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(Акты, необязательные к публикации)

КОМИССИЯ

РЕШЕНИЕ КОМИССИИ

от 12 августа 2002 года

по выполнению Директивы Совета 96/23/ЕС в отношении аналитических методов и интерпретации результатов

(документ зарегистрирован под номером С (2002) 3044)

(Текст имеет отношение к ЕЭЗ)

(2002/657/ЕС)

КОМИССИЯ ЕВРОПЕЙСКИХ СООБЩЕСТВ

Принимая во внимание Договор об учреждении Европейского Сообщества,

Принимая во внимание Директиву Совета 96/23/ЕС от 29 апреля 1996 года о мерах контроля определенных веществ и их остатков в живых животных и в продуктах от животных, а также принимая во внимание отмену Директив 85/358/ЕЕС и 86/469/ЕЕС и Решений 89/187/ЕЕС и 91/664/ЕЕС(1), а в частности, второго параграфа Статьи 15(1) такового,
Поскольку:

(1) Наличие остатков в продуктах животного происхождения является предметом обеспокоенности с точки зрения здравоохранения.

(2) Решение Комиссии 98/179/ЕС от 23 февраля 1998 года, излагающее подробные правила официального отбора образцов в целях контроля определенных веществ и их остатков в живых животных и продуктах от животных(2) предусматривает, что анализ образцов должен проводиться исключительно лабораториями, санкционированными национальным компетентным органом для государственного контроля остатков.
(3) Необходимо гарантировать качество и сопоставимость результатов анализов, полученных лабораториями, санкционированными для государственного контроля остатков. Это должно достигаться при использовании систем обеспечения качества и, в частности, при использовании методов, валидированных в соответствии с общими процедурами и критериями эффективности, а также при обеспечении прослеживаемости общих или общепринятых стандартов.
(4) Директива Совета 93/99/ЕЕС от 29 октября 1993 года на предмет дополнительных мер, касающихся государственного контроля пищевых продуктов и Решение 98/179/ЕС(3) требуют, чтобы с 1 января 2002 года государственные контрольные лаборатории были аккредитованы в соответствии с ИСО 17025 (1). В соответствии с Решением 98/179/ЕС для санкционированных лабораторий необходимо участие во внешней международной аттестации контроля качества, а также в программе аккредитации. Более того, санкционированные лаборатории должны доказать свою компетентность посредством регулярного и успешного участия в надлежащих программах квалификационных испытаний, признанных или организованных национальными справочными лабораториями или справочными лабораториями Сообщества.
(5) В соответствии с Директивой 96/23/ЕС в целях усиления координации функционирует Сеть справочных лабораторий Сообщества, национальных справочных лабораторий и национальных контрольных лабораторий.

(6) В результате достижений аналитической химии, сделанных с момента принятия Директивы 96/23/ЕС, понятие стандартных методов и эталонных методов были заменены многокритериальным подходом, в рамках которого установлены критерии эффективности и процедуры валидации методов скрининга и подтверждения.
(7) В целях обеспечения гармонизированного применения Директивы 96/23/ЕС необходимо определить общие критерии интерпретации результатов тестов государственных контрольных лабораторий.

(8) В целях гармонизированного применения Директивы 96/23/ЕС необходимо способствовать прогрессивному установлению минимальных необходимых рабочих пределов (МНРП) аналитического метода для веществ, в отношении которых не установлены допустимые пределы, а в частности, в отношении тех веществ, использование которых не разрешено или особо запрещено в Сообществе.
(9) Решение Комиссии 90/515/ЕЕС от 26 сентября 1990 года, излагающее эталонные методы выявления остатков тяжелых металлов и ртути(1), Решение Комиссии 93/256/ЕЕС от 14 мая 1993 года, излагающее методы, подлежащие использованию для выявления остатков веществ, имеющих гормональное или тиреостатическое воздействие(2), а также Решение Комиссии 93/257/ЕЕС от 15 апреля 1993 года, излагающее эталонные методы и список национальных справочных лабораторий для выявления остатков(3) с учетом последних поправок, внесенных Решением 98/536/ЕС(4), были ранее пересмотрены с учетом развития научных и технических знаний и признаны устаревшим в своей области действия и положениях и, следовательно, должны быть заменены настоящим Решением.
(10) В целях адаптации методов анализа официальных образцов в соответствии с положениями настоящего Решения следует установить переходный период.
(11) Меры, предусмотренные в настоящем Решении, соответствуют мнению Постоянного комитета по пищевой цепи и ветеринарии,

ПРИНЯЛА НАСТОЯЩЕЕ РЕШЕНИЕ:

Статья 1

Предмет и область действия

Настоящее Решение представляет правила для аналитических методов, подлежащих использованию при тестировании официальных образцов, отобранных в соответствии со Статьей 15(1), второе предложение, Директивы 96/23/ЕС, и указывает общие критерии для интерпретации аналитических результатов государственных контрольных лабораторий в отношении данных образцов.
Настоящее Решение не применяется в отношении веществ, для которых специальные правила изложены в других законодательных актах Сообщества.

Статья 2

Определения

В целях настоящего Решения применяются определения Директивы 96/23/ЕС и Приложение к этой Директиве.
Статья 3

Аналитические методы

Государства-члены должны гарантировать, что официальные образцы, отобранные в соответствии с Директивой 96/23/ЕС, анализируются с использованием методов, которые:

(a) задокументированы в инструкциях к тесту, предпочтительно в соответствии с ИСО 78-2 (6);

(b) соответствуют Части 2 Приложения к настоящему Решению;
(c) валидированы в соответствии с процедурами, описанными в Части 3 Приложения;

(d) соответствуют надлежащим минимальным необходимым рабочим пределам (МНРП), которые необходимо установить в соответствии со Статьей 4.
Статья 4

Минимальные необходимые рабочие характеристики
Настоящее Решение должно быть рассмотрено с целью поступательного установления минимальных необходимых рабочих пределов (МНРП) аналитических методов, которые должны использоваться для веществ, в отношении которых не установлены предельные значения.
Статья 5

Контроль качества

 Государства-члены должны обеспечивать качество результатов анализов образцов, отобранных в соответствии с требованиями Директивы 96/23/ЕС, в частности, посредством мониторинговых исследований и/или результатов поверки в соответствии с главой 5.9 ИСО 17025.
Статья 6

Интерпретация результатов

1. Результаты анализов считаются несоответствующими, если превышен предел определения подтверждающего метода для данного аналита.

2. Если для вещества установлен допустимый предел, пределом определения является концентрация, превышение которой обуславливает принятие решения со статистической значимостью 1 ( ( о том, что допустимый предел действительно превышен.
3. Если для вещества не установлен допустимый предел, пределом определения является наименьший уровень концентрации, при котором данный метод может определить наличие определенного аналита со статистической значимостью 1 ( (.

4. Для веществ, перечисленных в Группе А Приложения I к Директиве 96/23/ЕС, погрешность ( должна составлять 1% или ниже. Для всех остальных веществ погрешность ( должна составлять 5% или ниже.

Статья 7

Аннулирование
Решения 90/515/ЕЕС, 93/256/ЕЕС и 93/257/ЕЕС аннулированы.
Статья 8

Временные положения

Методы анализа официальных образцов веществ, перечисленных в Группе А Приложения I к Директиве 96/23/ЕС, которые отвечают критериям, установленным в Решениях 90/515/ЕЕС, 93/256/ЕЕС и 93/257/ЕЕС, могут использоваться в течение не более двух лет после вступления в силу настоящего Решения. Методы, используемые в настоящее время для веществ, перечисленных в Группе В Приложения I к Директиве 96/23/ЕС, должны отвечать требованиям настоящего Решения не позже чем через пять лет после даты начала применения настоящего Решения.
Статья 9

Дата начала применения
Решение должно быть применено с 1 сентября 2002 года.

Статья 10

Адресаты

Настоящее Решение адресовано государствам-членам.

Составлено в Брюсселе 12 августа 2002 года.

От лица Комиссии

David BYRNE
Член Комиссии
___________

ПРИЛОЖЕНИЕ

РАБОЧИЕ КРИТЕРИИ, ДРУГИЕ ТРЕБОВАНИЯ И ПРОЦЕДУРЫ ДЛЯ АНАЛИТИЧЕСКИХ МЕТОДОВ
1. ОПРЕДЕЛЕНИЯ
1.1.   Точность - степень соответствия результата теста и принятого опорного значения (2). Определяется путем определения истинности и прецизионности.

1.2.   Альфа (α) ошибка - вероятность соответствия тестируемого образца, даже если был получен несоответствующий результат измерения (решение о ложном несоответствии).

1.3.  Аналит – вещество, которое подвергается тестированию, идентификации и/или измерению и производные, возникающие во время его анализа.

1.4.   Бета (β) ошибка - вероятность истинного несоответствия тестируемого образца, даже если был получен соответствующий результат измерения (решение о ложном соответствии).

1.5.   Смещение - разница между ожидаемым результатом и принятым опорным значением (2).

1.6. Калибровочный стандарт – устройство для проведения измерений, которое показывает количество интересующего вещества связывая это значение с эталонной базой.

1.7.  Сертифицированный эталонный материал (СЭМ) - материал, которому было присвоено известное содержание аналита. 

1.8.  Комбинированная хроматография - процедура, при которой экстракт разделяют на две части до этапа хроматографии. Первая часть подвергается хроматографированию как таковая. Вторая часть смешивается со стандартным аналитом для измерения. Затем эта смесь также подвергается хроматографированию. Количество добавленного стандартного аналита должно быть схожим с предполагаемым содержанием аналита в экстракте. Этот метод предназначен для улучшения идентификации аналита при использовании хроматографических методов, особенно когда не может быть использован подходящий внутренний стандарт.

1.9.  Совместное изучение – проведение анализа на том же образце тем же методом для определения рабочих характеристик метода. Это изучение охватывает случайные погрешности измерений и лабораторные смещения.

1.10. Подтверждающий метод – методы, которые предоставляют полную или дополнительную информацию, обеспечивающую возможность безошибочной идентификации вещества и, при необходимости, определения его количества на интересующем уровне.

1.11. Предел определения (ССα) - предел, при котором и свыше которого можно сделать вывод о несоответствии образца с вероятностью ошибки α.

1.12. Способность обнаружения (CCβ) – наименьшее содержание вещества, которое может быть обнаружено, идентифицировано и/или количественно определено в пробе с вероятностью ошибки β. В отношении веществ, по которым не установлен разрешенный предел, способностью обнаружения является наименьшая концентрация, при которой метод способен обнаружить истинно контаминированные образцы со статистической достоверностью 1 – β. В отношении веществ, по которым разрешенный предел установлен, это означает, что способность обнаружения – это концентрация, при которой метод способен обнаружить концентрации допустимого уровня со статистической достоверностью 1 – β. 

1.13. Обогащенный материал пробы – образец, обогащенный известным количеством аналита, который нужно обнаружить.

1.14. Межлабораторное изучение (сравнение) – организация, проведение и оценка тестов, проводимых на той же пробе в двух или более лабораториях в соответствии с заранее установленными условиями по определению порядка выполнения тестов. В соответствии с данной целью это изучение можно классифицировать как совместное изучение или опытное изучение.

1.15. Внутренний стандарт (ВС) - вещество, не содержащееся в образце, обладающее физико-химическими свойствами, насколько возможно схожими со свойствами аналита, который нужно идентифицировать, и который добавляется к каждой пробе, а так же к каждому поверочному стандарту.

