирования может потребоваться тщательное вычитание фоновых спектров (либо вручную или автоматически путем деконволюции или с помощью других алгоритмов), чтобы гарантировать, что получаемый в результате спектр хроматографического пика является репрезентативным. Когда применяют фоновую коррекцию, то ее необходимо применять постоянно на всей серии, и ее следует отчетливо указывать. 

79. Различные типы и режимы масс-спектрометрических детекторов дают различные степени селективности, которая касается достоверности при идентификации. Требования к идентификации даны в таблице 3. Их следует считать руководством для идентификации, а не абсолютными критериями, позволяющими доказать наличие или отсутствие какого-либо соединения. 

Таблица 3. Требования к идентификации для различных типов масс-спектрометров

	MS режим:
	Одноэтапная MS (стандартное разрешение по массам)
	Одноэтапная MS (высокое разрешение/высокая точность по массе)
	MS -MS

	Типичные системы (примеры)
	Квадрупольная ионная ловушка, времяпролетный масс-спектрометр (TOF)
	TOF, Orbitrap, FTMS, магнитный сектор
	Тройная квадрупольная ионная ловушка, гибридный MS (например, Q-TOF, Q-ловушка)

	Приобретение:
	Полное сканирование, ограниченный диапазон отношения массы к заряду, мониторинг заданных ионов (SIM)
	Полное сканирование, ограниченный диапазон отношения массы к заряду, мониторинг заданных ионов (SIM)
	Контроль селективных/множественных реакций (SRM/MRM). полное сканирование

спектров ионов-продуктов 

	Требования к идентификации: 
	≥3 диагностических ионов, (предпочтительно включая квазимолекулярный ион)  
	≥2 диагностических ионов (предпочтительно включая квазимолекулярный ион)  

Точность массы <5 мкг/г.

Минимум один фрагментный ион. 
	≥ 2 ионов-продуктов 

	Отношения ионов:
	В соответствии с Таблицей 4




Интенсивности диагностических ионов или ионов-продуктов можно определить через спектры или путем интегрирования сигналов следов единичной массы (хроматограммы экстрагированных ионов). Относительные интенсивности выявленных ионов, выраженные как процент интенсивности наиболее интенсивного (избыточного) иона или иона-продукта, должны соответствовать интенсивностям калибровочного стандарта в сравнимых концентрациях и их следует измерять в тех же самых условиях. Может возникнуть необходимость использовать растворы для калибровки, соответствующие матрице. В таблице 4 указаны максимальные допустимые значения. 

Следует указать, что некоторые аналиты и инструменты позволяют достичь лучших показателей, а другие дают показатели хуже, что можно объяснить их концентрацией и матрицей. Фактические измерения вариабельности соотношений иона можно проводить экспериментально с течением времени, используя калибровочные стандарты, чтобы разработать критерии на основе рабочих характеристик вместо фиксированных типичных критериев, данных в Таблице 4. 

Таблица 4.   Максимальные допустимые значения, рекомендованные по умолчанию для относительных интенсивностей иона с использованием  ряда спектрометрических технологий 2.

	Относительная интенсивность (% основного пика)
	EI-GC-MS (относительно)
	CI-GC-MS, GC-MSn, LC-MS, LC-MSn

(относительно)

	>50%
	± 10%
	± 20%

	>20% до 50%
	± 15%
	± 25%

	>10% до 20%
	± 20%
	± 30%

	≤10%
	± 50%
	± 50%


Более высокие допустимые значения могут стать причиной более высокого процента ложноположительных результатов. Аналогичным образом, если допустимые значения снижены, то вырастает вероятность возникновения ложноотрицательных результатов 3. Что касается Таблицы 4, то представленные в ней допустимые значения не следует принимать как абсолютные пределы, и не рекомендуется автоматическая интерпретация данных на основе критериев без дополнительной интерпретации со стороны опытного аналитика. 

Для обеспечения более высокой степени достоверности в ходе идентификации могут потребоваться дополнительные данные. Достоверность можно обеспечить, используя информацию масс-спектрометрии, например, оценку спектров полного сканирования, дополнительные (фрагментарные) ионы с точной массой, дополнительные ионы-продукты (в MS/MS), или ионы-продукты с точной массой. Если соотношение изотопов иона или хроматографический профиль изомеров аналита, отличаются весьма специфическими характеристиками, то они могут выступить в качестве источника дополнительной информации. В других случаях, дополнительную информацию можно найти с использованием другой системы хроматографической сепарации и/или другой методики ионизации или любых других средств, обеспечивающих дополнительную информацию.    

Подтверждение со стороны независимой лаборатории 

80. Если практически осуществимо, то подтверждение результатов со стороны независимой экспертной лаборатории обеспечивает убедительное подтверждение качества. Если используют различные технологии определения, то полученная информация также помогает в идентификации. 

Сообщение результатов  

Выражение результатов 

81. Результаты по отдельным аналитам необходимо представить в виде названия химического вещества, определение которого дано с точки зрения MRL остатков, указав его количество в мг/кг. Поскольку MRL является суммой метаболитов, продуктов распада и трансформации, то концентрации таких продуктов должны быть выражены в соответствии с определением остатка и затем суммированы в общей концентрации остатка, см. Приложение В. Информацию об остатках ниже предела отчетности необходимо передавать в виде < RL мг/кг. 

Расчет результатов 

82. В общем, нет необходимости корректировать сведения по остаткам по отношению к коэффициенту извлечения, когда средний коэффициент извлечения находится в диапазоне 70-120%. Если сведения по остаткам  корректируются по отношению к коэффициенту извлечения, то об этом следует сообщить. 

83. В случае если подтвержденные сведения получают от одной тестируемой части (т.е. остаток не превышает MRL), то в качестве сообщаемого результата выступает результат, полученный при помощи методики выявления, признанной самой точной. В случае если результаты получают при использовании двух или более методик, обладающих равной точностью, то можно сообщать средний показатель. 

84. В случаях если проанализировано две или более частей тестируемого образца, необходимо сообщать среднее арифметическое самых точных результатов, полученных от каждой части. В случаях если гарантируется хорошая передача информации и/или проводится смешивание образцов, то RSD результатов между частями тестируемого материала не должно превышать 30% для остатков, значительно превышающих LOQ.  Ближе к LOQ степень вариативности может быть выше, и требуется дополнительная осмотрительность при принятии решения о том, превышен уровень или нет. В качестве альтернативы, можно применять пределы повторяемости или воспроизводимости, указанные в Приложении VI к Директиве 91/414/ЕЕС, хотя они не включают погрешность подвыборки (которая особенно важна при анализе дитиокарбаматов или фумигантов).

