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Na temelju ¢lanka 78. stavka 3. Zakona o veterinarstvu (»Narodne novine« 70/97, 105/01
1 172/03) ministar poljoprivrede, Sumarstva i vodnoga gospodarstva donosi

PRAVILNIK

O PROVODENJU ANALITICKIH METODA
I TUMACENJU REZULTATA

POGLAVLIJE L.

TEMELJNE ODREDBE

Clanak 1.

Ovim se Pravilnikom utvrduju mjere za analiticke metode koje se koriste u ispitivanju
sluzbenih uzoraka koji su uzeti sukladno vaze¢em Pravilniku o mjerama za monitoring
odredenih tvari i njihovih rezidua u Zivim Zivotinjama i proizvodima zivotinjskog podrijetla,
te odreduju zajednicki kriteriji za tumacenje analitiCkih rezultata koji su za te uzorke dobiveni
u ovlastenim laboratorijima.

Definicije
Clanak 2.
Za potrebe ovog Pravilnika pojedini pojmovi imaju sljede¢a znacenja:
— Alfa (o) pogreska: vjerojatnost da je ispitani uzorak stvarno negativan, iako su dobiveni
pozitivni rezultati (Iazno pozitivni rezultat).
— Analit: tvar koju treba dokazati, identificirati i/ili kvantificirati i njeni derivati koji se
jave tijekom analize.
— Bazdarni (kalibracijski) standard: mjerno sredstvo koje predstavlja koli¢inu ispitivane
tvari na nacin da povezuje njenu vrijednost s referentnom bazom.
— Beta (3) pogreska: vjerojatnost da je ispitani uzorak stvarno pozitivan, iako su dobiveni
negativni mjerni rezultati (Iazno negativni rezultat).
— Dopustena kolicina: najvea granica rezidua, najveca razina ili druga najveca
tolerancija.
— Granicna koncentracija (kolicina) analita (CCe) je granica na kojoj i iznad koje se
moze zakljuciti, uz vjerojatnost & pogreske da uzorak ne udovoljava.

— Iskoristenje (engl. recovery): postotak stvarne koncentracije tvari izdvojene tijekom
analitickog postupka. Odreduje se tijekom vrednovanja metode, ako potvrdeni referentni
materijal nije dostupan.

— Ispitivanje osposobljenosti: analiziranje istog uzorka, pri ¢emu laboratoriji mogu
primijeniti metode po vlastitom izboru, uz uvjet da se te metode primijene pod uobic¢ajenim
uvjetima. Ispitivanje se mora provesti u skladu s uputama ISO/IEC 43-1 i 43-2 i moze sluziti
za ocjenu ponovljivosti metoda.

— Ispitivanje unutar jednog laboratorija (unutarnje vrednovanje): analiticko ispitivanje u



kojemu jedan laboratorij, u razli¢itim uvjetima i u opravdano dugim vremenskim intervalima,
primjenjuje jednu metodu za analiziranje istih ili razli¢itih ispitnih uzoraka.

— Istinitost: podudarnosti izmedu srednje vrijednosti dobivene iz velikog niza rezultata
ispitivanja 1 prihvacene referentne vrijednosti. Istinitost se obi¢no izrazava kao mjerno
odstupanje (engl. bias).

— Jedinice: one jedinice koje su opisane u normi HRN ISO 31.

— Ko-kromatografija: podrazumijeva postupak u kojemu se ekstrakt uzorka, prije
kromatografije, dijeli na dva dijela. Jedan dio se podvrgava kromatografiji kao takav. Drugi
dio se mijeSa s bazdarnim standardom analita koji se ispituje 1 potom na isti nacin
kromatografira. Koli¢ina dodanog standardnog analita mora biti priblizna procijenjenoj
koli¢ini analita u ekstraktu. Cilj metode je poboljSati identifikaciju analita pri uporabi
kromatografske metode, pogotovo kada nije dostupan prikladni unutarnji standard.

— Kriteriji ucinkovitosti: zahtjevi u pogledu ucinkovitosti prema kojima se moze ocijeniti
da je analiticka metoda primjerena svrsi i da daje pouzdane rezultate.

— Kvalitativna metoda: analiticka metoda kojom se tvar identificira na temelju njenih
kemijskih, bioloskih i fizikalnih svojstava.

— Kvantitativna metoda. analiticka metoda kojom se odreduje koli¢ina ili maseni udio
neke tvari tako da se moze izraziti kao broj¢ana vrijednost u odgovarajuc¢im jedinicama.

— Laboratorijski uzorak: je uzorak koji je pripremljen za slanje u laboratorij u svrhu
pregleda ili analiziranja.

— Medulaboratorijsko ispitivanje: organiziranje, provedba i ocjena ispitivanja identi¢nog
uzorka u dva ili viSe laboratorija prema unaprijed odredenim uvjetima, kako bi se provjerili
izvedbeni uvjeti ispitivanja. Ovisno o svrsi, ispitivanje se moze svrstati kao poredbeno
ispitivanje ili ispitivanje osposobljenosti.

— Mjerno odstupanje (engl. bias): razlika izmedu ocekivanog rezultata ispitivanja i
prihvacene referentne vrijednosti.

— Najmanja zahtjevana granica ucinkovitosti izvedbe metode (MRPL): najmanji udio
analita u uzorku, koji se mora dokazati i potvrditi. Sluzi za uskladivanje izvodenja analitickih
metoda za one tvari koje ne smiju biti prisutne.

— Obnovljivost (reproducibilnost): preciznost u uvjetima obnovljivosti.

— Obnovljivost unutar laboratorija (reproducibilnost): preciznost dobivena u istom
laboratoriju pod propisanim (unaprijed odredenim) uvjetima (npr. metoda, materijal koji se
ispituje, analiti¢ari, okolis§) u opravdanim vremenskim razmacima.

— Obogaceni uzorak je uzorak kojemu je dodana poznata koli¢ina analita koji treba
dokazati.

— Orijentacijska metoda (engl. screening): metoda koja se primjenjuje kako bi se dokazala
prisutnost neke tvari ili vrste tvari na razini znac¢ajnosti. Ove metode odlikuje sposobnost brze
obrade velikog broja uzoraka i koriste se za pregledavanje velikog broja uzoraka s ciljem
otkrivanja mogucih pozitivnih rezultata.