1.16. Лабораторная проба  - это проба, подготовленная к отправке в лабораторию и предназначенная для проведения исследования или тестирования.

1.17. Уровень интереса – концентрация вещества или аналита в пробе, которая является значимой для  установления его соответствия законодательству.

1.18. Минимальный необходимый рабочий предел (MRPL) – минимальное содержание аналита в пробе, которое, по меньшей мере, необходимо выявить и подтвердить. Предназначен для гармонизации аналитического проведения методов для веществ, по которым не установлен допустимый уровень.

1.19. Рабочие характеристики – функциональное качество, которое можно отнести к аналитическому методу. Они могут включать, к примеру, специфичность, точность, истинность, прецизионность, сходимость (повторяемость), воспроизводимость, восстановление, способность обнаружения и устойчивость.

1.20. Рабочие критерии – требования к рабочей характеристике, по которой аналитический метод можно оценивать на предмет соответствия целям и достоверности результатов.

1.21. Разрешенный предел - максимальный уровень остатков, максимальный уровень или другой максимальный допустимый предел для веществ, установленный в других законодательных актах Сообщества.

1.22. Прецизионность - степень соответствия между независимым результатами теста, полученными в определенных (заранее установленных) условиях. Мера прецизионности обычно выражается в виде погрешности и оценивается как стандартное отклонение от результата теста. Меньшая прецизионность определяется бóльшим стандартным отклонением (2).

1.23. Опытное изучение – анализирование того же образца с предоставлением лабораториям права выбора собственных методов, при условии того, что эти методы используются при обычных условиях. Это изучение должно проводиться в соответствии с международными инструкциями (ISO 43-1 (3) и 43-2 (4)) и может быть использовано для достижения воспроизводимости метода.

1.24.  Качественный метод – это аналитический метод, который идентифицирует вещество на основании его химических, биологических или физических свойств.

1.25. Количественный метод – аналитический метод, с помощью которого определяется количество или массовая доля вещества для их выражения в численном значении соответствующих единиц.

1.26. Холостое определение с реагентом – полная аналитическая процедура, проводимая без тестируемой части или с использованием эквивалентного количества подходящего растворителя вместо тестируемой части.

1.27. Восстановление – процентное содержание истинной концентрации вещества, восстановленного во время аналитической процедуры. Определяется во время валидации, при отсутствии сертифицированного эталонного материала.

1.28. Эталонный материал – материал, одно или несколько свойств которого были подтверждены валидированным методом, с тем чтобы его можно было использовать для калибровки аппарата или проверки метода измерений.

1.29.  Повторяемость - прецизионность в условиях повторяемости.
1.30. Условия повторяемости – условия, при которых независимые результаты теста получены тем же самым методом на идентичных тестируемых единицах в той же лаборатории, тем же оператором, с использованием того же оборудования (2).

1.31. Воспроизводимость - прецизионность в условиях воспроизводимости.

1.32.  Условия воспроизводимости – условия, при которых результаты теста получены тем же самым методом на идентичных тестируемых единицах в разных лабораториях, разными операторами, с использованием разного оборудования (2) (4).

1.33. Устойчивость - восприимчивость аналитического метода к изменениям в экспериментальных условиях, которая может быть выражена как перечень пробного материала, аналитов, условий хранения, условий среды и/или подготовки проб, при которых метод может применяться без или с незначительными изменениями. В отношении всех экспериментальных условий, которые на практике могут быть подвержены флуктуации (т.е. стабильность реагентов, состав пробы, рН, температура), должны быть указаны любые вариации, которые могут влиять на аналитический результат.

1.34. Холостое определение с пробой - полная аналитическая процедура, проводимая на тестируемой части, взятой из пробы, в которой аналит отсутствует.

1.35. Скрининговый метод – методы, используемые для выявления присутствия вещества или класса веществ на уровне интереса. Эти методы обладают высокой пропускной способностью и используются для анализирования большого числа проб с целью выявления решения о потенциальном несоответствии. Они специально разработаны для избежания решений о ложном соответствии.

1.36. Внутрилабораторное изучение (внутренняя валидация) – аналитическое изучение внутри одной лаборатории, с использованием одного метода для анализа того же самого или разного тестируемого материала в разных условиях в оправдано долгих интервалах времени.

1.37. Специфичность - способность метода отличать измеряемый аналит от других веществ. Эта характеристика является, главным образом, функцией описанной техники измерения, но может варьироваться в зависимости от класса составляющего или матрицы.

1.38. Стандартное добавление – процедура, при которой тестируемая проба делится на две (или более) тестируемые части. Одна часть анализируется как есть, а к другим тестируемым частям перед анализом добавляется известное количество стандартного аналита. Количество добавленного стандартного аналита должно быть в 2-5 раз больше установленного количества аналита в пробе. Эта процедура предназначена для определения содержания аналита в пробе, принимая во внимание восстановление аналитической процедуры.

1.39. Стандартный аналит – аналит известного и сертифицированного содержания и чистоты, используемый как эталон при проведении анализа.

1.40.  Вещество – материал специального или определенного химического строения и его метаболиты.

1.41.  Тестируемая часть – количество материала, отобранного из тест-пробы, на котором проводится тест или наблюдение.

1.42. Тест-проба – проба, подготовленная из лабораторной пробы, и из которой будут отбираться тестируемые части.

1.43. Истинность – степень соответствия среднего значения, полученного из большого количества результатов теста, и принятого опорного значения. Истинность обычно выражается как смещение (2).

1.44. Единицы – единицы, описанные в ISO 31 (20) и Директиве 71/354/ЕС (19).

1.45. Валидация – подтверждение путем исследования и обеспечение эффективных доказательств того, что определенные требования по специальному конкретному использованию выполняются (1).

1.46. Внутрилабораторная воспроизводимость – прецизионность, полученная в той же лаборатории в установленных (заранее определенных) условиях (в отношении напр., метода, тестируемого материала, операторов, среды) в оправданно долгих интервалах времени.

2. РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ И ДРУГИЕ ТРЕБОВАНИЯ К АНАЛИТИЧЕСКОМУ МЕТОДУ
Аналитические методы или комбинации методов, кроме описанных ниже, могут быть использованы только для скрининга или подтверждения, при условии, если можно доказать, что они отвечают соответствующим требованиям, установленным в данном Решении.

2.1. ОБЩИЕ ТРЕБОВАНИЯ

2.1.1.    Манипуляции с пробами
Получение, манипуляции и обработка проб должно проводиться таким образом, чтобы была достигнута наибольшая вероятность обнаружения вещества. Процедуры манипуляции с пробами должны предотвращать возможность случайной контаминации или потери аналита.

2.1.2.     Проведение тестов
2.1.2.1.  Восстановление
Во время анализа проб восстановление должно быть определено в каждой партии проб при условии использования фиксированного поправочного коэффициента восстановления. Если восстановление находится в переделах, тогда может быть использован фиксированный поправочный коэффициент восстановления. В ином случае, должен быть использован коэффициент восстановления, полученный для данной партии, кроме случая, когда применяется специальный коэффициент восстановления аналита в пробе, в таком случае для количественного определения аналита в пробе должна быть использована стандартная процедура добавления (см. 3.5) или внутренний стандарт.

2.1.2.2.  Специфичность

Метод должен позволять проводить различение между аналитом и другими веществами в экспериментальных условиях. Должно быть обеспечено проведение оценки того, в какой степени это возможно. Должны использоваться стратегии по преодолению любых предсказуемых интерференций с веществами, когда используется описываемая техника измерений, напр., гомологами, аналогами, метаболитами интересующего остатка. Очень важным является исследование интерференции, которая может быть вызвана компонентами матрицы. 

2.2. СКРИНИНГОВЫЕ МЕТОДЫ

Только те аналитические техники, валидированность которых можно отследить и продемонстрировать документально, и степень ложного соответствия которых составляет < 5% (β-ошибка) на уровне интереса, должны использоваться для скрининга в соответствии с Директивой 96/23/ЕС. В случае предполагаемого результата о несоответствии этот результат должен быть подтвержден подтверждающим методом.

2.3. ПОДТВЕРЖДАЮЩИЕ МЕТОДЫ, ПРИМЕНЯЮЩИЕСЯ К ОРГАНИЧЕСКИМ ОСТАТКАМ И КОНТАМИНАНТАМ

Подтверждающие методы, применяющиеся в отношении органических остатков или контаминантов, предназначены для получения информации о химической структуре аналита. Следовательно, методы, основанные на хроматографическом анализе без использования спектрометрического обнаружения, не являются достаточными для их использования в качестве подтверждающих методов. Однако, если нехвататет специфичности в какой-либо отдельной технике, желательная специфичность должна быть достигнута путем проведения аналитических процедур, состоящих из подходящих комбинаций, включающих очистку, хроматографическое(ие) разделение(ния) и спектрометрическое обнаружение.

Следующие методы или комбинации методов считаются подходящими для идентификации органических остатков или контаминантов для указанных групп веществ:

Таблица 1

Подходящие подтверждающие методы, применяющиеся для органических остатков или контаминантов
	Техника измерения
	Вещества
Приложение 1

96/23/ЕС
	Ограничения

	Жидкостная хроматография (ЖХ) или газовая хроматография (ГХ) с масс-спектрометрическим обнаружением
	Группы А и В
	Только после поточного или автономного хроматографического разделения 



	
	
	Только при использовании метода с полным сканированием или использования, по меньшей мере, 3-х (группа В) или 4-х (группа А) точек идентификации для техник, которые не регистрируют полный массовый спектр



	Жидкостная хроматография (ЖХ) или газовая хроматография (ГХ) с ИК спектрометрическим обнаружением


	Группы А и В
	Должны соблюдаться специальные требования к инфракрасной (ИК) спектрометрической адсорбции

	Обнаружение при помощи сети диодов (DAD) в жидкостной хроматографии с полным сканированием


	Группа В
	Должны соблюдаться специальные требования к ультрафиолетовой (УФ) спектрометрической адсорбции

	Флуоресценция ЖХ
	Группа В
	Только в отношении молекул с собственной флуоресценцией и молекул, показывающих флуоресценцию после трансформации или расщепления на производные



	Тонкослойная 2D хроматография (ТСХ) с полным сканированием UV/VIS

	Группа В
	Обязательны двухмерная (2D) тонкослойная хроматография высокой чувствительности (HPTLC) и комбинированная хроматография

	Обнаружение с захватом электронов в газовой хроматорафии (ГХ)

	Группа В
	Только в случае использования двух колонок с разной полярностью

	ЖХ-иммунограмма
	Группа В
	Только в случае использования не менее двух различных хроматографических систем или второго независимого метода обнаружения



	ЖХ-УФ/ВС (единая длина волны)
	Группа В
	Только в случае использования не менее двух различных хроматографических систем или второго независимого метода обнаружения




2.3.1.   Общие рабочие характеристики и требования
Подтверждающие методы должны предоставлять информацию по химической структуре аналита. В случае, когда более одного составного элемента дают одинаковую реакцию, данный метод не позволяет распознавать эти два составляющих элемента. Методы, основанные только на хроматографическом анализе без использования спектрометрического обнаружения, не являются достаточными для использования в качестве подтверждающих методов.