Округление сведений

85. Важно соблюдать единообразие при сообщении результатов. В большинстве случаев, результаты ≥0,001 и  ≥0,1 следует округлять до одной значащей цифры; результаты ≥0,01 и < 10мг/кг следует округлять до двух значащих цифр; результаты ≥10 мг/кг можно округлять до трех значащих цифр или до целого числа. Пределы отчетности следует округлять до 1 значащей цифры при < 10 мг/кг и двух значащих цифр при ≥ 10 мг/кг. Эти требования не обязательно отражают неопределенность, ассоциированную со сведениями. Для целей статистического анализа можно сообщить дополнительные значащие цифры. В некоторых случаях округление можно конкретизировать и согласовать с потребителем/заинтересованной стороной, осуществляющей мониторинг. В любом случае, округление результатов ни при каких условиях не должно привести к принятию другого решения в отношении превышения предела, указного в нормативных документах (например, MRL). Таким образом, округление до значащих цифр следует проводить после окончательного расчета результата. 

Уточнение результатов с учетом сведений о неопределенности

86. Существует требование в рамках ISO/IEC 17025, согласно которому лаборатории определяют и публикуют сведения о неопределенности, ассоциированные с результатами анализов. Для этой цели лаборатории должны располагать доступными исчерпывающими сведениями, полученными в результате валидации/верификации метода, межлабораторных исследований (например, проверка квалификации) и внутренних тестов контроля качества, которые используют для расчета неопредленостей4. 

Неопределенность измерения – количественный индикатор достоверности аналитических сведений, который описывает диапазон в пределах сообщенного или экспериментального результата, в рамках которого ожидается, что истинная величина может с определенной долей вероятности (уровень достоверности) оказаться ложной. Диапазоны неопределенности должны учитывать все источники погрешности. 

87. Сведения о неопределенности 5 следует использовать осторожно, чтобы не допустить появления ложного ощущения определенности относительно истинной величины. Расчеты типичной неопределенности основываются на предшествующих данных и могут не отражать неопределенность, ассоциированную с анализом текущего образца. Рассчитать типичную неопределенность можно с использованием ISO («Руководство для выражения неопределенности при измерениях» ISBN 92-67-10188-9) или подхода Европейского общества по аналитической химии (Eurachem) (Руководство по выражению неопределенности измерения, 2-ое издание).

(http://www.measurementuncertainty.org/mu/guide/index.html). Используемые величины можно получить из сведений внутрилабораторной валидации, из анализа эталонных материалов, из сведений о разработке совместного метода, или рассчитать на основе экспертизы. Воспроизводимость RSD (или повторяемость RSD, если сведения о воспроизводимости не доступны) можно использовать в качестве основы, но необходимо включить источники дополнительной неопределенности  (например, гетерогенность образца, из которого получают порцию тестируемого материала (из-за отличий в процедурах, используемых для приготовления образца, переработки образца и подвыборки), эффективность экстракции, отличия в стандартных концентрациях). Эти RSD показатели могут быть получены из сведений об извлечении или по результатам анализа эталонных материалов. Данные о неопределенности касаются в основном аналита и матрицы, используемых для их выработки, и следует осмотрительно экстраполировать эти данные на другие аналиты и матрицы. Неопределенность обычно бывает больше на более низких уровнях, особенно когда достигается LOQ. Следовательно, может быть необходимым выработать данные о неопределенности для ряда концентраций, если типичная неопределенность предоставлена для широкого спектра сведений об остатках. 

Еще одна практическая альтернатива для лаборатории рассчитать неопределенность измерений и верифицировать свои расчеты на основе собственных внутрилабораторных сведений заключается в оценке рабочих характеристик во время квалификационных тестов. Результаты квалификационных тестов могут указать на внутрилабораторное смещение в неопределенности измерений, проводимых в отдельной лаборатории, и косвенно обосновать сообщенную величину неопределенности измерений. 

88. Анализы репликатов специфического образца в сочетании с одновременными определениями коэффициента извлечения могут улучшить точность результата конкретной лаборатории и обосновать использование обработанного числа  для неопределенности измерений. В этом случае необходимо учесть влияние внутрилабораторного смещения. Эти сведения о неопределенности должны включать повторяемость подвыборки и анализ. Данную практику обычно используют, когда результаты анализов имеют чрезвычайную важность (например, сомнения о соответствии MRL и экономическим условиям). 

89. Использование пределов отчетности, основанных на LCL, исключает необходимость учитывать неопределенность, связанную c выявленными уровнями остатков<пределами отчетности.  
Интерпретация результатов в целях обеспечения соблюдения требований
90. Оценка того, содержит или нет образец остаток, превышающий предельный показатель, обычно вызывает проблемы только в тех случаях, когда  данный уровень относительно близок к максимальному уровню остатка (MRL). При вынесении решения следует принимать во внимание сопутствующие данные аналитического контроля качества (AQC) и результаты, полученные при повторном  тестировании частей образца, вместе с любой оценкой типичной неопределенности. Необходимо учитывать вероятность утраты остатка или наличие перекрестной контаминации до, во время и после отбора образцов4.

91. Принимая во внимание результаты, полученные при проведении квалификационных тестов в ЕС, показатель расширенной неопределенности по умолчанию в 50% (соответствующий 95% уровню достоверности и коэффициенту охвата, равному 2) в целом покрывает межлабораторную вариабельность между европейскими лабораториями, и регламентирующим органам рекомендуется использовать его при принятии решений по обеспечению выполнения требований (превышение максимальных уровней остатков). Регламентирующим властям разрешается использовать 50% расширенную неопределенность по умолчанию, лишь в тех случаях, когда лаборатория предварительно доказала, что её собственный вычисленный показатель расширенной неопределенности составляет менее 50%. В случаях, когда превышение максимального уровня остатка одновременно вызывает превышение острой референтной дозы, в качестве меры предосторожности можно применять расширенную неопределенность с более низким уровнем достоверности.

92. Если у лаборатории, в отдельных случаях, неприемлемо высокое относительное стандартное отклонение (RSDwR) для повторяемости и внутрилабораторной воспроизводимости (например, при очень низких уровнях концентрации) или неудовлетворительные z-показатели во время квалификационных тестов, необходимо обсудить вопрос об использовании соответственно более высокого показателя неопределенности в каждом конкретном случае5. Для результатов, полученных при использовании методов для обнаружения единичного остатка (в частности, если используются стабильные меченные изотопами внутренние стандарты), может быть оправданным применение более низких показателей расширенной неопределенности при подтверждении соответственно более лучшими показателями относительного стандартного отклонения (RSDR) для воспроизводимости между исследованиями (≤25%).