— Poduzorak za analizu: koli¢ina materijala uzetog od uzorka za ispitivanje koji se ispituje
ili promatra.

— Ponovljivost: preciznost u uvjetima ponovljivosti.

— Poredbeno ispitivanje: analiziranje istog uzorka istom metodom kako bi se provijerile
izvedbene osobitosti metode ukljucujuéi ispitivanje slucajne mjerne pogreske 1 mjerno
odstupanje laboratorija.

— Potvrdna metoda: metoda kojom se dobiju potpuni ili dodatni podaci na temelju kojih je
odredenu tvar moguce jednoznacno identificirati i po potrebi kvantificirati, na razini zna-



cajnosti.
— Potvrdeni referentni materijal (CRM): materijal kojemu je utvrden odredeni udio
analita.

— Preciznost: stupanj podudarnosti izmedu rezultata nezavisnih ispitivanja dobivenih pod
unaprijed odredenim propisanim uvjetima. Preciznost se obi¢no izrazava kao nepreciznost i
ratuna se kao standardna devijacija rezultata ispitivanja. Sto je manja preciznost, veéa je
standardna devijacija.

— Razina znacajnosti: koncentracija tvari ili analita u uzorku koja je sukladna s vaze¢im
propisima.

— Referentni materijal: materijal ¢ija su jedno ili viSe svojstava potvrdena vrednovanom
metodom, tako da se moze koristiti za bazdarenje instrumenta ili potvrdu mjerne metode.

— Robusnost: podloznost analiticke metode na promjene uvjeta ispitivanja u odnosu na
razli¢itost vrste uzoraka, analita, uvjete pohrane, uvjeta okoliSa i/ili uvjeta pripreme uzoraka
pod kojima se metoda moze primjenjivati onakva kakva jest ili uz utvrdene manje izmjene.
Na sve uvjete ispitivanja koji bi u praksi mogli biti podlozni promjenama, a mogu utjecati na
rezultat analize (npr. stabilnost reagensa, sastav uzorka, pH, temperatura), treba ukazati.

— Slijepa proba s reagensom. podrazumijeva primjenu cjelokupnog analitickog postupka
bez ispitnog dijela uzorka ili uz jednaku koli¢inu odgovarajuceg otapala umjesto uzorka.

— Slijepa proba s uzorkom: primjena cijelog analitickog postupka na poduzorak za analizu
koji je uzet iz uzorka u kojemu nema analita.

— Specificnost: svojstvo metode da se razlikuje analit koji se mjeri od drugih tvari. Ova
znacajka ovisi prije svega o opisanoj tehnici mjerenja, ali moZze varirati ovisno o vrsti spoja ili
matriksu.

— Sposobnost dokazivanja (CCP): najmanji udio tvari koji je moguc¢e metodom dokazati,
identificirati i/ili kvantificirati u uzorku, uz vjerojatnost B pogreske. U slucaju tvari za koje
nije utvrdena dopustena koli¢ina, sposobnost dokazivanja je najniza koncentracija koja se
moze dokazati sa statistickom sigurnos¢u od 1 — 3 u kontaminiranom uzorku. U slucaju tvari
za koje je utvrdena dopustena koli¢ina, sposobnost dokazivanja je koncentracija koja se moze
dokazati, sa statistiCkom sigurnos¢u od 1 — B3, uz ustanovljenu dopustenu koncentraciju.

— Standardni analit: analit poznatog 1 potvrdenog sadrzaja i ¢istoce koji se u analizi koristi
kao referentni.

— Standardno dodavanje: postupak pri kojemu se uzorak za ispitivanje dijeli na dva (ili
viSe) ispitnih poduzoraka za analizu. Jedan poduzorak se analizira kao takav, a drugome se
prije analize dodaje poznata koli¢ina standardnog analita. Koli¢ina standardnog bazdarnog
analita koja se dodaje mora biti od dva do pet puta vec¢a od procijenjene koli¢ine analita u
uzorku. Cilj postupka je odrediti udio analita u uzorku, uzimajuéi u obzir iskoriStenje (engl.
recovery) analitickog postupka.

— Tocnost: stupanj podudarnosti izmedu rezultata ispitivanja i prihvacene referentne
vrijednosti. Utvrduje se utvrdivanjem istinitosti i preciznosti.

— Tvar: tvar posebnog ili odredenog kemijskog sastava i njeni metaboliti.

— Ucinkovitost: funkcionalna kvaliteta koja se moze pripisati analiti¢koj metodi. To mogu
biti: specifi¢nost, tocnost, istinitost, preciznost, ponovljivost, obnovljivost, iskoristenje (engl.
recovery), sposobnost dokazivanja i robusnost.

— Unutarnji standard (IS): podrazumijeva tvar koja nije sadrzana u uzorku, ¢ija su
fizikalno-kemijska svojstva S§to je moguce sli¢nija svojstvima analita koji se treba
identificirati i koji se dodaje svakom uzorku i svakom bazdarnom standardu.

— Uvjeti obnovljivosti: uvjeti pod kojima razli¢iti analitiari, u razli¢itim laboratorijima
koriste¢i razli¢itu opremu, dobiju rezultate ispitivanja primjenjuju¢i istu metodu na



istovjetnim ispitivanim uzorcima.

— Uyjeti ponovljivosti: uvjeti pod kojima isti analitiCar, koriste¢i istu opremu u istom
laboratoriju, dobije nezavisne rezultate ispitivanja primjenjujuci istu metodu na istovjetnim
ispitivanim uzorcima.

— Uzorak za ispitivanje: uzorak pripremljen iz laboratorijskog uzorka od kojega ¢e se
uzimati poduzorci za analizu.

— Vrednovanje metode (validacija): potvrdivanje metode ispitivanjem i pribavljanjem
stvarnih dokaza, da su ispunjeni posebni zahtjevi u pogledu specifi¢ne primjene.

Analiticke metode

Clanak 3.