При использовании в методе подходящий внутренний стандарт должен быть добавлен к тестируемой части в начале процедуры экстракции. В зависимости от доступности должны быть использованы либо стабильные изотоп-маркированные формы аналита, которые особенно приспособлены для масс-спектрометрического обнаружения, либо составляющие, которые структурно родственны аналиту.

При невозможности использования подходящего внутреннего стандарта, идентификация аналита должна подтверждаться комбинированной хроматографией. В данном случае должен быть получен только один пик, при этом пиковая высота (или область) является эквивалентной количеству добавленного аналита. В жидкостной хроматографии (LC) или газовой хроматографии (GC) ширина пика на полумаксимальной высоте должна быть в диапазоне 90-100% первоначальной ширины, а задержки времени должны быть идентичными в пределах 5%. Для тонкослойной хроматографии (TLC) должно усиливаться только предполагаемое пятно аналита; новое пятно не должно появиться и не должен измениться внешний вид. 
Предпочтительно, чтобы эталонный или обогащенный материал, содержащий известные количества аналита в пределах или около допустимого предела или предела определения (несоответствующая контрольная проба), а также соответствующая контрольная проба и холостые контрольные реагенты одновременно использовались в ходе процедуры для каждой партии анализируемых тестовых проб. Порядок введения экстрактов в аналитический прибор следующий: холостой контрольный реагент, соответствующая контрольная проба, пробы, подлежащие подтверждению, снова соответствующая контрольная проба и, наконец, несоответствующая контрольная проба. Любое отклонение от данной последовательности должно быть обосновано.
2.3.2. Дополнительные рабочие характеристики и прочие требования для количественных методов анализа
2.3.2.1. Подлинность количественных методов
При повторных исследованиях сертифицированного эталонного материала отклонение средней массовой доли, коррелированной с экспериментально установленным восстановлением от сертифицированного значения, устанавливается в следующих пределах:

Таблица 2

Минимальная правильность количественных методов

	Массовая доля
	Пределы 

	( 1 мкг/кг

> 1 мкг/кг до 10 мкг/кг

≥ 10 мкг/кг
	от – 50% до + 20%

от – 30% до +10%

от – 20% до + 10%




В случае отсутствия каких-либо сертифицированных эталонных материалов правильность оценивается посредством восстановления дополнений известных количеств аналита (-ов) к холостой матрице. Данные, исправленные с помощью среднего восстановления приемлемы только тогда, когда они находятся в пределах, показанных в Таблице 2.

2.3.2.2. Прецизионность количественных методов
Межлабораторный коэффициент вариаций (CV) повторных анализов эталонного или обогащенного материала при условии воспроизводимости не должен превышать уровня, рассчитанного с использованием уравнения Гурвица. Уравнение следующее:

CV = 2 (1 – 0,5 log C)
где С – массовая доля, выраженная в степени (экспоненте) 10 (например, 1 мг/г = 10-3). Примеры приведены в таблице 3.

Таблица 3

Примеры воспроизводимости CV для количественных методов в пределах массовой доли аналита

	Массовая доля
	Воспроизводимость CV (%)

	1 мкг/кг

10 мкг/кг

100 мкг/кг

1 000 мкг/кг (1 мг/кг)
	(*)

(*)

23

16



	(*) В том случае, если массовая доля менее 100 мкг/кг, при применении уравнения Гурвица получают неприемлемо высокие значения. Следовательно, коэффициенты вариаций для концентраций ниже 100 мкг/кг должны быть как можно более низкими.


Для анализов, проводимых в условиях сходимости, межлабораторный коэффициент вариаций обычно находится в пределах 1/2 и 2/3 вышеуказанных значений. Что касается анализов, проводимых в условиях внутрилабораторных условий сходимости, межлабораторный коэффициент вариаций не должен превышать коэффициент вариаций воспроизводимости.

В случае веществ с установленным разрешенным пределом, метод должен достигать внутрилабораторной воспроизводимости, не превышающей соответствующей воспроизводимости коэффициента вариаций при концентрации 0,5 ( разрешенный предел.

2.3.3. Рабочие характеристики и прочие требования для обнаружения с использованием масс-спектрометрии
Масс-спектрометрические методы пригодны для рассмотрения в качестве подтверждающих методов только после разделения либо посредством хроматографии в реальном времени, либо посредством хроматографии в режиме с разделением времени.

2.3.3.1. Хроматографическое разделение
При процедурах ГХ-МС газо-хроматографическое разделение следует проводить с использованием капиллярных колонок. При процедурах ЖХ-МС хроматографическое разделение следует проводить с использованием соответствующих ЖХ-колонок. В любом случае минимально допустимое время удерживания исследуемого аналита в два раза превышает время удерживания, соответствующее объему пустот колонки. Время удерживания (или относительное время удерживания) аналита в пробе должно соответствовать времени удерживания калибровочного стандарта в рамках указанного интервала времени удерживания. Интервал времени удерживания должен быть соразмерным разрешающей способности хроматографической системы. Соотношение времени хроматографического удерживания аналита и международного стандарта, т.е. относительное время удерживания аналита должно соответствовать относительному времени удерживания калибровочного раствора при погрешности ( 0,5% для ГХ и ( 2,5% для ЖХ.

2.3.3.2. Масс-спектрометрическое обнаружение
Масс-спектрометрическое обнаружение должно проводиться посредством использования МС-технологий, таких как регистрация полного масс-спектра (полных сканограмм) или контроль заданных ионов, а также посредством методов МС-МС, таких как контроль селективных реакций или других подходящие технологий МС или МС-МСn в комбинации с соответствующими формами ионизации. При масс-спектрометрии с высоким разрешением (ВРМС) разрешение обычно должно быть выше 10 000 для всего диапазона масс при межпиковом пространстве 10%.

Полная сканограмма: Если масс-спектрометрическое определение проводится посредством регистрации спектра полной сканограммы, наличие всех измеряемых диагностических ионов (молекулярный ион, характерные аддукты молекулярного иона, характерные фрагментные ионы и ионы изотопа), причем относительная интенсивность в эталонном спектре  калибровочного стандарта должна быть не более 10%.

Контроль заданных ионов: Если масс-спектрометрическое исследование проводится с помощью фрагментографии, предпочтительно, чтобы молекулярный ион был одним из контролируемых заданных ионов (молекулярный ион, характерные аддукты молекулярного иона, характерные фрагментные ионы и ионы изотопа). Выбранные диагностические ионы необязательно должны происходить из одной и той же части молекулы. Соотношение сигнал-шум для каждого диагностического иона должно составлять ≥ 3:1.

Полная сканограмма и контроль заданных ионов: показатели относительной интенсивности выделенных ионов, выраженные в процентах интенсивности наиболее интенсивного иона или перемещения, должны соответствовать показателям калибровочного стандарта, либо из растворов калибровочных стандартов, либо обогащенных образцов, при сопоставимых концентрациях, измеренных при одинаковых условиях и со следующими погрешностями:

Таблица 4

Максимально допустимые погрешности для показателей относительной интенсивности ионов при использовании ряда методов масс-спектрометрии

	Относительная интенсивность

(% основного пика)
	ЭУ-ГХ-МС

(относительная)
	ХИ-ГХ-МС, ГХ-МСn, ЖХ-МС, ЖХ-МСn
(относительная)

	> 50%

> 20% до 50%

> 10% до 20%

( 10%
	( 10%

( 15%

( 20%

( 50%
	( 20%

( 25%

( 30%

( 50%


Интерпретация данных масс-спектрометрии: Показатели относительной интенсивности диагностических ионов и/или предшественника/ пары ионов-продуктов следует определять посредством сравнения спектров или посредством интеграции сигналов и следов единичной массы. Всякий раз, когда применяется поправка на фон, ее следует применять постоянно для всей партии (см. п. 2.3.1, параграф 4) и четко указывать.

Полное сканирование: Когда спектры полного сканирования регистрируются при одночастотной масс-спектрометрии, должно присутствовать минимум четыре иона с относительной интенсивностью ≥ 10% основного пика. Следует включить молекулярный ион (если он имеется в эталонном спектре) с относительной интенсивностью ≥ 10%. Минимум четыре иона должны находиться в пределах максимально допустимых погрешностей для относительной интенсивности ионов (Таблица 5). Можно использовать библиотеку компьютерного поиска. В данном случае сличение данных масс-спектрометрии тестовых образцов и раствора калибровочного образца должно превышать критический фактор соответствия. Данный фактор следует определять в ходе процесса валидации каждого аналита на основе спектров, для которых выполняются описанные ниже критерии. Следует проверить вызванную матрицей образца вариабельность спектров и рабочие характеристики прибора.

Контроль заданных ионов: Если фрагменты массы измеряются при использовании метода, отличного от методов полного сканирования, для интерпретации данных следует использовать точки идентификации. Для подтверждения веществ, перечисленных в Группе А Приложения I Директивы 96/23/ЕС, необходимо минимум 3 точки идентификации. В нижеприведенной таблице указано количество идентификационных точек, которое необходимо для каждого базового метода масс-спектрометрии. Однако в целях соответствия идентификационным точкам, требуемым для подтверждения, и сумме идентификационных точек, которую необходимо рассчитать:

(a) следует измерить коэффициент минимум одного иона, и

(b) все значимые измеренные коэффициенты ионов должны соответствовать критериям, описанным выше, и

(c) для получения минимального количество идентификационных точек можно объединить максимум три отдельных метода.

Таблица 5

Взаимодействие между диапазоном классов массовой доли и полученных идентификационных точек

	Метод МС
	Количество определенных идентификационных точек на ион

	Масс-спектрометрия с низким разрешением (НР)

НРМСn ион-предшественник

НРМСn промежуточный продукт

ВРМС

ВРМСn ион-предшественник
ВРМСn промежуточный продукт
	1,0

1,0

1,5

2,0

2,0

2,0




Примечания:

(1) Каждый ион может быть учтен только один раз.

(2) ГХ-МС с использованием электроударной ионизации отличается от метода ГХ-МС с химической ионизацией.

(3) Можно использовать различные аналиты для повышения количества идентификационных точек только в том случае, если производные задействуют различные реакционные химические составы.

(4) Для веществ Группы А Приложения I к Директиве 96/23/ЕС, если в процедуре анализа используется одна из следующих технологий: ВЭЖХ с полноспектральной спектрофотометрией на диодной матрице (DAD); ВЭЖХ с обнаружением флуоресценции; ВЭЖХ с иммунограммой; двухмерная ТСХ со спектрометрическим выявлением; можно использовать максимум одну идентификационную точку при условии, что для этих методов выполнены соответствующие критерии.

(5) Промежуточные продукты включают как дочерние продукты, так и «внучатые» продукты.

Таблица 6

Примеры количества идентификационных точек для ряда методов и комбинаций методов (n = целое число)

	Метод(ы)
	Количество ионов
	Идентификационные точки

	ГХ-МС (ЭУ или ХИ)
	N 
	n

	ГХ-МС (ЭУ или ХИ)
	2 (ЭУ) + 2 (ХИ)
	4

	ГХ-МС (ЭУ или ХИ) 2 производных
	2 (производная А) + 2 (производная В)
	4

	ЖХ-МС
	N 
	n

	ГХ-МС-МС
	1 предшественник и 2 дочерних
	4

	ЖХ-МС-МС
	1 предшественник  и 2 дочерних
	4

	ГХ-МС-МС
	2 иона-предшественника, каждый с 1 дочерним
	5

	ЖХ-МС-МС
	2 иона-предшественника, каждый с 1 дочерним
	5

	ЖХ-МС-МС-МС
	1 прдшественник, 1 дочерний и 2 «внучатых»
	5,5

	ВРМС
	N
	2 n


	ГХ-МС и ЖХ-МС
	2 + 2
	4

	ГХ-МС и ВРМС
	2 + 1
	4


2.3.4. Рабочие характеристики и прочие требования для хроматографии с инфракрасным обнаружением
Адекватные пики: Адекватные пики – это абсорбционный минимум в инфракрасном спектре калибровочного стандарта, отвечающий следующим требованиям:

2.3.4.1. Инфракрасное обнаружение
Абсорбционный максимум: диапазон волновых чисел должен составлять 4 000 – 500 см-1.