93. Общепринятой практикой  является то, что результаты анализа на наличие пестицидов не корректируется по коэффициенту извлечения, но они могут корректироваться, если  средний коэффициент извлечения значительно отличается от 100% (обычно, если он находится за пределами диапазона 70-120% с хорошей прецизионностью). В таких случаях также следует принимать во внимание неопределенность, ассоциированную с коррекцией коэффициента извлечения (см. 66).

94. Если требуется, результат следует представлять вместе с расширенной неопределенностью (U), следующим образом: Результат = x ± U (единицы), где х – измеряемая величина. При осуществлении официального контроля пищевых продуктов регламентирующими органами, проверка соответствия максимальному уровню остатка (MRL) должна проводиться, допуская, что нижний предел интервала неопределенности (x – U) – это наибольшая подтвержденная концентрация аналита в образце. Таким образом, максимальный уровень остатка превышен, если x – U > MRL. Например, если MRL = 1, а х = 2,2, то x – U = 2,2 – 1,1 (= 50% от 2,2),  что > MRL.

Дополнительное рекомендуемое руководство
Отчет 41-ой сессии Комитета по Кодексу по остаткам пестицидов, Пекин,  Китай, 20-25 апреля, 2009 г., ALINORM 09/32/24, Приложение Х.
Приложение 1.
Выбор репрезентативных образцов матрицы6
Овощи, фрукты и зерновые
	Группа товаров
	Категории товаров
	Типичные репрезентативные товары, включенные в данную категорию

	С высоким содержанием воды
	Семечковые плоды

	Яблоки, груши

	
	Косточковые плоды

	Абрикосы, вишни, персики

	
	Луковичные овощи

	Репчатый лук

	
	Плодоносящие овощи/тыква

	Томаты, перцы, огурцы, дыни

	
	Капустные овощи
	Цветная капуста, брюссельская капуста, кочанная капуста, брокколи

	
	Листовые овощи и свежие травы
	Латук, шпинат, базилик

	
	Стеблевые овощи
	Лук порей, сельдерей, спаржа

	
	Фураж/фуражные культуры
	Свежая люцерна, фуражная вика, свежая сахарная свекла

	
	Свежие бобовые овощи
	Свежий горох в стручках, мелкий зеленый горошек, горох мангетот, кормовые бобы, огненно-красная фасоль, карликовая французская фасоль

	
	Листья корнеплодов и клубнеплодов
	Ботва сахарной свеклы и кормовой свеклы

	
	Свежие грибы
	Шампиньоны, лисички

	
	Корнеплодные и клубнеплодные овощи или корма
	Корнеплоды сахарной свеклы и кормовой свеклы, картофель, сладкий картофель

	С высоким содержанием масла
	Лесные орехи
	Грецкие орехи, фундук,  каштаны

	
	Семена масличных культур и продукты из них
	Масличный рапс, подсолнечник, семя хлопчатника, соя, арахис, кунжут, т.д.

Масла и пасты (например, арахисовое масло, тахини) из них

	
	Маслянистые фрукты и продукты
	Оливы, авокадо и масла и пасты из них

	С высоким содержанием крахмала и /или белка и низким содержанием воды и жира
	Высушенные бобовые/бобы
	Конские бобы, сухие кормовые бобы, сухая фасоль (желтая, белая/турецкая, коричневая, пятнистая)

	
	Зерно злаковых и продукты из него
	Зерно пшеницы, ржи, ячменя и овса; маис, рис, хлеб из непросеянной муки, белый хлеб, крекеры, готовые завтраки из зерновых, макаронные изделия

	С высокой кислотностью и с высоким содержанием воды
	Цитрусовые фрукты
	Лимоны, мандарины, танжерины, апельсины

	
	Небольшие фрукты и ягоды
	Клубника, черника, малина, черная смородина, красная смородина, белая смородина, виноград

	
	Другие
	Киви, ананасы, ревень

	С высоким содержанием сахара и низким содержанием воды
	Сухофрукты
	Изюм, сушеные абрикосы, сушеные сливы, плодово-ягодные джемы

	«Трудные или уникальные товары»*

	
	Хмель

Бобы какао и продукты из них, кофе, чай

Пряности

	Мясо 
	Красное мясо
	Говядина, свинина, ягнятина, мясо дичи, конина

	
	Белое мясо
	Куры, утки, индейки

	
	Рыба
	Треска, пикша, лосось, форель

	
	Субпродукты**
	Печень, почки

	
	Жир с мяса
	

	Молоко и молокопродукты
	Молоко
	Коровье, козье и буйволиное молоко

	
	Сыр
	Коровий, козий сыр

	
	Йогурт
	

	
	Сливки
	

	
	Сливочное масло
	

	Яйца
	Яйца
	Куриные, утиные, перепелиные, гусиные яйца

	Мед
	Мед
	


Приложение А.
Процедура валидации: основные принципы и примеры

Валидацию проводят после завершения разработки метода или до внедрения метода для рутинного анализа, который ранее не использовался. Мы разграничиваем первоначальную валидацию метода для количественного анализа, который будет применяться  в лаборатории в первый раз, и валидацию для расширения области применения существующего валидированного метода на новые аналиты и матрицы.

Количественный анализ

1. Первоначальная полная валидация
 Валидацию необходимо  проводить:

- для всех аналитов в рамках области применения метода

- как минимум, для 1 товара из каждой группы товаров (в той мере, в какой он попадает в заявленную область применения указанного метода или насколько это применимо к образцам, анализируемым в лаборатории).

Экспериментально:

Типичный пример порядка валидации на практике следующий:

Набор образцов (подобразцы из одного гомогенизированного образца)

Реагентный холостой образец

1 необогащенный образец

5 обогащенных образцов на уровне предела количественного определения (LOQ)
5 обогащенных образцов на уровне 2-10 х LOQ или MRL
Инструментальная очередность применения:

  Калибровочные стандарты в растворителе на уровне LOQ
  Калибровочные стандарты в матриксе на уровне LOQ
  Холостой реагент

            Необогащенный образец

  5 обогащенных образцов на уровне LOQ
  5 обогащенных образцов на уровне 2-10 х LOQ или MRL
  Калибровочные стандарты в матриксе на уровне 2-10 х LOQ MRL.

Оценка данных:

Калибровать и вводить материалы в указанной последовательности и определить количество как это предполагается в документе по аналитическому контролю качества (ACQ).

Исходя из данных, определить, как минимум, параметры из таблицы 1, и верифицировать их по отношению к указанным критериям.