Sluzbeni uzorci uzimaju se sukladno vaze¢em propisu o kontroli rezidua i analiziraju se
metodama koje:

(a) su navedene u uputama, po mogucénosti u skladu s normom HRN ISO 78-2;
(b) su u skladu s Prilogom 1. ovog Pravilnika;
(c) su validirane sukladno postupcima opisanima u Prilogu 2. ovog Pravilnika;
(d) su u skladu s najmanjim zahtijevanim granicama ucinkovitosti izvedbe metode
(MRPL).
Kontrola kvalitete

Clanak 4.
Kvaliteta rezultata analize uzoraka osigurava se pra¢enjem ispitivanja i/ili rezultata
bazdarenja, u skladu s propisanim u normi HRN EN ISO/IEC 17025, poglavlju 5.9.
Tumacenje rezultata

Clanak 5.

1) Rezultat analize smatra se pozitivnim ako je ve¢i od grani¢ne koncentracije (koli¢ine)
analita (CCa) po potvrdnoj metodi.

2) Ako je za neku tvar utvrdena dopustena koli€ina, granicna koncentracija (koli¢ina)
analita (CCa) je koncentracija iznad koje je moguce, sa statistiCkom sigurnoséu od 1 — a,
odluciti da je dopusStena koli¢ina uistinu premaSena.

3) Ako za neku tvar nije utvrdena dopustena koli¢ina, grani¢na koncentracija (koli¢ina)
analita (CCa) je najniza razina koncentracije pri kojoj se metodom moze razabrati, sa statis-
tickom sigurnos¢u od 1 — a da je ispitivani analit prisutan.

4) Za tvari koje su navedene u grupi A u prilogu Pravilnika o mjerama za monitoring
odredenih tvari 1 njihovih rezidua u zivim zivotinjama i proizvodima Zivotinjskog podrijetla
pogreska moze biti 1% ili niza. Za sve ostale tvari pogreska moze biti 5% ili niza.

Clanak 6.

Prilozi broj: 1. Kriteriji u¢inkovitosti, te drugi zahtjevi i postupci za analiticke metode

2. Vrednovanje metode (validacija)

3. Najmanje zahtijevane granice u¢inkovitosti izvedbe metode

4. Kratice

tiskani su u prilogu ovog Pravilnika i ¢ine njegov sastavni dio.

Clanak 7.
Ovaj Pravilnik stupa na snagu osmoga dana od dana objave u »Narodnim novinamax.
Klasa: 322-1/04-1/663
Urbroj: 525-06-04-01
Zagreb, 27. prosinca 2004.



Ministar
Petar Cobankovic¢, v. r.
PRILOG 1.

KRITERIJI UCINKOVITOSTI, TE DRUGI ZAHTJEVI I POSTUPCI ZA ANALITICKE
METODE

1. KRITERIJI UCINKOVITOSTI I DRUGI ZAHTJEVI ZA ANALITICKE METODE

Analiticke metode ili kombinacije metoda koje su drugacije od dolje opisanih mogu se
koristiti kao orijentacijske ili potvrdne metode ako se moze dokazati da ispunjavaju zahtjeve
utvrdene ovim Pravilnikom.

1.1. OPCI ZAHTIJEVI
1.1.1. Postupci s uzorcima
Uzorci se uzimaju u skladu s vaze¢im pravilnikom o kontroli rezidua. Uzorci se dobivaju,
obraduju 1 s njima se postupa na nacin koji pruza najveéu mogucnost dokazivanja tvari.
Postupci s uzorcima moraju sprijeciti mogucnost slucajne kontaminacije ili gubitka analita.

1.1.2. Izvodenje ispitivanja
1.1.2.1. Iskoristenje
Tijekom analize uzoraka iskoriStenje se odreduje za svaku seriju uzoraka. Ako je
iskoriStenje unutar granica, tada se moze koristiti stalni faktor korekcije. U protivnom, koristi
se faktor iskoriStenja koji je dobiven za odredenu seriju uzoraka, osim ako se ne primjenjuje
specificni faktor iskoriStenja analita u uzorku, pri cemu se za kvantitativno odredivanje analita
u uzorku primjenjuje postupak standardnog dodavanja (vidi 2.5) ili unutarnji standard.

1.1.2.2. Specificnost

Metodom se mora u eksperimentalnim uvjetima razlikovati analit od drugih tvari. Mora se
navesti procjena te mogucnosti. Pri primjeni metode moraju se izbjegavati sve predvidljive
interferencije. Od najvece je vaznosti ispitati interferencije koje bi mogle uzrokovati svi
sastojci matriksa.

1.2. ORIJENTACIJISKE METODE (engl. SCREENING METHODS)

U skladu s vaze¢im pravilnikom o kontroli rezidua, kao orijentacijske metode koriste se
samo oni analiti¢ki postupci za koje se moZe pokazati na dokumentirani sljedivi nacin da su
vrednovani 1 da im je na razini koncentracije od interesa, postotak lazno negativnih rezultata
manji od 5% (B pogreska). U sluc¢aju sumnje na pozitivni rezultat, takav se rezultat mora
dokazati potvrdnom metodom.

1.3. POTVRDNE METODE ZA ORGANSKE REZIDUE
I KONTAMINANTE

Potvrdne metode za organske rezidue i kontaminante daju informacije o kemijskoj
strukturi analita. Dakle, metode koje se temelje isklju¢ivo na kromatografskoj analizi, bez
primjene spektrometrijskog dokazivanja, nisu same po sebi prikladne za primjenu kao
potvrdne metode. Medutim, ako jednoj tehnici nedostaje specificnost, Zeljena se specifi¢nost
postize analitiCkim postupcima koji se sastoje od odgovaraju¢ih kombinacija postupaka
procis¢avanja, kromatografskog razdvajanja ili razdvajanja i spektrometrije.