Интенсивность абсорбции: должна быть не меньше:

(a) специфической молярной абсорбции, равной 40, с учетом основы пика; или

(b) относительной абсорбции, равной 12,5%, наиболее интенсивного пика в диапазоне от 4 000 до 500 см-1, когда оба показателя измеряются с учетом нулевой абсорбции и 5% абсорбции наиболее интенсивного пика в диапазоне от 4 000 до 500 см-1, если оба измеряются с учетом основы пика.

Примечание: Несмотря на то, что адекватные пики в соответствии с (а) могут быть предпочтительными с точки зрения теории, адекватные пики, полученные в соответствии с (b) легче определить на практике.

Определяется количество пиков в инфракрасном спектре аналита, частоты которого соответствуют адекватному пику в спектре калибровочного стандарта в пределах допуска ( 1 см-1.

2.3.4.2. Интерпретация данных инфракрасного спектра
Абсорбция присутствует во всех областях спектра аналита, что соответствует адекватным пикам в эталонном спектре калибровочного стандарта. В инфракрасном спектре калибровочного стандарта должно быть минимум шесть адекватных пиков. При наличии менее шести достоверных пиков (7), рассматриваемый спектр не может быть использован в качестве эталонного спектра. «Количество», т.е. процент адекватных пиков, обнаруженных в инфракрасном спектре аналита, должно составлять не менее 50. При отсутствии точного совпадения по адекватному пику соответствующая область спектра аналита должна быть приведена в соответствие с имеющимся подходящим пиком. Процедура применяется только к адекватным пикам в спектре образца с интенсивностью, превышающей полный размах напряжения шума не менее чем в три раза.

2.3.5. Рабочие характеристики и прочие требования для определения аналита с использованием ЖХ с другими методами обнаружения
2.3.5.1. Хроматографическое разделение

Внутренний стандарт используется в том случае, если материал подходит для этой цели. Предпочтительно, чтобы это был соответствующий стандарт со временем удерживания, близким к времени удерживания аналита. Аналит должен элюировать во время удерживания, что типично для соответствующего калибровочного стандарта при таких же условиях эксперимента. Минимально допустимое время удерживания для аналита должно быть в два раза больше времени удерживания, соответствующего объему пустот колонки. Соотношение времени хроматографического удерживания аналита и международного стандарта, т.е. относительное время удерживания аналита должно быть таким же, что и у калибровочного стандарта в соответствующей матрице, в пределах ( 2,5%.

2.3.5.2. Полная сканограмма с ультрафиолетовым/ видимым обнаружением
Необходимо выполнять рабочие характеристики для методов ЖХ.

Абсорбционные максимумы в спектре аналита должны быть на тех же длинах волны, что и максимумы калибровочного стандарта в пределах, определенных разрешением системы обнаружения. Для обнаружения на диодной матрице они обычно составляют ( 2 нм. Спектр аналита, превышающий 220 нм, визуально не должен отличаться от спектра калибровочного стандарта в тех частях двух спектров, где относительная абсорбция ≥ 10%. Данный критерий выполняется, когда, во-первых, имеются те же максимумы, и, во-вторых, когда разница между двумя спектрами ни в одной точке не превышает 10% абсорбции калибровочного стандарта. В случае поиска в компьютерной библиотеке и использования соотношения, сличение спектральных данных тестовых образцов с раствором калибровочного образца, должно превышать критический фактор соответствия. Данный фактор следует определять в ходе процесса валидации каждого аналита на основе спектров, для которых выполняются описанные ниже критерии. Следует проверить вариабельность спектров, вызванную матрицей образца и рабочими характеристиками прибора.

2.3.5.3. Рабочие критерии для флуорометрического обнаружения
Следует соблюдать рабочие критерии для методов жидкостной хроматографии (ЖХ).

Это применяется к молекулам, демонстрирующим естественную флюоресценцию, и к молекулам, которые демонстрируют флюоресценцию после либо трансформации, либо дериватизации. Выбор длины волн возбуждения и эмиссии в комбинации с хроматографическими условиями следует производить таким образом, чтобы минимизировать появление интерферирующих компонентов в экстрактах холостых проб.

Максимум ближайшего пика на хроматограмме должен быть отделен от пика указанного аналита, как минимум, на одну полную ширину пика при 10% максимальной высоты пика аналита.


    2.3.5.4. Рабочие критерии для определения аналита путем получения 
                ЖХ-иммунограммы
ЖХ-иммунограмма сама по себе не подходит для использования в качестве подтверждающего метода.
Необходимо соблюдать релевантные критерии, применяемые к методам жидкостной хроматографии (ЖХ). 


Предварительно определенные параметры контроля качества, например, неспецифическое связывание или родственное связывание контрольных проб или значение абсорбции холостой пробы, должны находиться в пределах, полученных во время валидации анализа.

Иммунограмму следует конструировать, как минимум, из пяти фракций.


Каждая фракция должна быть меньше, чем половина ширины пика.


Фракция с максимальным содержанием аналита должна быть одинаковой для подозрительной пробы, несоответствующей контрольной пробы и стандарта.

2.3.5.5. Определение аналита посредством жидкостной хроматографии (ЖХ) с обнаружением  с помощью ультрафиолета и видимого света (УФ/ВС) (на одной длине волны)
Жидкостная хроматография (ЖХ) с обнаружением  с помощью ультрафиолета и видимого света (УФ/ВС) (на одной длине волны) сама по себе не подходит для использования в качестве подтверждающего метода.
    

Максимум ближайшего пика на хроматограмме должен быть отделен от пика указанного аналита, как минимум, на одну полную ширину пика при 10% максимальной высоты пика аналита.

2.3.6. Рабочие критерии и другие требования, которые применяются для определения аналита посредством двухмерной тонкослойной хроматографии в сочетании с УФ/ВС – спектрометрическим обнаружением в режиме полного сканирования


Двухмерная высокоэффективная жидкостная хроматография и комбинированная хроматография являются обязательными. 


RF-значения аналита должны соответствовать RF-значениям стандартов ±5%.

Внешний вид аналита не должен отличаться от внешнего вида стандарта.


 Если пятна одного и того же цвета, центр самого близкого пятна должен быть отделен от центра пятна аналита на расстояние, равное, как минимум, половине суммы диаметров пятен.


Спектр аналита не должен визуально отличаться от спектра стандарта, как описано для УФ/ВС обнаружения в режиме полного сканирования.


 При использовании компьютеризированного поиска в библиотеке и совпадений  по библиотеке, разница при сравнении спектральных данных в тест-пробах с таковыми  калибровочного раствора должна превышать критический фактор совпадения. Определение данного фактора следует производить во время процесса валидации для каждого аналита исходя из спектра, для которого соблюдаются вышеописанные критерии.   Следует проверить вариабельность в спектрах, вызванную матриксом пробы и рабочими характеристиками детектора

  2.3.7. Рабочие критерии и требования, используемые для определения аналита посредством газовой хроматографии (ГХ) в комбинации с детекцией захвата электронов (ДЗЭ)


Следует использовать внутренний стандарт при наличии материала, подходящего для этой цели. Предпочтительно, чтобы это было родственное вещество с временем удерживания, близким к времени удерживания указанного аналита. Аналит должен элюировать во время удерживания, которое является типичным для соответствующего калибровочного стандарта в тех же экспериментальных условиях. Минимально допустимое время удерживания для аналита должно составлять период в два раза больший, чем время удерживания, соответствующее свободному объему колонки. Соотношение между временем удерживания аналита и временем удерживания внутреннего стандарта, т.е. относительное время удерживания аналита, должно быть таким же, что и время удерживания калибровочного стандарта в соответствующей матрице с запасом ± 0,5%. Максимум самого близкого пика на хроматограмме должен быть отделен от пика указанного аналита на, как минимум, одну полную ширину пика, измеренную при 10% от максимальной высоты пика аналита. Для получения дополнительной информации можно использовать комбинированную хроматографию.

    2.4. Подтверждающие методы для  элементов

В основе  подтверждающих анализов для химических элементов должна лежать концепция однозначной идентификации и точный, а также прецизионный количественный анализ при использовании физико-химических свойств уникальных для  рассматриваемого химического элемента (например, характерная для элемента длина волны испускаемого или поглощаемого излучения, атомная масса) на представляющем интерес уровне.


Для идентификации химических элементов считаются подходящими следующие методы или комбинации методов.

Таблица 7
Подходящие подтверждающие  методы для химических элементов
	Метод
	Измеряемый параметр

	Дифференциально-импульсная вольтамперометрия с анодным снятием покрытия 
Атомная абсорбционная спектрометрия 

Пламенная 

С генерацией гибридов
Холодного пара 

      С электротермической атомизацией

       (графитовая печь) 

Атомная эмиссионная спектрометрия 

      С индуктивно связанной плазмой

Масс-спектрометрия 

       С индуктивно связанной плазмой
	Электрический сигнал 

 

Длина волны поглощения

Длина волны поглощения

Длина волны поглощения

Длина волны поглощения

 

 

Длина волны эмиссии 

 

Соотношение масса/заряд 



2.4.1. Общие  рабочие характеристики и другие требования, применяемые к 
          подтверждающим методам

Предпочтительно в ходе всей процедуры одновременно с каждой анализируемой партией тест проб  использовать эталонный или обогащенный материал, содержащий известные количества аналита, в уровне  равном или близком либо максимально разрешенному пределу, либо пределу определения (несоответствующая контрольная проба), а также соответствующие контрольные материалы и холостые реагенты. Рекомендуется вводить экстракты в аналитический прибор в следующем порядке: холостой реагент, соответствующая контрольная проба, проба, подлежащая подтверждению, соответствующая контрольная проба и, в конце, несоответствующая контрольная проба. Любая вариация в данном порядке должна быть обоснована.


 В большинстве случаев,  для бóльшей части аналитических методов перед определением аналита требуется провести полное расщепление органической матрицы для получения растворов. Это можно произвести при помощи процедур микроволновой минерализации, которые минимизируют риск утраты и/или контаминации интересующих аналитов. Следует использовать деконтаминированные тефлоновые сосуды хорошего качества. При использовании других методов влажного или сухого расщепления, следует иметь задокументированные подтверждающие данные для исключения потенциальной утраты или контаминации. В качестве альтернативы расщеплению в определенных случаях    для отделения аналита от компонентов матрицы и/ли для концентрации аналитов с целью ввода их в аналитическое оборудование можно выбрать процедуры разделения (например, экстрагирование).