Таблица 1: Параметры и критерии валидации
	Параметр
	Что/как
	Критерий
	Перекрестная ссылка на документ по ACQ

	Линейность
	По калибровочной кривой
	Остатки < ±20%
	35-41

	Эффект матрицы
	Сравнение ответной реакции стандартов растворителя и соответствующих матрице стандартов
	-
	44-48

	Предел количественного определения (LOQ)
	Посредством определения: самого низкого уровня, для которого было продемонстрировано соответствие критериям точности и прецизионности
	≤MRL
	56

	Специфичность
	Ответная реакция в реагентном холостом образце и контрольных образцах
	< 30% предела количественного определения (LOQ)

	63

	Точность
	Определить средний коэффициент извлечения для обоих уровней обогащения
	70-120%
	58

	Прецизионность (RSDr)
	Определить RSDr повторяемости, определить для обоих уровней обогащения
	≤20%
	58

	Прецизионность* (RSDwR)
	Определить воспроизводимость внутри лаборатории*
	≤20%
	58

	Робастность
	Можно определить в ходе непрерывной валидации метода/при верификации посредством определения среднего коэффициента извлечения и RSDwR?
	См. выше
	


* Внутрилабораторную воспроизводимость следует определять в ходе непрерывного контроля качества (см. ниже).
2. Расширение области применения метода: новые анализы

Новые аналиты, включаемые в ранее валидированный метод, необходимо валидировать, используя те же процедуры, которые были описаны для первоначальной валидации.

Альтернативно, валидация новых аналитов может быть интегрирована в процедуру непрерывного контроля качества. Например, каждая партия рутинных образцов одного или более товаров из задействованной категории товаров обогащается  на уровне предела количественного определения (LOQ) и на уровне, который на один порядок выше. Определить коэффициент извлечения и наличие любой интерференции в соответствующем необогащенном образце. Когда для обоих уровней будут получены 5 показателей коэффициента извлечения, можно определить средний коэффициент извлечения и внутрилабораторную воспроизводимость (RSDwR) и провести тестирование относительно критериев из таблицы 1.
3. Расширение области применения метода: новые матрицы

Прагматический способ валидации применимости метода к другим матрицам из той же категории товаров состоит в проведении валидации во время непрерывного контроля качества, осуществляемого одновременно с анализом образцов. См. ниже.

4. Непрерывная валидация/верификация рабочих характеристик

Цель непрерывной валидации метода состоит в следующем:
- продемонстрировать робастность посредством оценки среднего коэффициента извлечения и внутрилабораторной воспроизводимости (RSDwR)

- продемонстрировать, что незначительные корректировки, проведенные в методе с течением времени, не оказывают неприемлемого негативного влияния на рабочие характеристики метода 

- продемонстрировать возможность применения для исследования других товаров из той же категории товаров (также см. выше)

- определить пределы приемлемости для результатов отдельного извлечения, полученных во время рутинного анализа

- собрать информацию для вычисления неопределенности измерения внутри лаборатории.

Экспериментально:
Обычно при рутинном анализе каждой серии образцов один или несколько образцов различных товаров из используемой категории товаров обогащают аналитами и анализируют одновременно с другими образцами.

Оценка данных:

Определить для каждого аналита коэффициент извлечения из обогащенного образца и наличие любой интерференции в соответствующем необогащенном образце. Периодически (например, ежегодно) определять средний коэффициент извлечения и воспроизводимость (RSDwR) и проводить верификацию полученных данных относительно критериев из таблицы 1. Эти данные можно также использовать для установления или обновления предельных показателей приемлемости отдельных определений коэффициента извлечения, как указано в параграфе 65 документа по аналитическому контролю качества (ACQ), и для вычисления неопределенности измерения.

Приложение В.

Примеры коэффициентов пересчета

Дефиниции остатка,  MRL,  для ряда пестицидов включают не только исходные пестициды, но также их метаболиты или другие продукты трансформации.

В Примере 1 сумма компонентов выражена в виде фентиона с последующей корректировкой по различным молекулярным массам (коэффициенты пересчета), в Примере 2 данная сумма выражена в виде арифметической суммы, в Примере 3 – тиодикарб и метомил.

Нижеследующие примеры иллюстрируют три типа добавлений, которые требуются для того, чтобы соответствовать требованиям  дефиниции остатка.

Пример 1.

Фентион, его сульфоксиды и сульфоны, и их кислородные аналоги (оксоны), все они указываются в дефиниции остатка и должны быть включены в анализ.
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1- фентион, 2- фентион –сульфоксид, 3- фентион-сульфон, 4- фентион-оксон, 5-фентион –оксонсульфоксид, 6- фентион- оксонсульфон

Пример вычисления коэффициента пересчета (Cf)

[image: image2.png]MM 2783

MW et €, = a0 oy = 0.946%C
s e AW i3




	Соединение
	
	
	Mw1
	Cf2

	Фентион
	RR’S
	P=S
	278.3
	1.00

	Фентион сульфоксид
	RR’SO
	P=S
	294.3
	0.946

	Фентион сульфон
	RR’SO2
	P=S
	310.3
	0.897

	
	
	
	
	

	Фентион оксон
	RR’S
	P=O
	262.3
	1.06

	Фентион  оксонсульфоксид
	RR’SO
	P=O
	278.3
	1.00

	Фентион  оксонсульфон
	RR’SO2
	P=O
	294.3
	0.946


Дефиниция остатка:

Фентион (фентион и  его кислородный аналог, их сульфоксиды и сульфоны, выраженные в виде фентиона).

Когда остаток определяется в виде суммы исходных продуктов и продуктов трансформации, концентрацию продуктов трансформации следует откорректировать в соответствии с их молекулярной массой, добавляемой к общей концентрации остатка.
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Пример 2.

___________________

Дефиниция остатка:

Триадимефон и триадеменол (сумма триадимефона и триадименола)

[image: image4.png]1 wiadimefon 2 wiadimenol
FINQ) = ST g S S -
" or

C aasimton s imenctum = 1.00 X C Ticieion +1.00 X C Togimanst




1- триадимефон, 2- триадимефон.

Пример 3.

___________________

Дефиниция остатка:

Метомил и тиодикарб (сумма метомила и тиодикарба, выраженная в виде метомила)
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1- метомил, 2 –тиодикарб.

Приложение С.

Словарь
	Точность
	 Степень соответствия результата теста и истинного или приемлемого эталонного показателя. При применении к  набору результатов теста она представляет собой  комбинацию случайной погрешности (вычисленной в виде прецизионности) и общей систематической погрешности (истинность или смещение) (ИСО 5725-1).

	Аналит
	Химическое вещество, концентрацию (или массу) которого следует определить. В данных процедурах: пестицид или метаболит, продукт разложения или дериват пестицида или внутренний стандарт.