Sljedece metode, odnosno kombinacije metoda, smatraju se prikladnima za identifikaciju
organskih rezidua ili kontaminanata za navedene skupine tvari:



Tablica 1. PRIKLADNE POTVRDNE METODE

ZA ORGANSKE REZIDUE 1

KONTAMINANTE
Tvari: Dodatak I
Pravilnika o mjerama za
Mjerni postupak mopitoring .t\./arivi. n ihoy ih . Zahtjevi
rezidua u zivim Zivotinjama i
proizvodima zivotinjskog
podrijetla
LC ili GCuz skupine A 1B Jedino ako slijede nakon vezanog (on
dokazivanje line) ili odvojenog (off line)
spektrometrijom kromatografskog razdvajanja
masa
Jedino ako se primjenjuju postupci
snimanja cjelokupnog spektra (engl. full
scan) ili se koriste barem 3 (grupa B) ili
4 (grupa A) identifikacijske tocke za
postupak koje ne biljeze cijeli maseni
spektar
LC ili GC uz skupine A1 B Moraju biti zadovoljeni posebni zahtjevi
dokazivanje IR za apsorpciju (spektrometriju) u IR
spektrometrijskom spektrometriji
detekcijom
LC-full-scan DAD skupina B Moraju biti zadovoljeni posebni zahtjevi
za UV apsorcijsku spektrometriju
LC- fluorescencija skupina B Jedino za molekule koje pokazuju
prirodnu fluorescenciju 1 molekule koje
pokazuju fluorescenciju nakon pretvorbe
ili derivatizacije
2-D TLC — full scan | skupina B Dvodimenzionalna HPTLC i ko-
UV/VIS kromatografija su obvezni
GC-elektron- skupina B Jedino ako se primjenjuju dvije kolone
apsorpcijska detekcija razli¢itog polariteta
LC-imunogram skupina B Jedino ako se primjenjuju najmanje dva
razli¢ita kromatografska sustava ili
druga, nezavisna metoda dokazivanja
LC-UV/VIS skupina B Jedino ako se primjenjuju najmanje dva

pojedinacna valna
duljina

razli¢ita kromatografska sustava ili
druga, nezavisna metoda dokazivanja

1.3.1. Zajednicki kriteriji izvedbe i zahtjevi

Potvrdne metode moraju osigurati podatke o kemijskoj strukturi analita. Ako viSe spojeva
daje isti rezultat, metoda ne moze razlikovati te spojeve. Metode koje se temelje jedino na
kromatografskoj analizi, bez primjene spektrometrijskog dokazivanja, nisu same po sebi
prikladne za primjenu kao potvrdne metode.

Ako se u metodi primjenjuje odgovarajuci unutarnji standard, on se dodaje poduzorku za
analizu na pocetku postupka ekstrakcije. Ovisno o raspolozivosti, upotrebljavaju se bilo




stabilni oblici analita obiljezeni izotopom, koji su posebice prikladni za dokazivanje
spektrometrijom masa, bilo spojevi koji su po svojoj strukturi sli¢ni analitu.

Ako se ne moze upotrijebiti odgovaraju¢i unutarnji standard, identifikacija analita
potvrduje se ko-kromatografijom. U tom slu¢aju, dobiva se samo jedan pik, pri ¢emu visina ili
povrSina pika odgovara koli¢ini dodanog analita. Za plinsku kromatografiju (GC) ili
tekuc¢insku kromatografiju (LC), Sirina pika na polovici visine mora biti izmedu 90 — 110%
raspona izvorne $irine pika, a vremena zadrzavanja moraju biti jednaka uz toleranciju od 5%.

Za metode tankoslojne kromatografije (TLC) povecava se samo mrlja za koju se
pretpostavlja da je analit. Ne smije se pojaviti nova mrlja i izgled se ne smije promijeniti.

Referentni ili obogaceni materijal koji sadrzi poznate koliine analita na ili u blizini
dopustene granice ili grani¢ne koncentracije (pozitivni kontrolni uzorak) kao i negativni
kontrolni materijali i slijepe probe s reagensom, trebali bi biti podvrgnuti cijelom postupku
istodobno sa svakom serijom analiziranih uzoraka za ispitivanje. Redoslijed ubacivanja
ekstrakta u analiticki instrument je sljedeci: slijepa proba s reagensom, negativni kontrolni
uzorak, uzorak ili uzorci koji se potvrduju, negativni kontrolni uzorak 1 na kraju pozitivni
kontrolni uzorak. Svaka izmjena ovog redoslijeda mora se opravdati.

1.3.2. Dodatni kriteriji izvedbe i drugi zahtjevi za kvantitativne metode analize

1.3.2.1. Istinitost kvantitativnih metoda

U slucaju visekratnih analiza potvrdnog referentnog materijala, odstupanje prosjecnog
masenog udjela, koji je eksperimentalno odreden 1 ispravljen iskoriStenjem, od potvrdene
vrijednosti mora biti unutar sljede¢ih granica:

Tablica 2. NAJMANJA (IZRAZENO KAO ODSTUPANIJE) ISTINITOST
KVANTITATIVNE METODE

Udio mase Granice

< 1 pg/kg - 50% do + 20%
> 1 pg/kg do 10 ng/kg - 30% do +10%
> 10 ng/kg -20% do + 10%

Ako potvrdeni referentni materijali (CRM) nisu dostupni, istinitost mjerenja se moze
ocijeniti analizom slijepih uzoraka u koje je dodana poznata koli¢ina analita. Podaci korigirani
prosjecnim iskoriStenjem prihvatljivi su jedino ako su u granicama koje su navedene u Tablici
2.

1.3.2.2. Preciznost kvantitativne metode
Medulaboratorijski koeficijent varijacije (CV) za opetovane analize referentnog ili
obogacenog materijala, u uvjetima obnovljivosti, ne smije biti ve¢i od razine izraCunate
Horwitzovom jednadzbom. Jednadzba glasi:
CV = 2(1-0,5 log C)
gdje je C maseni udio izrazena kao potencija (eksponent) s bazom 10 (npr. 1 mg/g =107).
Primjeri su prikazani u tablici 3.



Tablica 3. PRIMIJERI KOEFICIJENATA VARIJACIE (CV) OBNOVLIIVOSTI ZA
KVANTITATIVNE METODE KOD ODREDENIH MASENIH UDJELA ANALITA

Udio Mase CV obnovljivosti (%)
1 pg/kg (*)
10 pg/kg (*)
100 pg/kg 23
1000 pg/kg 16

(*) Za masene udjele nize od 100 wkg Horwitzova jednadzba daje neprihvatljivo visoke
vrijednosti. Stoga CV za koncentracije nize od 100 ug/kg moraju biti Sto je moguce

manji.