 Касательно калибровки,  будь она внешней или основанной на методе добавления стандарта, следует соблюдать осторожность, чтобы не выйти за пределы рабочего диапазона, установленного для данного анализа. При внешней калибровке обязательным, является приготовление  калибровочных стандартов в растворе, состав которого насколько возможно близок составу раствора пробы.     Следует провести коррекцию фона, если этого требуют специфические  аналитические условия.


2.4.2. Дополнительные рабочие критерии и другие дополнительные требования, 
          которые применяются к количественным методам анализа


 2.4.2.1. Истинность количественных методов

При повторных анализах сертифицированного эталонного материала для элементов показатель отклонения экспериментально определенного среднего содержания от сертифицированного значения должен находиться в рамках предела ±10%.  При отсутствии таких сертифицированных эталонных материалов допускается производить анализ истинности измерения через  извлечение известных количеств элемента, добавленных в неизвестные пробы. Следует отметить тот факт, что в отличие от аналита, добавленный элемент не является химически связанным в реальной матрице и, поэтому, полученные при использовании данного подхода результаты имеют меньшую степень достоверности, чем таковые, полученные при использовании сертифицированных эталонных материалов. Данные извлечения являются приемлемыми, только в том случае, если они  находятся в диапазоне целевого значения ±10%.

2.4.2.2. Прецизионность количественных методов
При повторном анализе пробы, проводимом в условиях внутрилабораторной воспроизводимости, внутрилабораторный коэффициент вариации (CV) среднего значения не должен превышать следующих показателей:

Таблица 8
Коэффициенты вариации для количественных методов
 в диапазоне массовых долей элемента
	Массовые доли
	Коэффициент вариации (%)

	≥ 10 мкг/кг до 100 мкг/кг

> 100 мкг/кг до 1000 мкг/кг

≥ 1000 мкг/кг
	20

15

10


2.4.3. Особые требования к дифференциально-импульсной вольтамперометрии

           с анодным снятием покрытия  (DPASV)

Самое большое значение имеет полное разрушение органического вещества в пробах перед определением методом DPASV. В вольтамограммах должны отсутствовать широкие сигналы, возникающие из-за присутствия органических материалов.  Неорганические составляющие матрицы могут влиять на высоту пиков в дифференциально-импульсной вольтамперометрии с анодным снятием покрытия. Следовательно, количественный анализ следует производить методом добавлений стандарта. С помощью данного метода будут получены образцы типичных вольтамограмм раствора пробы. 


    2.4.4. Особые требования к атомной абсорбционной спектрометрии 


Этот метод по существу  является моноэлементным и, поэтому, требует оптимизации параметров эксперимента в зависимости от определенного элемента, количество которого следует определить. По возможности, следует проводить как качественную, так и количественную проверку, прибегая к  использованию альтернативных линий абсорбции (в идеале, следует выбрать две различные линии). Следует подготовить калибровочные стандарты в матрице раствора, которая максимально возможно соответствует таковой  раствора для измерения пробы (например, концентрация кислоты или состав модификатора). Для минимизирования значений холостых проб, все реагенты должны иметь самую высокую доступную степень чистоты. В зависимости от выбранного способа для испарения и/или атомизации пробы атомную абсорбционную спектрометрию можно разделить на несколько типов.

 
 2.4.4.1. Особые требования к пламенной атомной абсорбционной спектрометрии 


Оптимизацию параметров настройки прибора следует проводить для каждого элемента. Особенно следует проверять состав газа и скорость потоков. Во избежание интерференций, вызванных фоновой абсорбцией, следует использовать корректор источника непрерывного излучения. При использовании неизвестных матриц, проводится проверка необходимости  коррекции фона.

2.4.4.2. Особые требования к атомной абсорбционной спектрометрии с использованием 

              графитовой печи


При работе на ультраследовых уровнях в графитовой печи контаминация в лаборатории  часто оказывает негативное влияние на точность. Поэтому, для работы с пробами и стандартами следует использовать реактивы высокой чистоты, деионизированную воду и посуду из инертного пластика. Следует проводить оптимизацию параметров настройки прибора для каждого элемента. Особенно, следует проводить проверку условий предобработки и атомизации (температура, время) и модификации матрицы. 


Работа в условиях изотермической атомизации (например, графитовая колонка с поперечным 0нагревом с интегрированной платформой Львова (8)) уменьшит влияние матрицы в том, что касается атомизации аналита. Это позволит провести  количественный анализ с помощью калибровочной кривой, в основе которой лежат измерения водных растворов стандарта в комбинации с  модификацией матрицы и зеемановской коррекцией фона (9).


  2.4.5. Особые требования к атомной абсорбционной спектрометрии с генерацией

            гибридов

Органические соединения, содержащие такие элементы как мышьяк, висмут, германий, свинец, антимоний, селен, олово и теллур, могут быть очень устойчивы и требуют окислительного разложения для получения правильных результатов относительно полного содержания элементов. Поэтому, рекомендуется использовать метод микроволнового расщепления или озоление при высоком давлении в условиях сильного окисления. Наибольшее внимание необходимо уделить полному и воспроизводимому превращению элементов в их соответствующие гибриды. 

Формирование гидрида мышьяка в растворе соляной кислоты с NaBH4 зависит от степени окисления мышьяка (АsIII: быстрое формирование, AsV: более длительный период формирования). Во избежание потери чувствительности для определения As V при использовании метода впрыскивания в поток, вызванной коротким периодом реакции в данной системе, после окислительного разложения AsV следует довести до AsIII. Для этих  целей подходят йодид калия/аскорбиновая кислота или цистеин. Холостые пробы, калибровочные растворы и растворы проб следует обрабатывать таким же образом. Использование в работе системы партий позволяет определить два вида мышьяка, без негативного влияния на точность. Ввиду медленного формирования гидрида АsV, калибровку следует производить путем интеграции площади пиков. Необходимо оптимизировать настройки прибора. Особую важность имеет поток газа, перемещающий гибрид к атомизатору, и его следует контролировать.


    2.4.6. Особые требования к атомной адсорбционной спектрометрии холодного пара
 
 Холодный пар используется только для ртути. Из-за потери элементной ртути при испарении и адсорбции необходимо соблюдать особую осторожность на всем протяжении анализа. Следует тщательно избегать контаминации реагентами и окружающей средой.

Для получения точных результатов по общему содержанию ртути необходимо проводить окислительное разложение органических соединений, содержащих ртуть. Для разложения нужно использовать герметизированные системы с микроволновым расщеплением или приборы для озоления под высоким давлением. При очистке оборудования, контактирующего с ртутью, необходимо соблюдать особую осторожность. 


Использование в работе метода впрыскивания в поток имеет свои преимущества. Для более низких пределов определения рекомендуется использовать адсорбцию элементной ртути на золотом/платиновом адсорбере с последующей термальной десорбцией. Контакт абсорбера или ячейки с влагой будет мешать измерению, и его следует избегать. 

2.4.7. Особые требования к атомной эмиссионной спектрометрии с индуктивно связанной плазмой (ICP-AES)


Атомная эмиссионная спектрометрия с индуктивно связанной плазмой (10), является многоэлементным методом, позволяющим  одновременно проводить измерения различных элементов. Для использования ICP-AES пробы  сначала должны быть подвергнуты расщеплению для разложения органических матриц на составляющие. Следует использовать герметизированные системы с микроволновым расщеплением или приборы для озоления под высоким давлением. Для эффективного анализа методом ICP-AES важную роль играет калибровка прибора и выбор элементов или длины волн. Касательно калибровки прибора, при использовании линейных калибровочных кривых обычно необходимо проводить измерение калибровочных растворов только в четырех концентрациям, поскольку в целом калибровочные кривые для ICP-AES являются линейными сверх четырех до шести порядков величины концентрации. Калибровка ICP-AES системы, должна в норме осуществляться с многоэлементным стандартом, подготовку которого следует производить в растворе, содержащем ту же концентрацию кислоты, что и раствор для измерения. Для линейной кривой следует проводить проверку концентраций элементов. 


Выбор длины волн для измерения эмиссии от аналитов должен соответствовать концентрации элементов, которые следует определить. Если концентрация аналита находится вне рабочего диапазона линии эмиссии,  следует использовать другую линию эмиссии. Сначала,  следует выбрать наиболее чувствительную линию эмиссии (неинтерферированную), затем менее чувствительную линию. При работе на пределе обнаружения или близко к нему, лучшим выбором, как правило, является линия эмиссии, наиболее чувствительная для соответствующего аналита. Основные трудности в ICP-AES вызваны спектральными или фоновыми интерференциями. Возможные интерференции представляют собой, например, простое фоновое смещение, пологое фоновое смещение, прямое спектральное перекрывание и комплексное фоновое смещение. Каждая  из этих интерференций имеет свои причины и способы устранения. Коррекции интерференций и оптимизацию рабочих параметров следует проводить в  зависимости от матрицы. Некоторых интерференций можно избежать путем разведения или посредством адаптации матриц. Для каждой партии тест- проб, подлежащих анализу, эталонный и обогащенный материал, содержащий известные количества аналита (аналитов), а также холостой материал следует обрабатывать таким же образом, что и тест-пробы. Для тестирования на наличие отклонения  следует проводить проверку стандарта, например, после 10 проб. Все реагенты и плазменный газ должны быть самой высокой возможной чистоты. 


 2.4.8. Особые требования, применяемые к масс-спектрометрии с индуктивно
            связанной плазмой (ICP-MS) (11)

Определению следовых количеств элементов со средней атомной массой, таких как хром, медь и никель, могут серьезно препятствовать другие изобарные и многоатомные ионы. Этого можно избежать только при наличии силы резолюции в,  как минимум,  7000-8000. Трудности, связанные с методом масс-спектрометрии, включают отклонение прибора, влияние матрицы и интерференцию молекулярными ионами (м/з < 80). Для корректировки отклонения прибора и влияния матрицы необходима многоразовая внутренняя стандартизация, охватывающая те же диапазоны масс, что и у подлежащих определению элементов.

Требуется полное разложение на составляющие органического вещества в пробах до  проведения измерений с помощью масс-спектрометрии с индуктивно связанной плазмой (ICP-MS). Как и в атомной абсорбционной спектрометрии, после расщепления в герметизированных сосудах легко испаряющиеся элементы, например йод, следует перевести в стабильное состояние окисления. Наиболее сильную интерференцию вызывают комбинации молекулярных ионов аргона (плазменный газ), водорода, углерода, азота и кислорода (кислоты для растворения, примеси плазменного газа и увлеченные атмосферные газы) и матрица пробы. Чтобы избежать интерференций, необходимо полное расщепление, измерения фона, надлежащий выбор аналитических масс, иногда ассоциированный с низким содержанием (более низкий предел выявления), и кислот для растворения, например, азотная кислота. 


В отношении подлежащих определению элементов исключение интерференций следует производить посредством надлежащего выбора специфических аналитических масс, включая подтверждение соотношений изотопов. С помощью внутренних стандартов следует для каждого измерения проводить проверку реакции прибора с учетом Fano-фактора. 
3. ВАЛИДАЦИЯ


 Валидация должна продемонстрировать, что аналитический метод соответствует критериям, применяемым к соответствующим рабочим характеристикам.


Различные цели контроля требуют различных категорий методов. В таблице 9 указано, какие рабочие характеристики необходимо проверить для каждого типа метода.