	Аналитический образец
	См. тестируемый образец

	Аналитическая часть образца
	См. часть тестируемого образца

	API
	Ионизация при атмосферном давлении (для ЖХ-МС). Общий термин, включающий ионизацию электрораспылением (ESI)  и химическую ионизацию при атмосферном давлении (APCI).

	AQC
	Аналитический контроль качества. Требования к измерению и регистрации, предназначенные для демонстрации эффективности аналитического метода в рутинной практике. Полученные данные дополняют данные, собранные при валидации метода. Данные аналитического контроля качества могут быть использованы для валидации расширения области применения метода на новые аналиты, новые матрицы и новые уровни. Является синонимом терминам «внутренний контроль качества» (IQC)  и «верификация рабочих характеристик». Сопутствующие данные AQC – данные, полученные во время анализа серии, в которую включен конкретный образец.

	Серия

(анализ)


	Для экстракции, очистки и сходных процессов: серия – это ряд образцов, с которыми аналитик (или группа аналитиков) работает параллельно, обычно в течение одного дня, и она должна включать, как минимум, одно определение коэффициента извлечения. Для системы определения: серия – это ряд действий, предпринимаемых без значимых перерывов во времени, которые включают все соответствующие определения в ходе калибровки (также называемые, как «последовательность анализа», «последовательность хроматографии», т.д.). При таких форматах, как 96-луночные планшеты, серию может составлять один планшет или группа планшетов. Серия определений  может включать более чем одну серию экстрагирования.

В данном документе термин «серия» не используется в том значении, в котором он используется в IUPAC и Кодексе (где слово ‘batch”  переводится как партия - пер.) в том, что касается партий в серийном производстве и сельскохозяйственном производстве.

	Смещение
	Также относится к «точности». Разница между средним вычисленным значением и истинным значением, т.е. суммированная систематическая погрешность.

	Холостой образец
	(i) Материал (образец или часть или экстракт образца), который как известно не содержит выявляемых уровней искомого(ых) аналита(ов). Также называемый матричный холостой образец.

(ii) Полный анализ, проводимый только с использованием растворителей и реагентов; при отсутствии какого-либо образца (вода может быть заменена для образца с целью придать анализу реалистичность). Также называемый реагентный холостый образец или процедурный холостой образец. 

	Последовательная калибровка
	Организация серии определений таким образом, что система детектирования подвергается калибровке непосредственно до и сразу после анализа образцов. Например, калибрант 1, калибрант 2, образец n, калибрант 1, калибрант 2. 

	Калибровка
	Определение взаимосвязи между наблюдаемым сигналом (реакция, продуцируемая системой детектирования) от аналита-мишени в экстракте образца и известным количеством аналита, приготавливаемым как стандартный раствор. В данном документе калибровка не относится к калибровке весового или волюметрического оборудования, калибровке средств измерений массы масс-спектрометров и т.д.

	Калибровочный стандарт 
	Раствор (или другое разведение) аналита (и внутреннего стандарта при его использовании), используемый для калибровки системы определения. Может быть приготовлен из рабочего стандарта и соответствовать матрице. 

	Сертифицированный эталонный материал (SRM)
	См. эталонный материал

	ХИ
	Химическая ионизация (для ГХ-МС)

	Измельчение
	Процесс дробления твердого образца на мелкие фрагменты. 

	Подтверждение
	Подтверждение это комбинация двух или более анализов, которые согласованы друг с другом (в идеале с помощью методов ортогональной селективности как минимум одного, который отвечает критериям идентификации)7.

Невозможно подтвердить полное отсутствие  остатков. Принятие уровней отчетности LCL, позволяет избежать неоправданно высокой стоимости подтверждения наличия или отсутствия остатков на слишком низких уровнях.  

Природа и степень подтверждения, требуемого для получения положительного результата, зависит от важности результата и периодичности, с которой обнаруживаются  схожие остатки.

Для анализов, основанных на ELISA и ЭЗД, необходимо проведение подтверждения по причине недостатка специфичности этих анализов. 

Методы масс-спеткрометрии часто являются наиболее практичным и наименее сомнительным подходом к подтверждению. 

Процедуры AQC для подтверждения должны быть строгими. 

	Контаминация
	Непреднамеренное введение аналита в образец, экстракт, внутренний стандартный раствор и т.д. любым способом и на любом этапе при проведении отбора образцов или анализа. 

	Система определения/ детектирования
	Любая система, используемая для детектирования и определения концентрации или массы аналита. Например, ГХ-ПФД, ЖХ-МС/МС, ЖХ с постколоночной дериватизацией, ELISA.

	Диагностический ион
	Масс-спектрометрический термин для ионов, которые являются наиболее характерными для анализируемого соединения. 

	ЭЗД
	Электрон-захватывающий детектор

	ЭИ
	Электронная ионизация

	ELISA
	Твердофазный иммуноферментный анализ

	ЕU
	Европейский Союз

	Ложноотрицательный
	Результат, неверно указывающий на то, что концентрация аналита не превышает указанный показатель.

	Ложноположительный 
	Результат, неверно указывающий на то, что концентрация аналита превышает указанный показатель.

	ПФД
	Пламенно-фотометрический детектор (может быть специфичен к детектированию серы или фосфора)

	FWHM
	Полная ширина на половине высоты

	ГХ
	Газовая хроматография (газо-жидкостная хроматография)

	Идентификация
	Это качественный результат метода, способного предоставить структурную информацию (напр. с помощью масс-спектрометрического (МС) детектирования), отвечающего приемлемым критериям в целях анализа. 

Процесс генерации достаточного доказательства для обеспечения того, что результат является действительным для специфичного образца. Аналиты должны быть точно идентифицированы для проведения количественного анализа. 

Процедуры AQC для подтверждения должны быть строгими.

	Интерференция
	Положительная или отрицательная реакция, продуцируемая другими соединением(ями) за исключением аналита, входящая в реакцию, измеряемую для аналита, или интегрирующая реакцию аналита, менее определенная или точная. Интерференция также неточно называется «химический шум» (в отличие от электронного шума,  «пламенного шума» и т.д.). Эффекты матрицы являются некой формой интерференции.  Некоторые формы интерференции могут быть минимизированы более хорошей селективностью детектора. Если интерференция не может быть устранена или уравновешена, ее эффекты могут быть допустимы, если не существует значительного влияния на точность (смещение) или прецизионность. 