Za analize izvedene pod uvjetima ponovljivosti, unutarlaboratorijski CV (koeficijent
varijacije) obi¢no bi trebao iznositi izmedu jedne polovine 1 dvije tre¢ine gornjih vrijednosti
navedenih u tablici 3. Za analize izvedene pod unutarlaboratorijskim uvjetima obnovljivosti
unutarlaboratorijski CV ne smije biti ve¢i od CV obnovljivosti.

Kod tvari za koje je wutvrdena dopuStena koli¢ina, metoda mora postici
unutarlaboratorijsku obnovljivost koja nije veca od odgovaraju¢eg CV obnovljivosti kod 50
% koncentracije x dopustena koli¢ina.

1.3.3. Kriteriji ucinkovitosti i drugi zahtjevi za dokazivanje spektrometrijom masa

Metode spektrometrije masa mogu se uzeti u obzir kao potvrdne metode jedino ako slijede
nakon $to je provedeno vezano (on-line) ili odvojeno (off-line) kromatografsko razdvajanje.

1.3.3.1. Kromatografsko razdvajanje

Za GC-MS postupke, separacija plinskom kromatografijom izvodi se primjenom
kapilarnih kolona. Za LC-MS postupke, kromatografsko razdvajanje izvodi se primjenom
odgovaraju¢ih LC kolona. U svakom slucaju, najmanje prihvatljivo vrijeme zadrZavanja
analita koji se ispituje mora biti jednako dvostrukom vremenu zadrzavanja koje vrijedi za
prazni volumen kolone. Vrijeme zadrzavanja (relativnho vrijeme zadrzavanja) analita u
poduzorku za analizu mora odgovarati vremenu zadrzavanja bazdarnog standarda unutar
odredenog intervala vremena zadrzavanja. Interval vremena zadrZavanja mora biti razmjeran
sposobnosti razlucivanja kromatografskog sustava. Omjer izmedu kromatografskog vremena
zadrzavanja analita i vremena zadrzavanja unutarnjeg standarda, tj. relativho vrijeme
zadrzavanja analita, mora odgovarati vremenu zadrzavanja bazdarne otopine uz toleranciju od
+0,5%zaGC1+2,5% za LC.

1.3.3.2. Dokazivanje spektrometrijom masa

Dokazivanje spektrometrijom masa mora se provoditi uporabom MS tehnika, kao §to je
snimanje cjelokupnih spektara masa (full scan) ili pra¢enje odabranih iona (SIM), kao i
uporabom MS-MS" tehnika, kao S§to je pracenje odabranih reakcija (SRM) ili drugih
prikladnih MS ili MS-MS" tehnika u kombinaciji s odgovaraju¢im na¢inima ionizacije. Kod
spektrometrije masa s visokim razluc¢ivanjem (HRMS), razlu¢ivost mora opcenito biti ve¢a od
10000 za cijelo podrucje snimanja masa na 10% razdvojenosti doline pika.



Snimanje cjelokupnih spektara (full scan): kad se odredivanje spektrometrijom masa
provodi snimanjem cjelokupnih spektara, moraju obavezno biti prisutni svi izmjereni dijag-
nosticki ioni s relativnim intenzitetom veé¢im od 10% u referentnom spektru bazdarnog
standarda (molekularni ion, karakteristicne izvedenice molekularnog iona, karakteristicni
fragmenti 1 izotopni ioni).

Prac¢enje odabranih iona (SIM): kad se odredivanje spektrometrijom masa provodi
fragmentografijom, molekularni ion bi trebao biti jedan od odabranih dijagnostickih iona
(molekularni ion, karakteristi¢ne izvedenice molekularnog iona, karakteristicni fragmenti i svi
njihovi izotopni ioni). Odabrani dijagnosticki ioni ne bi smjeli potjecati iskljucivo od istog
dijela molekule. Omjer signal-Sum za svaki dijagnosticki ion treba biti (jednak ili ve¢i) > 3:1.

Snimanje cjelokupnih spektara (full scan) i pra¢enje odabranih iona (SIM): relativna
zastupljenost dokazanih iona, izrazena kao postotak prema najzastupljenijem ionu ili
najzastupljenijem prijelaznom ionu, mora odgovarati zastupljenosti bazdarnog standarda, bilo
iz otopina bazdarnog standarda ili obogacenih uzoraka, na usporedivim koncentracijama,
mjerenim pod istim uvjetima i uz sljedece tolerancije:

Tablica 4. NAJVISE DOPUSTENE TOLERANCIJE ZA RELATIVNU ZASTUPLJENOST
IONA KOD RAZNIH TEHNIKA SPEKTROMETRIJE MASA

Relativna zastupljenost EI-GC-MS C1-GC-MS, GC_N{?

(% baznog pika) (relativni) LC-MS, LC-MS
(relativni)

> 50 % +10% +20%

>20 % do 50 % +15% +25%

> 10 % do 20 % +20 % +30 %

<10% +50% +50%

Tumacenje podataka dobivenih spektrometrijom masa: relativna zastupljenost
dijagnostickih iona 1/ili 1onskih parova prekursor/produkt moraju se identificirati
usporedivanjem spektara ili integriranjem signala pojedinacnih tragova masa. Kad god se
primjenjuje korekcija osnovnog Suma (engl. background), ona se mora primijeniti podjednako
na cijelu seriju (vidi 1.3.1., stavak 4.) i mora biti jasno naznacena.

Snimanje cjelokupnih spektara (full scan): ako se snimanje cjelokupnih spektara biljezi u
jednostrukoj spektrometriji masa, najmanje Cetiri iona moraju biti prisutni s relativnom
zastupljeno$¢u jednakom ili ve¢om od 10 % u odnosu na bazni pik. Molekularni ion se
ukljucuje ako je prisutan u referentnom spektru s intenzitetom veéim ili jednakim od 10%.
Najmanje cetiri iona moraju biti unutar najviSih dopuStenih tolerancija za relativnu
zastupljenost iona (Tablica 5.) Pretrazivanje baza podataka uz pomo¢ racunala moze se
primijeniti.