Таблица 9
Классификация аналитических методов в соответствии с рабочими характеристиками, 
которые необходимо определить
	 
	Предел обнаружения CCβ
	Предел

определения CCα
	Истинность/

восстановление
	Прецизионность 
	Селективность/ специфичность 
	Применимость
устойчивость/
стабильность

	Качественные методы


	S


	+
	–
	–
	–
	+
	+

	
	C


	+
	+
	–
	–
	+
	+

	Количественные методы


	S


	+
	–
	–
	+
	+
	+

	
	C


	+
	+
	+
	+
	+
	+

	S = скрининговые методы; C = подтверждающие методы; + = определение обязательно


3.1. ПРОЦЕДУРЫ ВАЛИДАЦИИ 
Настоящая глава содержит примеры и/или ссылки по процедурам валидации аналитических методов. Могут использоваться и другие подходы, чтобы доказать, что аналитический метод соответствует рабочим критериям, применяемым к рабочим  характеристикам, при условии, что они достигают того же уровня количества  и качества информации.


Валидацию также можно осуществлять посредством проведения межлабораторных исследований, например установленных Кодекс Алиментариус, ISO или IUPAC (12), либо в соответствии с альтернативными методами, такими как внутрилабораторные исследования или внутренняя валидация (13, 14). Данная глава обращает особое внимание на внутрилабораторные исследования (или внутреннюю валидацию) с использованием модульного подхода. Такой подход состоит из:

1. набора общих рабочих характеристик, не зависимых от используемой модели         валидации; 

2. более специфичных процедур, связанных с моделью, в соответствии с описанием, приведенным в Таблице 10.

Taблица 10
Рабочие параметры, 
зависимые и не зависимые от модели
	Признание

	Рабочие параметры, не зависимые от модели
	Рабочие параметры , зависимые от модели

	Общие рабочие характеристики  (3.1.1)
	Традиционная валидация (3.1.2)
	Внутренняя валидация (3.1.3)


	Специфичность
Истинность 
Устойчивость: незначительные изменения   
 
Стабильность
	Восстановление
Повторяемость
Внутрилабораторная воспроизводимость 
Воспроизводимость

Предел определения (CCα)
Способность обнаружения (CCβ)
Калибровочные кривые Устойчивость:  основные изменения
	Восстановление
Повторяемость
Внутрилабораторная 
воспроизводимость 
Воспроизводимость

Предел определения (CCα)
Способность обнаружения (CCβ)
Калибровочные кривые Устойчивость
 


3.1.1. Рабочие характеристики, независимые от модели

 
Независимо от подхода, выбранного для валидации, необходимо определить следующие рабочие характеристики. Для уменьшения рабочей нагрузки можно использовать тщательно разработанный и статистически целесообразный подход для совмещения проводимых экспериментов по определению различных параметров. 


3.1.1.1. Специфичность

Для аналитических методов важна способность отличать аналит от родственных веществ (изомеров, метаболитов, продуктов распада, эндогенных веществ, составляющих матриц и т.д.). Необходимы два подхода для проверки наличия интерференций.


Поэтому необходимо отобрать потенциально интерферирующие вещества и исследовать соответствующие холостые пробы для выявления возможных интерференций и для оценки влияния интерференций:

 - выбрать ряд химически родственных соединений (метаболиты, производные и т.д.)     или другие вещества, которые вероятно могут присутствовать в образцах; 

- проанализировать соответствующее число репрезентативных холостых проб (n ≥ 20) и проверить наличие интерференций (сигналов, пиков, следов ионов) в интересующей области, в которой, как предполагается, элюирует аналит-мишень;

 - дополнительно необходимо обогатить репрезентативные холостые пробы при соответствующей концентрации веществами, которые могут интерферировать с идентификацией и/или количественным определением аналита;


  -после анализа исследовать:


    - может ли присутствие привести к ложной идентификации,

    - препятствует ли присутствие  одной или более интерференций идентификации аналита-мишени,

- происходит ли значительное влияние на количественное определение. 

3.1.1.2. Истинность


В данном пункте приведено определение истинности (один компонент точности). Истинность может быть установлена только с помощью сертифицированного эталонного материала (CRM). Необходимо использовать CRM во всех случаях, когда он доступен. Метод подробно описан в ISO 5725-4 (5). Ниже приведен пример:

- исследовать 6 репликат CRM в соответствии с инструкциями по тестированию, применяемыми для данного метода;

- определить концентрацию aнaлита, присутствующего в каждом образце репликат,

- подсчитать среднее стандартное отклонение и коэффициент вариации (%) для этих концентраций;

- подсчитать истинность путем деления обнаруженной средней концентрации на сертифицированное значение (измеряемое как концентрация) и умножения на 100 для выражения результата в процентах.


Истинность (%) = средняя исправленная выявленная концентрация восстановления х  100/сертифицированное значение.


В отсутствие CRM вместо истинности можно определить восстановление, как описано в пункте 4.1.2.1. ниже.

 3.1.1.3. Применяемость/устойчивость (незначительные изменения)


Такие исследования используют намеренное введение лабораторией незначительных разумных вариаций и наблюдение их последствий. 


Предварительные исследования должны осуществляться путем отбора факторов предварительной обработки, очищения и анализа пробы, которые могут повлиять на результаты исследования. Такими факторами могут быть исследователь, источник и срок годности реагентов, растворители, стандарты и экстракты пробы, скорость нагревания, температура, показатель pH и множество других факторов, которые могут возникнуть в лаборатории. Эти факторы необходимо изменить на один порядок величины, который соответствует отклонениям, обычно возникающим в лабораториях. 


- Идентифицировать  возможные факторы, которые могут повлиять на результаты. 

- Немного изменить каждый фактор. 

- Провести тест на устойчивость по методу Юдена (15, 16). (На данной стадии можно использовать другие утвержденные методы.  Тем не менее, метод Юдена сводит к минимуму необходимые время и усилия). Метод Юдена является факторным экспериментом с дробными репликами.  Выявить взаимодействия между разными факторами невозможно.

- При выявлении существенного влияния одного фактора на результаты измерений, провести дополнительные исследования, с целью определения пределов приемлемости этого фактора. 

- Факторы, значительно влияющие на результаты, должны быть четко идентифицированы в протоколе исследования. 


Основной идеей не является изучение одного изменения в данный момент времени, а одновременное введение нескольких вариаций. Например, отметим буквами A, B, C, D, E, F и G номинальные значения семи разных факторов, которые могут повлиять на результаты исследования в случае, если немного изменить их номинальные значения. Укажем их альтернативные значения соответствующими строчными буквами a, b, c, d, e, f и g. Получаем 27 или 128 разных потенциальных комбинаций. 


Можно выбрать поднабор из 8 таких комбинаций, отображающих равновесие между прописными и строчными буквами (Таблица 11). Необходимо осуществить 8 определений с использованием комбинаций выбранных факторов (A-G). Результаты определения отображены буквами S–Z в Таблице 11. 

Таблица 11
План эксперимента по исследованию устойчивости 
(незначительные изменения)

	Показатель фактора F
	Комбинация числа определений 

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	А/а
	А
	А
	А
	А
	а
	а
	а
	а

	B/b
	B
	B
	b
	b
	B
	B
	b
	b

	C/c
	C
	c
	C
	c
	C
	c
	C
	c

	D/d
	D
	D
	d
	d
	d
	d
	D
	D

	E/e
	E
	e
	E
	e
	e
	E
	e
	e

	F/f
	F
	f
	f
	F
	F
	f
	f
	F

	G/g
	G
	g
	g
	G
	g
	G
	G
	g

	Наблюдаемый

результат R
	S
	T
	U
	V
	W
	X
	Y
	Z

	Для подсчета, см. примеры теста на устойчивость в пункте 3.3



  3.1.1.4. Стабильность


Обнаружено, что недостаточная стабильность аналита или составных частей матрицы в пробе на протяжении хранения или анализа может вызывать значительные отклонения в результате анализа. Более того, необходимо проверять стабильность калибровочного стандарта в растворе. Обычно стабильность аналита хорошо описывается при разных условиях хранения. Мониторинг условий хранения является частью нормальной системы аккредитации лабораторий. В случае, если стабильность неизвестна, она может быть установлена в соответствии с приведенными в дальнейшем примерами. 


Стабильность аналита в растворе:

-   Приготовить свежие исходные растворы аналита (аналитов) и разбавить  в соответствии с инструкциями по исследованию для получения аликвот в достаточном количестве (например, сорок) из каждой отобранной концентрации (приблизительно минимальный рабочий предел для веществ, для которых не установлены разрешенные пределы, или близко к пределу, разрешенному для остальных веществ). Приготовить оба раствора аналита, используемые для обогащения и в конечном растворе, а также любой другой интересующий раствор (например, производные стандарты).

- Измерить содержимое аналита в свежеприготовленном растворе в соответствии с инструкциями по исследованию.

-  Распределить соответствующие объемы в подходящие контейнеры, отметить этикеткой и хранить согласно схеме:

Таблица 12
Схема определения 
стабильности аналита в растворе
	 
	–20 °C
	+4 °C
	+20 °C

	Темнота


	10 аликвот
	10 аликвот
	10 аликвот

	Свет
	10 аликвот
	10 аликвот
	10 аликвот




- Время хранения можно выбрать длительностью одна, две, три и четыре недели или более, по необходимости, например, до момента появления первых признаков распада во время идентификации и/или количественного определения. Максимальное время и оптимальные условия хранения необходимо регистрировать.

- Необходимо провести подсчет концентрации аналита (аналитов) в каждой аликвоте, используя свежеприготовленный раствор аналита как 100%. 

Остаточный аналит (%) = Ci х 100/Cсвежий

Ci = концентрация в момент времени; 

Cсвежий = концентрация свежего раствора.

Стабильность аналита (аналитов) в матрице
- По мере возможности используются аналит-содержащие пробы. В отсутствие аналит-содержащего материала рекомендуется использовать матрицу, обогащенную аналитом.

- При наличии аналит-содержащего материала, необходимо определить концентрацию материала, пока он еще свежий. Можно отбирать аликвоты материала через одну, две, четыре и 20 недель и определить концентрации.     Ткань следует хранить при температуре минимум -20°C или ниже, по необходимости.

- При отсутствии аналит-содержащего материала взять холостой материал и гомогенизировать его. Разделить материал на пять аликвот. В каждую аликвоту добавить аналит, изготовленный предпочтительно, в небольшом количестве водного раствора. Следует немедленно проанализировать одну аликвоту. Остальные аликвоты хранить при температуре минимум -20°C или ниже, по необходимости, и исследовать через одну, две, четыре и 20 недель.


 3.1.1.5. Калибровочные кривые
Если калибровочные кривые используются для количественного определения:

- необходимо использовать минимум пять уровней (включая нулевой) для построения кривой;

- необходимо описать рабочий диапазон кривой,

- необходимо привести математическую формулу кривой и критерии соответствия данных кривой,


- необходимо описать пределы допустимости для параметров кривой.


В случае необходимости проведения серийной калибровки, основанной на стандартном растворе, пределы допустимости должны быть обозначены для параметров калибровочной кривой, которые могут изменяться от одной серии к другой. 


 3.1.2. Классические процедуры валидации

Для вычисления параметров в соответствии с классическими методами необходимо проведение нескольких индивидуальных экспериментов. Каждая рабочая характеристика должна быть определена для каждого значительного изменения (см. пункты по приемлемости/устойчивости). При проведении многоаналитных методов можно исследовать несколько аналитов одновременно при условии предварительного устранения возможных интерференций. Несколько рабочих характеристик можно определить схожим путем. Таким образом, для минимизации рабочей нагрузки рекомендуется комбинировать эксперименты, насколько это возможно, (например, исследования на повторяемость и внутрилабораторную воспроизводимость с исследованием на специфичность, анализ холостых проб для установления предела определения с тестированием на специфичность).