	МС с высоким разрешением
	Детектирование с помощью масс-спектрометров  с высокой разрешающей способностью, обычно > 10 000 FWHM

	Внутренний контроль качества (IQC)
	См. AQC

	Воспроизводимость внутри лаборатории
	См. воспроизводимость

	Внутренний стандарт
	Аналит, не содержащийся в образце с физико-химическими свойствами, схожими насколько это возможно со свойствами аналита, который должен быть идентифицирован и добавлен в каждый образец, а также в каждый стандарт калибровки. Концентрация аналита исчисляется по его отклику в отношении того отклика, который продуцируется внутренним стандартом. В случае использования МС-детектирования при необходимости аналиты, меченные изотопами, формируют идеальные внутренние стандарты. 

	Лабораторный образец
	Образец, отсылаемый и получаемый лабораторией.

	ЖХ
	Жидкостная хроматография (в основном высокоэффективная жидкостная хроматография, ВЭЖХ)

	LCL
	Самый низкий калибровочный уровень. Самая низкая концентрация (или масса) аналита при которой система определения успешно подвергается калиброванию на протяжении всей серии анализов. См. также «уровень отчетности».  

	ЖХ-МС
	Жидкостно-хроматографическое разделение совместно с масс-спектрометрическим детектированием. 

	Уровень
	В этом документе относится к концентрации (напр. мг/кг, мкг/мл) или количеству (напр. нг, пг). 

	LOD
	Предел обнаружения (см. LOQ ниже)

	LOQ
	Предел количественного определения (также называемый предел обнаружения, LOD). Минимальная концентрация или масса аналита, которая может быть определена количественно с приемлемой точностью и прецизионностью. Следует применять к полному аналитическому методу. Имеет различные определения, но должен быть на показатель выше, чем предел детектирования. В отношении большинства методов и систем определения LOQ не имеет фиксированного значения. 

LOQ более предпочтителен чем LOD, так как он позволяет избежать возможной путаницы с «пределом детектирования». Однако в законодательстве, MRL, которые установлены на предел количественного определения/обнаружения, называются «LOD MRLs» , а не «LOQ MRLs».

	Точность измерения массы
	Точность измерения массы это отклонение  измеряемой точной массы от вычисленной верной массы  иона.  Она может быть выражена как абсолютная величина в милли Дальтонах (мДА) или как относительная величина в частях на миллион (ppm) и исчисляется следующим образом:

(точная масса – верная масса)

Пример: экспериментально измеренная масса = 239,15098

Теоретическая масса иона (м/з) = 239,15028.

Точность массы = (239,15098 – 239,15028) = 7,0 мДа. 

Или (точность массы – верная масса)/верная масса* 106 
Пример: экспериментально измеренная масса = 239,15098

Теоретическая масса иона (м/з) = 239,15028

Точность массы = (239,15098 – 239,15028) / 239,15028 *106 = 2,9 ppm

	Разрешение массы
	Разрешение масс-спектрометрического прибора это способность различать между двумя ионами со схожими показателями отношения массы к заряду (определение IUPAC8: наименьшее различие в массе между двумя равными пиками величины, таким образом, что впадина между ними является указанным отрезком высоты пика). 

Примечание 1: в отношении магнитных приборов используется другое определение («10% впадина»). Грубо говоря, различие между двумя определениями – это фактор 2 (т.е. 10 000 разрешающая способность по методу 10% впадина равна 20 000 разрешающей способности по FWHM).

Примечание 2: термин масс-разрешающая способность часто путают или используют взаимозаменяемо с термином разрешение массы (см. определение выше). 

	Матричный холостой образец
	См. Холостой образец

	Эффект матрицы
	Влияние одного или более не выявленных компонентов из образца на измерение концентрации аналита или массы. На отклик некоторых систем определения (напр. ГХ, ЖХ-МС, ELISA) на определенные аналиты может влиять присутствие совместно экстрагируемых веществ из образца (матрицы). На разделение в парофазных анализах и SPME также часто влияют компоненты, присутствующие в образцах. Эти эффекты матрицы возникают из различных физических и химических процессов и их  трудно или невозможно устранить. Они могут наблюдаться как повышенные или пониженные отклики детектора по сравнению с откликами, продуцируемыми простыми растворами растворителя аналита. Присутствие или отсутствие таких эффектов могут быть продемонстрированы с помощью сравнения отклика, продуцируемого аналитом в простом растворе растворителя с откликом, полученным от того же количества аналита в присутствии образца или экстракта из образца. Эффекты матрицы обычно являются переменными и не поддаются прогнозированию в отношении возникновения, хотя некоторые методы и системы (напр. ВЭЖХ-УФ, разведение изотопов) по своей природе менее вероятно повергаются влиянию.    Более надежной калибровки можно добиться с помощью калибровки в соответствии с матрицей, когда необходимо использовать методы или оборудование, потенциально подверженные влиянию. Калибровка в соответствии с матрицей может компенсировать эффекты матрицы, но не устранить их первопричину. Так как первопричина остается, интенсивность эффекта может различаться от матрицы или образца к матрице или образцу, а также в соответствии с «концентрацией» матрицы. Разведение изотопов или стандартное добавление можно использовать, если эффекты матрицы зависят от образца. 

	Калибровка в соответствии с матрицей
	Калибровка, предназначенная для компенсации эффектов матрицы и допустимого вмешательства. Матричный холостой образец (см. холостой образец) должен быть приготовлен также как для анализа образцов. На практике пестицид добавляется в экстракт холостого образца (или холостой образец для парофазного анализа) матрицы, схожей с матрицей, подвергаемой анализу. Используемая матрица холостого образца может отличаться от матрицы образцов, если продемонстрировано, что она компенсирует эффекты. Однако для определения остатков, достигающих или превышающих MRL, следует использовать ту же матрицу (или стандартное добавление). 

	Метод
	Последовательность аналитических процедур от принятия образца до подсчета результатов. 

	Разработка метода
	Процесс проектирования и предварительной оценки характеристик метода, включая надежность. 

	Валидация метода
	Процесс определения характеристик и показателей метода относительно его сферы применения, специфичности, точности (смещение), чувствительности, повторяемости и внутрилабораторной воспроизводимости. Некоторая информация по всем характеристикам, за исключением внутрилабораторной воспроизводимости, должна быть установлена до проведения анализа образцов, в то время как данные по воспроизводимости и расширению сферы применения могут быть получены при AQC в течение анализа образцов. При возможности оценка точности (смещение) должна охватывать анализ сертифицированных эталонных материалов, участие в квалификационных тестированиях или других межлабораторных сравнительных анализах. 

	MRL
	Максимальный уровень содержания остатков. В Регламенте 396/2005 перечислены MRLs  для комбинаций пестицид/товар, звездочка означает, что MRL* установлен или близок к LOQ, где LOQ это общая цифра, а не измеренная величина. 