U tom slucaju, rezultat usporedbe podataka o spektru masa u ispitnom uzorku s onima iz
bazdarne otopine mora biti veéi od kriticnog faktora podudarnosti. Taj faktor se odreduje
tijekom postupka vrednovanja za svaki analit na temelju spektara za koje su ispunjeni dolje
opisani uvjeti.

Moraju se provjeriti eventualne promjene spektara uzrokovane matriksom i/ili



osobitostima detektora.

Pracenje odabranih iona (SIM): ako se fragmenti mase mjere drugim tehnikama osim
snimanja cjelokupnih spektara, za tumacenje podataka primjenjuje se sustav identifikacijskih
toCaka. Za potvrdu tvari koje su navedene u grupi A spojeva potrebne su najmanje 4
identifikacijske toCke. Za potvrdu tvari koje su navedene u grupi B spojeva potrebne su
najmanje 3 identifikacijske tocke. Tablica 5 pokazuje broj identifikacijskih tocaka koje
pripadaju svakoj pojedinoj temeljnoj tehnici spektrometrije masa. Da bi identifikacijska toc¢ka
potrebna za potvrdu bila kvalificirana 1 ukupni broj identifikacijskih tocaka mora se
izraCunati:

(a) omjer najmanje jednog iona,

(b) svi odgovarajuci izmjereni omjeri iona moraju zadovoljavati navedene zahtjeve,

(c) mogu se kombinirati najviSe tri odvojene tehnike kako bi se postigao najmanji broj
identifikacijskih tocaka.

Tablica 5. ODNOS IZMEDU RAZLICITIH VRSTA FRAGMENATA MASA 1
POSTIGNUTIH IDENTIFIKACIISKIH TOCAKA

Tehnika spektrometrije masa Identifikacijske tocke postignute po ionu
Spektrometrija masa niskog razlu¢ivanja 1,0
MR-MS" prethodni ion (prekursor) 1,0
LR- MS"prijelazni produkti 1,5
HRMS 2,0
HR- MS" prethodni ion (prekursor) 2,0
HR- MS" prijelazni produkti 2,5
Napomene:

(1) Svaki ion moze se brojiti samo jednom.

(2) GC-MS uz ionizaciju snopom elektrona smatra se razli¢itom od tehnike GC-MS s
kemijskom ionizacijom.

(3) Da bi se povecao broj identifikacijskih tocaka, mogu se koristiti razli¢iti analiti jedino
ako derivati koriste razli¢ite kemijske reakcije.

(4) Za tvari iz grupe A ako se tijekom analitickog postupka primjenjuje jedna od ovih
tehnika:

— HPLC u kombinaciji sa spektrometrijom uz dokazivanje nizom dioda (engl. diode array
detection) uz snimanje cjelokupnog spektra;

— HPLC u kombinaciji s fluorescencijskim dokazivanjem;

— HPLC u kombinaciji s imunogramom; dvodimenzionalna tankoslojna kromatografija
(TLC) u kombinaciji sa spektrometrijskom detekcijom.

Ove tehnike mogu pridonijeti najvise s jednom identifikacijskom tockom, uz uvjet da su
ispunjeni svi zahtjevi koji se primjenjuju za te tehnike.

(5) Produkti nastali tijekom prijelaza ukljucuju potomke prve generacije i potomke druge
generacije.



Tablica 6. PRIMJERI BROJA IDENTIFIKACIJSKIH TOCAKA KOJE SE DOBIVAJU ZA

RAZLICITE TEHNIKE I NJJHOVE KOMBINACIJE (N=CIJELI BROJ)

Tehnika/tehnike Broj iona Identifikacijske toCke
GC-MS (Elili CI) N n
GC-MS (EIi CI) 2 (EI) + 2 (CI) 4
GC-MS (El ili CI) 2 derivata 2 (derivat A) + 2 (derivat B) 4
LC-MS N n
GC-MS-MS 1 prethodni ion 12 potomka 4
prve generacije
LC-MS-MS 1 prethodni ion 12 potomka 4
prve generacije
GC-MS-MS 2 prethodna iona, svaki s 5
jednim potomkom prve
generacije
LC-MS-MS 2 prethodna iona, svaki s 5
jednim potomkom prve
generacije
LC-MS-MS-MS 1 prethodni ion, 1 potomak 5,5
prve generacije i 2 potomka
druge generacije
HRMS N 2n
GC-MS i LC-MS 2+2 4
GC-MS i HRMS 2+1 4

1.3.4. Izvedbeni kriteriji i drugi zahtjevi za kromatografiju u kombinaciji s dokazivanjem u
infracrvenom podrudju

Odgovaraju¢i pikovi: odgovaraju¢i pikovi su maksimumi apsorpcije u infracrvenom
spektru bazdarnog standarda ako ispunjavaju sljedece zahtjeve:
1.3.4.1. Infracrveno dokazivanje
Apsorpcijski maksimum: mora biti u rasponu valnog broja 4000-500 cm™
Intenzitet apsorpcije ne smije biti manji od:
(a) specificne molarne apsorbancije od 40 u odnosu na baznu liniju pika, ili od

(b) relativne apsorbancije od 12,5 % od apsorbancije najintenzivnijeg pika u podrucju
4000-500 cm’!

ako su oba mjerena u odnosu na nultu apsorbanciju, 1 5 % od apsorbancije najintenzivnijeg
vrha u podru¢ju 4000-500 cm™! ako su oba mjerena u odnosu na baznu liniju pika.

Napomena: lako bi se s teoretske tocke gledisSta mogla dati prednost odgovaraju¢im
pikovima odredenim prema tocki (a), u praksi je lakse odrediti pikove prema tocki (b).