3.1.2.1. Восстановление


При отсутствии CRM восстановление необходимо определять экспериментально, используя обогащенную холостую матрицу согласно, например, следующей схеме: 

- отобрать 18 аликвот из холостого материала и обогатить 6 аликвот при каждом из 1, 1,5 и 2-х кратном минимальном требуемом рабочем пределе или 0,5, 1  и 1, 5 кратном разрешенном пределе,

- исследовать пробы и подсчитать концентрацию, присутствующую в каждой пробе,

-  используя приведенное ниже уравнение, вычисляется восстановление для каждой пробы,

-  вычисляется среднее восстановление и CV шести результатов на каждом уровне,

-  % восстановления = 100 х измеренное содержание/уровень обогащения.

Этот общепринятый метод для определения восстановления является вариантом метода стандартного добавления, описанного в 3.5,  в случаях, когда:

-  проба рассматривается как холостая проба вместо пробы для анализа,

-  считается, что выход (
) и восстановление (
) аналогичны в данных двух тестируемых частях,

-  тестируемые пробы имеют одинаковые массы, а экстракты тестируемой части одинаковые объемы,

-  количество калибровочного стандарта, добавляемого ко второй тестируемой (обогащенной) части обозначается xADD.     (xADD = ρA ∙ VA),

-  х1 – это измеренное значение холостой части, а х2 – это измеренное значение второй тестируемой (обогащенной) части,

-  отсюда, % восстановления = 100 (х2 - х1)/хADD.
В случае, когда одно из указанных выше условий не должно (или предполагается, что не должно) быть достигнуто, должна выполняться полная процедура по определению восстановления методом стандартного добавления, как описано в 3.5.

3.1.2.2.  Повторяемость
- Подготавливается набор проб с идентичными матрицами, обогащенных аналитом для получения концентраций в 1, 1,5 и 2 раза больше минимального рабочего предела или в 0,5, 1 и 1,5 раз больше разрешенного предела.

-  На каждом уровне анализ должен быть проведен, по меньшей мере, с шестью повторами.     

-   Проводится анализ проб.

-   Вычисляется концентрация, обнаруженная в каждой пробе.

-  Определяется средняя концентрация, стандартное отклонение и коэффициент вариации (%) обогащенных проб.

-   Эти шаги повторяются не менее двух раз.

-   Вычисляются общие средние концентрации и CV для обогащенных проб.

3.1.2.3.   Внутрилабораторная воспроизводимость
- Подготавливается набор проб специального тестируемого материала (идентичных или различных матриц), обогащенных аналитом(ами) для получения концентраций в 1, 1,5 и 2 раза больше минимального требуемого рабочего предела или в 0,5, 1 или 1,5 раза больше разрешенного предела.

-   На каждом уровне анализ должен быть проведен, по меньшей мере, 6 раз.

-  Эти шаги повторяются, по меньшей мере, еще два раза различными операторами или в отличных условиях среды, например, различные партии реагентов, растворителей и т.д., при различных комнатная температурах, различными инструментами и т.д., если возможно.

-  Проводится анализ проб.

-  Вычисляется концентрация, обнаруженная в каждой пробе.

-  Определяется средняя концентрация, стандартное отклонение и коэффициент вариации (%) обогащенных проб.

3.1.2.4.  Воспроизводимость

Когда необходимо произвести верификацию воспроизводимости, лаборатории должны принять участие в совместном изучении в соответствии с ИСО 5725-2 (5).

3.1.2.5.  Предел определения (CCα)
Предел определения должен быть установлен в соответствии с требованиями по идентификации или по идентификации и квантификации, как определено в «Рабочих критериях и других требованиях к аналитическим методам» (часть 2). 

Для веществ, в отношении которых разрешенный предел не установлен, CCα может быть определен:

-  либо путем проведения процедуры построения калибровочной кривой в соответствии с ISO 11843 (17) (называемой здесь критическим значением переменного состояния). В данном случае должен использоваться холостой материал, обогащенный на уровне или свыше уровня минимального требуемого рабочего предела на эквидистантные шаги. Проводится анализ проб. После идентификации строится график  зависимости сигнала от добавленной концентрации. Соответствующая концентрация по оси у  в 2,33 раза больше стандартного отклонения внутрилабораторной воспроизводимости на отрезке, равном пределу определения. Это применяется только к количественному анализу (α = 1%),

-  либо путем проведения анализа, по крайней мере, на 20 образцах холостого материала для каждой матрицы для возможности вычисления уровня шума сигнала во временном окне, в котором ожидается аналит. Предел определения можно представить как величину, в три раза большую уровня шума сигнала. Это применяется к количественному и качественному анализу.

Для веществ с установленным разрешенным уровнем CCα может быть определен:

-  либо путем проведения процедуры построения калибровочной кривой в соответствии с ISO 11843 (17) (называемой здесь критическим значением переменного состояния). В данном случае должен использоваться холостой материал, обогащенный до уровня, близкого к разрешенному  пределу на эквидистантные шаги. Проводится анализ проб. После идентификации строится график  зависимости сигнала от добавленной концентрации. Сумма соответствующей концентрации на уровне разрешенного предела и 1,64 стандартного отклонения внутрилабораторной воспроизводимости равна пределу определения (α = 5%),

-  либо путем проведения анализа, по крайней мере, на 20 образцах холостого материала для каждой матрицы, обогащенных аналитом(ами) на уровне разрешенного предела. Сумма концентрации на уровне разрешенного предела и 1,64 соответствующего стандартного отклонения внутрилабораторной воспроизводимости равна пределу определения (α = 5%).

См. также Статью 5 и пункт 3.2.

3.1.2.6.  Способность обнаружения (CCβ)
Способность обнаружения следует определять в соответствии с требованиями для скрининга, идентификации или идентификации и квантификации, как определено в части 2.

Для веществ, в отношении которых разрешенный предел не установлен, CCβ может быть определен путем:

-  проведения процедуры построения калибровочной кривой в соответствии с ISO 11843 (17) (называемой здесь критическим значением переменного состояния). В данном случае должен использоваться репрезентативный холостой материал, обогащенный на уровне или ниже уровня минимального требуемого рабочего предела на эквидистантные шаги. Проводится анализ проб. После идентификации строится график  зависимости сигнала от добавленной концентрации. Сумма соответствующей концентрации на уровне предела определения и 1,64 стандартного отклонения внутрилабораторной воспроизводимости среднего измеренного содержания на уровне предела определения равна способности обнаружения (β = 5%),

-  проведения анализа, по крайней мере, на 20 образцах холостого материала для каждой матрицы, обогащенных аналитом(ами) на уровне предела определения. Проводится анализ проб и идентификация аналитов. Сумма значения предела определения и 1,64 стандартного отклонения внутрилабораторной воспроизводимости измеренного содержания равна способности обнаружения (β = 5%), 

-  в случае отсутствия количественных результатов, способность обнаружения можно определить путем исследования обогащенного холостого материала на уровне или выше уровня предела определения. В данном случае уровень концентрации, при которой остаются только ≤ 5% результатов о ложном соответствии, равен способности определения данного метода. Следовательно, нужно провести, по меньшей мере, 20 исследований для минимум одного уровня концентрации, для обеспечения гарантии надежного базиса для проведения этого определения. 

Для веществ с установленным разрешенным уровнем CCβ может быть определен:

-  либо путем проведения процедуры построения калибровочной кривой в соответствии с ISO 11843 (17) (называемой здесь критическим значением переменного состояния). В данном случае должен использоваться репрезентативный холостой материал, обогащенный на уровне, близком к уровню разрешенного предела на эквидистантные шаги. Проводится анализ проб и идентификация аналита(ов). Вычисляется стандартное отклонение среднего измеренного содержания на уровне предела определения. Сумма соответствующей концентрации в значении предела определения и 1,64 стандартного отклонения внутрилабораторной воспроизводимости равна способности обнаружения (β = 5%),

-  либо путем проведения анализа, по крайней мере, на 20 холостых образцах материала для каждой матрицы, обогащенных аналитом(ами) на уровне предела определения. Сумма значения предела определения и 1,64 соответствующего стандартного отклонения внутрилабораторного отклонения равна способности обнаружения (β = 5%).

См. также раздел 3.2.

3.1.2.7.  Устойчивость (существенные изменения)
Аналитический метод должен пройти тестирование в разных экспериментальных условиях, которые включают в себя, например, разные виды, разные матрицы или разные условия отбора проб. Внесенные изменения должны быть значимыми. Важность этих изменений можно оценить, например, используя подход Юдена (15)(16). Каждая рабочая характеристика должна быть определена в отношении всех существенных изменений, которые оказали значительное влияние на проведение анализа.

3.1.3.     Валидация в соответствии с альтернативными моделями

В случае, когда применяются альтернативные процедуры валидации, в протоколе валидации должны быть установлены модель, лежащая в основе метода, стратегия с соответствующими предпосылками, предположениями и формулами, или, по меньшей мере, должны быть сделаны ссылки на их наличие.  В дальнейшем приводится пример альтернативного подхода. При применении, например, модели внутренней валидации, рабочие характеристики определяются таким образом, который разрешает проведение валидации существенных изменений в рамках той же процедуры валидации. Это требует разработки экспериментального плана для проведения валидации. 

3.1.3.1.  Экспериментальный план

Экспериментальный план должен быть разработан в зависимости от количества разных видов и разных факторов в рамках изучения. Следовательно, на первом этапе всей процедуры валидации должны учитываться популяции проб, которые будут проанализированы в лаборатории в будущем с целью отбора самых важных видов и тех факторов, которые могут повлиять на результаты измерений. Впоследствии уровень концентрации будет выбран в зависимости от цели в соответствии с уровнем интереса.

Пример:

-   несколько аналитов могут быть исследованы одновременно с проведением валидации аналитического метода, 

-   были идентифицированы две вариации главного фактора (А и В). Главные факторы формируют  основу, на которой уровни факторов комбинируются. Эти главные факторы могут включать такие факторы, как вид или матрица. В данном примере главный фактор был изменен на двух уровнях, т.е. были рассмотрены два разных вида (вид А и В). В общем, является возможным изменять главные факторы более чем на двух уровнях, которые увеличивают только количество анализов, которые нужно провести,

-    выбранные факторы должны быть изменены на двух уровнях (обозначенных как + или -).