	МС
	Масс-спектрометрия

	МС/МС
	Тандемная масс-спектрометрия здесь включает MSn. Процедура МС, в которой выделяются ионы с выбранным соотношением массы к заряду из первичного процесса ионизации, фрагментируются обычно посредством столкновений, и в которой разделяются ионы-продукты (МС/МС или МС2). В масс-спектрометрах с ионной ловушкой процедура может проводиться повторно на последовательности ионов-продуктов (MSn), хотя это обычно не возможно на практике, если уровень остатков  низок. 

	Может
	МОЖЕТ в рамках этого документа означает возможную или вероятную опцию (действие необязательно).

	Должно
	ДОЛЖЕН или СЛЕДУЕТ в рамках этого документа означают абсолютное требование (действие обязательно).

НЕ ДОЛЖЕН/НЕ СЛЕДУЕТ означает категорическое нельзя. 

	NPD
	Азотно-фосфорный детектор

	Несоответствие
	См. остатки в количестве, превышающем предельные показатели.

	Верификация рабочих характеристик
	См. аналитический контроль качества (AQC).

	Первичное заполнение

(ГХ дозаторов и колонок)
	Эффекты первичного заполнения схожи с длительными эффектами матрицы и обычно наблюдаются в газовой хроматографии. Обычно аликвота экстракта образца, которая не подвергалась очистке, может быть подана после того, как была установлена новая колонка или трубопровод дозатора или в начале серии определений. Цель – деактивировать систему ГХ и максимально увеличить передачу аналита в детектор. В некоторых случаях большое количество аналита может быть введено с той же целью. В таких случаях чрезвычайно важно, чтобы введение растворителя или экстрактов холостого образца было сделано до того, как проанализированы образцы с целью обеспечения того, что аналит не будет перенесен. Эффекты первичного заполнения редко стабильны и не могут устранить эффекты матрицы. 

	Процедурный холостой образец
	См. холостой образец

	(Квази)-молекулярный ион 
	Молекулярный ион (М+ или М-) или протонированная (М+Н+) или депротонированная молекула (М-Н+).

	Реагентный холостой образец
	См. холостой образец

	Извлечение (аналита посредством аналитического метода)
	Пропорция аналита, остающегося в момент конечного определения, после его добавления (обычно в холостой образец) непосредственно до экстрагирования. Обычно выражается как процентное соотношение. 

Рутинное извлечение относится к определению, проводимому с анализом каждой серии образцов. 

	Эталонный материал
	Материал, характеризуемый в отношении теоретически гомогенного содержания аналита. Сертифицированные эталонные материалы обычно характеризуются в ряде лабораторий в отношении концентрации и гомогенности распределения аналита. Эталонные материалы для внутреннего использования характеризуются в лаборатории владельца и точность измерения (смещение) могут быть неизвестны.  

	Эталонный спектр
	Спектр абсорбции (напр. УФ, ИК), флюоресценции, продуктов ионизации (МС) и т.д., полученный от аналита, и который может быть ему характерен. Эталонный спектр массы должен быть предпочтительно произведен из «чистого» стандарта (или раствора «чистого» стандарта) с помощью прибора, используемого для анализа образцов, а также должны применяться схожие условия ионизации. 

	«Чистый» стандарт
	Относительно беспримесный образец твердого/жидкого аналита (или внутреннего стандарта) с известной чистотой. Обычно это чистота составляет более 90%, за исключением определенных технических пестицидов. 

	Повторяемость (r) 
	Прецизионность (стандартное отклонение) измерения аналита (обычно полученного при извлечении или анализе эталонных материалов), полученная с помощью того же метода на тех же образцах в одной лаборатории за короткий период времени, в течение которого не должны возникать различия в материалах и используемом оборудовании и/или участвующих в исследованиях аналитиках. Величина прецизионности обычно выражается в терминах погрешности и исчисляется как стандартное отклонение результата тестирования. 

Может также иметь определение как величина, ниже которой по прогнозам с определенной вероятностью (напр. 95%) лежит абсолютная разница между двумя отдельными результатами тестов на идентичном материале, полученном в тех же условиях.

	Уровень отчетности
	Самый низкий уровень, на котором остатки подлежат отчету как конкретные числа. Он может представлять практический LOQ, или может превышать этот предел с целью ограничения затрат. Он не должен быть ниже, чем соответствующий LCL. В целях мониторинга ЕС, где образцы для исследований анализируются в течение более 12 месяцев, тот же предел отчетности должен быть достигаем на протяжении всего года. 

	Репрезентативный аналит
	Аналит, используемый для оценки возможной аналитической эффективности в отношении других аналитов, теоретически искомых при анализе. Предполагается, что приемлемые данные для репрезентативного аналита демонстрируют, что эффективность метода удовлетворительна для представляемых аналитов. Репрезентативные аналиты должны включать те аналиты, для которых ожидается наихудшая эффективность. 

	Воспроизводимость (R)
	Прецизионность (стандартное отклонение) измерения аналита (обычно посредством извлечения или анализа эталонных материалов), полученных с помощью одного и того же метода в определенном количестве лабораторий, разными аналитиками или с использованием разных материалов и оборудования. Оценка точности обычно выражается в терминах погрешности и исчисляется как стандартное отклонение результата теста. 

Внутренняя воспроизводимость продуцируется в одной лаборатории в одинаковых условиях. 

Может также иметь определение как величина, ниже которой по прогнозам с определенной вероятностью (напр. 95%) лежит абсолютная разница между двумя отдельными результатами тестов на идентичном материале, полученном в тех же условиях.

	Отклик
	Абсолютный или относительный выход сигнала от детектора при введении аналита. 

	RSD
	Относительное стандартное отклонение (коэффициент вариации)

	Образец
	Общий термин, имеющий много значений, но в этом руководстве обозначает лабораторный образец, тестируемый образец, тестируемую часть образца или акликвоту экстракта. 

	Приготовление образцов
	Первый из двух процессов, который может потребоваться для преобразования лабораторного образца в тестируемый образец. Удаление частей, которые не подлежат анализу при необходимости. 

	Обработка образца
	Второй из двух процессов, который может потребоваться для преобразования лабораторного образца в тестируемый образец. Процесс гомогенизации, измельчения, смешения и т.д., при необходимости. 

	Уровень отчетности при скрининге (SRL)
	Самый низкий уровень обогащения, в отношении которого было продемонстрировано, что определенный аналит может быть обнаружен (не обязательно идентифицирован) в минимум 95% образцов. 

	SD
	Стандартное отклонение

	Селективность
	Способность систем экстрагирования, очистки, дериватизации, разделения и (особенно) детектора различать между аналитом и другими соединениями. ГХ-ЭЗД – это система селективного определения, не обеспечивающая специфичность. 