Odreduje se broj pikova u infracrvenom spektru analita Cije frekvencije odgovaraju
odgovarajué¢em piku u spektru bazdarnog standarda, uz toleranciju od + 1 cm!,
1.3.4.2. Tumacenje podataka o infracrvenom spektru

Apsorpcija mora biti prisutna u svim podruc¢jima spektra analita koja se slazu s
odgovaraju¢im pikom u referentnom spektru bazdarnog standarda. Potrebno je najmanje Sest



odgovarajucih pikova u infracrvenom spektru bazdarnog standarda. Ako ima manje od Sest
odgovarajuc¢ih pikova, razmatrani spektar se ne moze koristiti kao referentni spektar. Rezultat
ispitivanja sli¢nosti odnosno postotak odgovaraju¢ih pikova pronadenih u infracrvenom
spektru analita, mora biti najmanje 50. Ako za odgovarajuci pik ne postoji to¢no poklapanje,
odgovarajue podrucje spektra analita mora odgovarati prisutnosti pika za usporedbu.

Postupak se moZze primijeniti jedino na pikove apsorpcije u spektru uzorka ¢iji je intenzitet
najmanje trostruk u odnosu na sum izmedu jednog i drugog vrha.

1.3.5. Izvedbeni kriteriji i drugi zahtjevi za odredivanje analita uporabom LC uz druge
tehnike dokazivanja

1.3.5.1. Kromatografsko razdvajanje

Uvijek treba koristiti unutarnji standard ako je u tu svrhu dostupna primjerena tvar.
Prednost u primjeni imaju srodni spojevi s vremenom zadrZavanja blizu analita. Vrijeme
zadrzavanja analita mora biti u dopuStenim granicama prema odgovarajuéem bazdarnom
standardu uz iste uvjete ispitivanja. Najmanje prihvatljivo vrijeme zadrzavanja za analit mora
biti dvostruko veée od vremena zadrzavanja koje odgovara praznom volumenu kolone. Omjer
izmedu vremena zadrzavanja analita 1 vremena zadrZavanja unutarnjeg standarda, tj. relativno
vrijeme zadrzavanja analita, mora biti jednako vremenu zadrzavanja bazdarnog standarda u
odgovaraju¢em matriksu, uz toleranciju od = 2,5 %.

1.3.5.2. UV/VIS dokazivanje uz snimanje spektra u cijelom podrucju

Izvedbeni zahtjevi za metode tekucinske kromatografije moraju u potpunosti biti
ispunjeni.

Apsorpcijski maksimumi u spektru analita moraju biti na istim valnim duljinama kao i oni
bazdarnog standarda uz toleranciju koja ovisi o razluCivosti sustava dokazivanja. Za
dokazivanje pomocu niza dioda, tolerancija je obi¢no unutar = 2 nm. Za one dijelove dvaju
spektara Cija je relativna apsorbancija jednaka ili veca od 10 %, spektar analita iznad 220 nm
ne smije se vidljivo razlikovati od spektra bazdarnog standarda. Ovaj je zahtjev zadovoljen
kada su, prvo, prisutni isti maksimumi i, drugo, kada razlika izmedu dva spektra ni u jednoj
od promatranih tocaka nije ve¢a od 10 % od absorbancije baZzdarnog standarda. U slucaju
racunalnog pretrazivanja i usporedivanja spektara ispitnih uzoraka s onima iz bazdarne
otopine, rezultat usporedbe mora biti ve¢i od kriticnog faktora podudarnosti. Taj faktor se
odreduje tijekom postupka vrednovanja za svaki analit, na temelju spektara za koje su
ispunjeni gore opisani uvjeti. Moraju se provjeriti eventualne promjene spektara uzrokovane
matriksom i/ili osobitostima detektora.

1.3.5.3. Izvedbeni zahtjevi za fluorometrijsko dokazivanje

Izvedbeni zahtjevi za metode tekucinske kromatografije u potpunosti moraju biti
ispunjeni.

Ovo se odnosi na molekule koje pokazuju prirodnu fluorescenciju i molekule koje
pokazuju fluorescenciju nakon pretvorbe ili derivatizacije. Valne duljine podrazaja i emisije, u
kombinaciji s kromatografskim uvjetima, moraju se odabrati tako da se pojava
interferencijskih komponenata u ekstraktima slijepog uzorka svede na najmanju mogucu
mjeru.

Najblizi maksimum pika u kromatogramu mora biti odvojen od utvrdenog pika analita za
najmanje jednu punu $irinu pika izmjerenu na 10 % od maksimalne visine pika analita.

1.3.5.4. Izvedbeni zahtjevi za odredivanje analita pomocu LC imunograma

LC imunogram se ne moze sam za sebe koristiti kao potvrdna metoda.

Odgovaraju¢i kriteriji za metode tekucéinske kromatografije moraju u potpunosti biti
ispunjeni.



Unaprijed utvrdeni parametri kontrole kvalitete, npr. nespecifi¢no vezivanje, relativno
vezivanje kontrolnih uzoraka, vrijednost apsorbancije slijepog uzorka, moraju biti unutar
granica dobivenih tijekom vrednovanja probe.

Imunogram se mora sastojati od najmanje pet frakcija.

Svaka frakcija mora biti manja od polovice Sirine pika.

Frakcija s najve¢im udjelom analita mora biti ista za uzorak koji se ispituje, za pozitivni
kontrolni uzorak i standard.

1.3.5.5. Odredivanje analita tekucinskom kromatografijom (LC) uz UV/VIS dokazivanje
(jedna valna duljina)
Tekuéinska kromatografija (LC) uz dokazivanje u UV/VIS podrucju (jedna valna duljina)
ne moze se sama za sebe koristiti kao potvrdna metoda.
Najblizi maksimum pika u kromatogramu mora biti odvojen od utvrdenog pika analita za
najmanje jednu punu $irinu pika izmjerenu na 10 % od maksimalne visine pika analita.

1.3.6. Izvedbeni kriteriji i drugi zahtjevi za odredivanje analita uporabom 2-D TLC uz
spektrometrijsko UV/VIS dokazivanje sa snimanjem cijelog spektra
Dvodimenzionalna tankoslojna kromatografija visoke djelotvornosti (HPTLC) 1 ko-
kromatografija su obavezni.

Rf vrijednosti analita moraju se podudarati s Rf vrijednostima standarda uz toleranciju od
+ 5%.