Таблица 13

Примеры факторов, считающихся важными для процедуры валидации
	Род животного


	(фактор 1)

	Порода


	(фактор 2)

	Условия транспортировки


	(фактор 3)

	Условия хранения


	(фактор 4)

	Свежесть образца


	(фактор 5)

	Условия откорма


	(фактор 6)

	Разные операторы, обладающие разным уровнем опыта
	(фактор 7)


Таблица 14

Возможный экспериментальный план для примера, приведенного выше
	Вид
	Фактор 1
	Фактор 2
	Фактор 3
	Фактор 4
	Фактор 5
	Фактор 6
	Фактор 7
	Проба №

	А
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	-
	1

	А
	+
	+
	-
	-
	+
	-
	-
	2

	А
	+
	-
	+
	-
	-
	-
	+
	3

	А
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	4

	А
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	5

	А
	-
	+
	-
	+
	-
	-
	+
	6

	А
	-
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	7

	А
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	8


	Вид
	Фактор 1
	Фактор 2
	Фактор 3
	Фактор 4
	Фактор 5
	Фактор 6
	Фактор 7
	Проба №

	В
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	9

	В
	+
	+
	-
	-
	-
	+
	+
	10

	В
	+
	-
	+
	-
	+
	+
	-
	11

	В
	+
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	12

	В
	-
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	13

	В
	-
	+
	-
	+
	+
	+
	-
	14

	В
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	15

	В
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	16


Т.к. каждая проба (каждая комбинация уровней фактора) должна быть обогащена четырьмя разными концентрациями близко к уровню интереса, и должен быть проведен анализ одной холостой пробы для каждого уровня, 5 х 16 = 80 анализов должны быть проведены в течение всего эксперимента валидации.

Исходя из этих 80ти результатов измерений, можно осуществить расчет (13)(14).

Восстановление

-  повторяемость на уровень концентрации (sir),

-  внутрилабораторная воспроизводимость на уровень концентрации (sir),
-  предел определения (CCα),

-  способность обнаружения (CCβ),

- кривая мощности (уровень β-ошибок в зависимости от концентрации (см. 3.1.3.2.),

-  устойчивость существенных изменений; устойчивость к незначительным изменениям можно определить в соответствии с параграфом 3.1.1.3,

-  16 калибровочных кривых, связанных с пробой,

-  одна общая калибровочная кривая,

-  интервал предсказания общей калибровочной кривой,

-  отклонения, вызванные матрицей (smat),

-  отклонения, вызванные проведением исследования (srun),

-  влияние индивидуальных факторов на результаты измерений.

Эти рабочие характеристики позволяют провести всестороннюю оценку рабочего уровня метода, т.к. изучается не только влияние индивидуальных факторов, а также соответствующие комбинации этих факторов. С помощью разработки данного эксперимента возможно определить какой из выбранных факторов будет исключен из общей калибровочной кривой, т.к. он значительно отклоняется от стандартных отклонений других факторов.

3.1.3.2.  Кривая мощности

Кривая мощности отображает информацию о способности обнаружения данного метода в рамках выбранного ряда концентраций. При применении исследуемого метода она показывает риск β-ошибок. Кривая мощности позволяет вычислить способности обнаружения в отношении соответствующих категорий (скрининг, подтверждение) или типов (качественный или количественный) методов для конкретной β-ошибки (например, 5%)
Рисунок 1

Кривая мощности
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Концентрация

      На Рисунке 1 показан пример графического изображения способности обнаружения (ССβ) аналитического метода. Этот конкретный метод имеет остаточный риск  принятия неверного решения 5% при концентрации 0.50 мкг/кг.  При концентрации 0.55 мкг/кг риск принятия неверного решения о соответствии уменьшается до 1%. 

3.1.3.3. Воспроизводимость
       Определение воспроизводимости метода  с применением концепции внутрилабораторного исследования (внутрилабораторная валидация) требует повторного участия в квалификационных исследованиях  в соответствии с ISO руководством 43-1 (3) и 43-2 (4). Лабораториям разрешают выбирать  их собственные методы, при условии, что эти методы применяются  в обычных условиях. Стандартное отклонение лаборатории может быть использовано для  оценки воспроизводимости метода.
3.2. ГРАФИЧЕСКОЕ ИЗОБРАЖЕНИЕ РАЗЛИЧНЫХ АНАЛИТИЧЕСКИХ ПРЕДЕЛОВ

Рисунок 2

Вещества, для которых не был установлен разрешенный предел
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Ответная реакция
XS - средняя величина реакции контаминированной пробы

SВ - стандартное отклонение холостой пробы (определяется в условиях  внутрилабораторной воспроизводимости)

Ss - стандартное отклонение контаминированной пробы (определяется в условиях  внутрилабораторной воспроизводимости)


α - число ложных  результатов о несоответствии

 β - число ложных  результатов о соответствии

CCα - реакция с заданной α-ошибкой и β-ошибкой в 50%


CCβ - реакция с незначительной α-ошибкой и β-ошибкой

Рисунок 3
Вещества с установленным разрешенным пределом
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Концентрация

XВ - средняя ‘концентрация’ холостой пробы 

ХPL – средняя концентрация пробы, содержащей аналит при разрешенном пределе

ХS – средняя концентрация контаминированной пробы

SPL – стандартное отклонение пробы, содержащей аналит при разрешенном пределе (определяется в условиях внутрилабораторной воспроизводимости )

Ss - стандартное отклонение контаминированной пробы (определяется в условиях внутрилабораторной воспроизводимости)

α - число ложных  результатов о несоответствии

 β - число ложных  результатов о соответствии

CCα - реакция с заданной α-ошибкой и β-ошибкой в 50%


CCβ - реакция с незначительной α-ошибкой и β-ошибкой

3.3. ПРИМЕР ПОДСЧЕТА  ДЛЯ ИСПЫТАНИЯ НА УСТОЙЧИВОСТЬ  НЕЗНАЧИТЕЛЬНЫХ ИЗМЕНЕНИЙ В СООТВЕТСТВИИ С  ПОДХОДОМ ЮДЕНА (16)

Сравнение средних значений (А)

	AA = Σ(Ai)/4

AB  = Σ(Bi)/4

AC = Σ(Ci)/4 

 
	Сравниваются средние значения прописных букв (от АА до AG) со средними значениями соответствующих строчных букв (от Аа до Ag). В случае если один фактор имеет какой-либо эффект, разница будет существенно больше, чем разницы других факторов.     

	AD = Σ(Di)/4

AE = Σ(Ei)/4

 
	На устойчивый метод не должны влиять изменения, которые почти наверняка встречаются  между лабораториями.   

	AF = Σ(Fi)/4

AG = Σ(Gi)/4

Aa = Σ(ai)/4

Ab = Σ(bi)/4

Ac = Σ(ci)/4

Ad = Σ(di)/4

Ae = Σ(ei)/4

Af = Σ(fi)/4

Ag = Σ(gi)/4 

 

	В отсутствие особой разницы, самое реалистическое измерение случайной ошибки отображается 7 разницами.

	Разницы (Di)


	Квадраты разниц (Di2)

	Da = A – a = Σ(Ai)  – Σ(ai)

Db = B – b = Σ(Bi)  – Σ(bi)

Dc = C – c = Σ(Ci)  – Σ(ci)

Dd = D – d = Σ(Di) – Σ(di)

De = E – e = Σ(Ei) – Σ(ei)

Df = F – f = Σ(Fi)   – Σ(fi)

Dg = G – g = Σ(Gi) – Σ(gi)
	                                  Da2 = значение a

                                  Db2 = значение b

                                  Dc2 = значение c

                                  Dd2 = значение d

                                  De2 = значение e

                                  Df2 = значение f

                                  Dg2 = значение g


Стандартное отклонение разниц Di (SD1):
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Если  SDi значительно больше, чем стандартное отклонение метода, используемого в условиях внутрилабораторной воспроизводимости (см. выше), заранее известное  заключение состоит в том, что все вместе взятые факторы влияют на конечный результат, даже в случае, когда ни один отдельный фактор не оказывает существенного влияния,  и метод не является достаточно устойчивым по отношению к выбранными изменениям. 


    

3.4. ПРИМЕРЫ ПОДСЧЕТА ДЛЯ ПРОЦЕДУРЫ ВНУТРЕННЕЙ ВАЛИДАЦИИ 

Примеры и подсчеты для протокола внутренней валидации, как они описаны в разделе о валидации в соответствии с альтернативными моделями (3.1.3) (13) (14). 

3.5. ПРИМЕРЫ ДЛЯ СТАНДАРТНОГО МЕТОДА ДОБАВЛЕНИЯ

Опытную пробу с содержанием T аналита делят на две тестируемые части 1 и 2 с соответствующими массами m1 и  m2. Тестируемую часть 2 обогащают  объемом VA раствора с концентрацией pA аналита. Два экстракта тестируемых частей  соответствующих объемов V1   и V2  получают после  этапов экстракции и очистки метода. Предполагается, что восстановление аналита – это rc. Оба экстракта анализируют с помощью метода измерения чувствительности  b, и они демонстрируют аналитическую ответную реакцию x1  и x2  соответственно.

Если предположить, что  rc и b являются одинаковыми для аналита в нативной пробе и в обогащенной пробе, тогда содержание Т может быть подсчитано как:

Т = х1.V1.ρА.VA/(x2.V2.m1-x1.V1.m2)
Метод позволит определить восстановление rc. Затем, в добавление к анализу, описанному выше, порцию экстракта  тестируемой части  1 (объем V3) обогащают  известным количеством ρВ.VВ аналита и анализируют. Аналитическая ответная реакция -  это х1,  и восстановление рассчитывается как:
rc =  х2.V1.V2.ρB.VB/[x3.V1.V3 (T.m2 + ρА.VA) - х2.V2.T.m1 (V3.-VB)]

Более того, возможно  подсчитать чувствительность b, как:

b = х1.V1./rc.T.m1

Все условия применения и детали были описаны (18).

4. Используемые сокращения

	ААС
	Атомная абсорбционная спектрофотометрия

	АЭС
	Атомная эмиссионная спектрометрия

	AOAC-I
	Ассоциация химиков-аналитиков, состоящих на государственной службе МЕЖДУНАРОДНАЯ

	В
	Связанная фракция (иммуноанализ)

	ХИ
	Химическая ионизация

	СЭМ
	Сертифицированный эталонный материал

	CV
	Коэффициент вариации

	2 D
	Двухмерный 

	ДДМ
	Детектор на диодной матрице

	DPASV
	Дифференциально-импульсная вольтамперометрия с анодным снятием покрытия

	ДЗЭ
	Детекция захвата электронов

	EI
	Ионизация электронным ударом

	ГХ
	Газовая хроматография

	ВЭЖХ
	Высокоэффективная жидкостная хроматография

	ВКТСХ
	Высококачественная тонкослойная хроматография

	МСВР
	Масс-спектрометрия с высоким разрешением

	АЭС-ИСП
	Атомно-эмиссионная спектрометрия с индуктивно связанной плазмой

	МС-ИП
	Масс-спектрометрия с индукционной плазмой

	ИК
	Инфракрасный 

	ИСО
	Международная организация по стандартизации

	ЖХ
	Жидкостная хроматография

	ЖХ(МС)
	Жидкостная хроматография (масс-спектрометрия)

	НР(МС)
	Низкое разрешение (масс-спектрометрия)

	МОРП
	Минимально необходимые рабочие пределы 

	МС
	Масс-спектрометрия

	м/з
	Отношение массы к заряду

	RF
	Относительное смещение к фронту растворителя

	ОСОЛ
	Относительное стандартное отклонения лаборатории

	КЗИ
	Контроль заданных ионов

	ТСХ
	Тонкослойная хроматография

	УФ свет
	Ультрафиолетовый свет

	ВС
	Видимый свет
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� Выход: массовая доля аналита, содержащегося в пробе, которая присутствует в конечном экстракте.


� Восстановление (здесь): массовая доля аналита, добавленного к пробе, которая присутствует в конечном экстракте. До конца документа принимается, что выход и восстановление равны, и, следовательно, используется только термин «восстановление».
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