	Следует 
	См. должен

	Необходимо
	Необходимо в рамках этого документа означает рекомендацию, которую можно игнорировать, но только при определенных обстоятельствах (по веским причинам) и полное обоснование пренебрежения рекомендации должно быть обусловлено и тщательно оценено перед выбором другого хода действий. 

Не следует, означает - не рекомендуется, хотя может быть приемлемо в определенных обстоятельствах, но  полное обоснование пренебрежения рекомендации должно быть обусловлено и тщательно оценено.

	Значащие цифры
	Те цифры в числе, которые известны с определенностью плюс первая неопределенная цифра. 

Пример: 3 значащих цифры

0,104; 1,04; 104; 1,04 х 104 
1 и 0 в середине – определенные, а 4 – неопределенная, но значащая.

Примечание: нули в начале никогда не бывают значащими. Экспоненциальное число не влияет на количество значащих цифр. 

	SIM
	Мониторинг  выбранных ионов. Работа масс-спектрометра, при которой регистрируется чрезмерное количество нескольких видов ионов со специфичным соотношением массы к заряду, а не весь спектр массы. 

	SRM
	Мониторинг выбранной реакции. Измерение специфичных ионов-продуктов, соответствующих соотношению массы к заряду выбранных предшествующих ионов, зарегистрированных в ходе двух или более этапов масс-спектрометрии (МСn). 

	Твердофазное разведение 
	Разведение пестицида посредством распределения в мелко измельченном твердом веществе, как например крахмальный порошок. Обычно используется только для нерастворимых аналитов, таких как сложные дитиокарбаматы. 

	S/N
	Соотношение сигнала к шуму. 

	Специфичность
	Способность детектора (наряду с селективностью экстрагирования, очистки, дериватизации или разделения, при необходимости) обеспечивать сигналы, которые эффективно идентифицируют аналит. ГХ-МС с ЭИ фактически неселективная система определения с высокой специфичностью. Масс-спектрометрия с высоким разрешением и MSn могут быть, как и высоко-селективной, так и  высоко-специфичной. 

	Обогащение
	Добавление аналита с целью определения коэффициента извлечения или стандартного добавления.

	SPME
	Микровыделение твердой фазы.

	Стандарт
	Общий термин, который может обозначать «чистый» стандарт, маточный стандарт, рабочий стандарт или калибровочный стандарт. 

	Маточный стандарт
	Наиболее концентрированный раствор (или разведение твердого вещества и т.д.) «чистого» стандарта или внутреннего стандарта, из которого используются аликвоты для приготовления рабочих стандартов или калибровочных стандартов. 

	Суррогатный стандарт
	Вещество с известной концентрацией, добавляемое в образцы в целях контроля качества. Это вещество должно с малой вероятностью обнаруживаться в других образцах и обладать свойствами, схожими с пестицидами-мишенями (может потребоваться более чем один суррогатный стандарт для представления широкого спектра аналита). Суррогатные стандарты предназначены для мониторинга  разницы в коэффициентах извлечения, а также проблем, возникающих при экстрагировании и определяющем анализе. Добавление суррогатных стандартов на различных этапах аналитической процедуры может способствовать локализации источников ошибок. 

	Тестируемая часть образца
	Также называемая «аналитическая часть образца». 

Репрезентативная часть  тестируемого образца, т.е. часть, которая подлежит анализу. 

	Тестируемый образец
	Также называемый «аналитический образец».

Лабораторный образец после удаления любых частей, которые не подлежат анализу, например костей, прилипшей земли. Он может или не может быть подвергнут измельчению и смешению до извлечения тестируемых частей образца. См. также Директиву 2002/63/ЕС. 

	Истинность
	Мера истинности обычно выражается как «смещение».

Близость совпадения между средней величиной, полученной от серии результатов теста (т.е. средний коэффициент извлечения) и принятым опорным значением или истинной величиной (ISO 5725-1).

	Неопределенность (измерения)
	Диапазон вокруг сообщенного результата, в рамках которого, как предполагается, с указанной вероятностью (уровень достоверности, обычно 95%) находится истинная величина. Данные по неопределенности должны охватывать истинность (смещение) и воспроизводимость.

	Единица (образец)
	Отдельный фрукт, овощ, животное, зерно хлебных злаков, консервы и т.д. Например, яблоко, говяжий бифштекс, пшеничное зерно, банка томатного супа. 

	Валидация
	См. метод валидации

	Остатки в количестве, превышающем предельные показатели.
	Остаток, который превышает MRL, или не являющийся законным по какой либо другой причине. 

	Рабочий стандарт
	Общий термин, используемый для описания разведений, продуцируемых из маточного раствора, которые используются, например, для обогащения с целью определения коэффициента извлечения или приготовления калибровочных стандартов. 


(1) В качестве альтернативы  при применении критерия Стьюдента в отношении средних значений не должна наблюдаться значительная  разница при 5% уровне.


2 Решение Комиссии от 12 августа 2002, имплементирующее Директиву Совета 96/23/ЕС в отношении рабочих характеристик аналитических методов и интерпретации результатов (2002657/ЕС). 





3 Eugenia Soboleva, Karam Ahad, Arpad Ambrus, Применение некоторых критериев спектрометрии для подтверждения наличия остатков пестицидов, Analyst, 2004, 129, 1123-1129. 


4 Руководство Комиссии Кодекс Алиментариус САС/GL 59-2006 (Руководство по оценке неопределенности результатов)


5 Lutz Alder et al. Оценка неопределенности измерений в анализе остатков пестицидов. Журнал AOAC International, Том 84, № 5, 2001, 1569-1577. 


6 Публикации по вопросам охраны окружающей среды, здоровья и безопасности ОЭСР, Выпуск по тестированию и оценке №72, и Выпуск по пестицидам № 39.


* Полную валидацию «трудных товаров» следует производить только при их  частом анализе. Если их анализ проводиться изредка, процесс валидации может быть сокращен до простой проверки уровней отчетности с использованием обогащенных экстрактов холостых образцов.


** При необходимости валидацию субпродуктов (печень, почки) следует производить отдельно.


7 S.J. Lehotay, K. Mastovska, A. Amirav, A.B. Fialkov, T.Alon, P.A. Martos, A. de Kok, A.R. Fernandez-Alba, Trends in Anal. Chem. 27 (2008) 1070-1090


8 � HYPERLINK "http://www.iupac.org/web/ins/2003-056-2-500" ��http://www.iupac.org/web/ins/2003-056-2-500� and


� HYPERLINK "http://old.iupac.org/reports/provisional/abstract06/murray_prs.pdf" ��http://old.iupac.org/reports/provisional/abstract06/murray_prs.pdf� 
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