Izgled analita ne smije se razlikovati od izgleda standarda.

Kod mrlja iste boje, srediste najblize mrlje mora biti odvojeno od srediSta mrlje analita za
najmanje polovicu zbroja promjera mrlja.

Spektar analita ne smije se vizualno razlikovati od spektra standarda, kao §to je opisano za
UV/VIS detekciju uz snimanje cijelog spektra.

U sluc¢aju racunalnog pretrazivanja baza podataka i usporedivanja, usporedba podataka o
spektru u uzorku za ispitivanje s onima bazdarne otopine mora biti veca od kriti¢nog faktora
podudarnosti. Taj faktor se odreduje tijekom postupka validacije za svaki analit na temelju
spektara za koje su ispunjeni gore opisani uvjeti. Mora se provjeriti varijabilnost spektara
uzrokovana matricom 1 funkcioniranje detektora.

1.3.7. Izvedbeni kriteriji i zahtjevi za odredivanje analita plinskom kromatografijom uz
elektronapsorpcijsko dokazivanje (ECD)

Uvijek treba koristiti unutarnji standard kada je u tu svrhu dostupna primjerena tvar.

To bi prvenstveno trebao biti srodni spoj Cije je vrijeme zadrZzavanja blizu vremena
zadrzavanja analita. Vrijeme zadrzavanja analita mora biti u dopuStenim granicama prema
odgovaraju¢em bazdarnom standardu uz iste uvjete ispitivanja. Minimalno prihvatljivo
vrijeme zadrzavanja za analit mora biti jednako dvostrukom vremenu zadrzavanja koje
odgovara praznom volumenu kolone. Omjer izmedu vremena zadrzavanja analita i vremena
zadrzavanja unutarnjeg standarda, tj. relativno vrijeme zadrzavanja analita, mora biti jednako
vremenu zadrzavanja bazdarnog standarda u odgovaraju¢em matriksu, uz toleranciju od + 0,5
%. Najblizi maksimum pika u kromatogramu mora biti odvojen od utvrdenog pika analita za
najmanje jednu punu Sirinu pika izmjerenu na 10 % od maksimalne visine pika analita. Za
dobivanje dodatnih podataka moze se primijeniti ko-kromatografija.

1.4. POTVRDNE METODE ZA KEMIJSKE ELEMENTE
Potvrdne metode analize kemijskih elemenata moraju se temeljiti na principu
nedvosmislene identifikacije i tocne i precizne kvantifikacije, uz pomo¢ fizikalno-kemijskih

svojstava koji su jedinstveni za doti¢ni element na razini koncentracije od interesa (npr.
karakteristi¢na valna duljina emitiranog ili apsorbiranog zracenja, atomska masa).



Sljede¢e metode ili kombinacije metoda smatraju se prikladnim za identifikaciju
kemijskih elemenata.

Tablica 7. PRIKLADNE POTVRDNE METODE ZA KEMIJSKE ELEMENTE

Tehnika Mjereni pokazatelj
Diferencijalna pulsna voltametrija Elektri¢ni signal
Atomska apsorpcijska spektrometrija

Plamena Duljina vala apsorpcije
Tehnika tvorbe hidrida Duljina vala apsorpcije
Tehnika hladnih para Duljina vala apsorpcije
Elektrotoplinska atomizacija (grafitna pec) Duljina vala apsorpcije
Atomska emisijska spektrometrija

Induktivno spregnuta plazma Duljina vala emisije

Spektrometrija masa
Induktivno spregnuta plazma Omjer mase i naboja

1.4.1. Zajednicki kriteriji izvedbe i drugi zahtjevi za potvrdne metode

Referentni uzorak ili obogaceni uzorak koji sadrzi poznatu koli€inu analita na ili u blizini
dopustene granice ili grani¢ne koncentracije (pozitivni kontrolni uzorak) kao i negativni
kontrolni materijali 1 slijepe probe s reagensom trebali bi biti podvrgnuti cijelom postupku
istodobno sa svakom serijom ispitivanih uzoraka. Preporuceni redoslijed ubacivanja ekstrakta
u analiti¢ki instrument je sljedeci: slijepa proba s reagensom, negativni kontrolni uzorak,
uzorak koji se ispituje, negativni kontrolni uzorak i na kraju pozitivni kontrolni uzorak. Svaka
izmjena ovog redoslijeda mora se opravdati.

Opcenito, kod vecine analitickih postupaka nuZzna je potpuna razgradnja (digestija)
organskog matriksa kako bi se dobila otopina prije odredivanja analita. To se moze postici
primjenom postupaka mikrovalne mineralizacije, koji rizik od gubitka i/ili kontaminacije
ispitivanog analita svode na najmanju mjeru. Mora se upotrijebiti dekontaminirano teflonsko
posude dobre kvalitete. Za primjenu drugih postupaka vlazne ili suhe digestije, moraju
postojati dokumentirani dokazi koji isklju¢uju mogucu pojavu gubitka ili kontaminacije. Kao
alternativa za digestiju, u odredenim okolnostima se mogu primijeniti postupci razdvajanja
(npr. ekstrakcija) u cilju odvajanja analita od sastojaka matriksa i/ili u cilju koncentriranja
analita prije uvodenja u analiticki uredaj.

Sto se ti¢e bazdarenja, bilo pomocu potvrdenog standarnog materijala ili postupkom
standardnog dodavanja, mora se paziti da se ne prekoraci radno podrucje utvrdeno za analizu.
Bazdarni standardi se moraju obavezno pripremiti u otopini koja se, $to je moguce vise,
podudara sa sastavom otopine uzorka. Ako to zahtijevaju specifi¢ne analiticke okolnosti,
primjenjuje se i1 korekcija nespecifi¢nog signala (engl. background korekcija).

1.4.2. Dodatni kriteriji ucinkovitosti i drugi zahtjevi za kvantitativne analiticke metode

1.4.2.1. Istinitost kvantitativnih metoda

Kod visekratnog analiziranja ovjerenog referentnog materijala za kemijske elemente,
odstupanje eksperimentalno utvrdene srednje vrijednosti udjela analita od ovjerene
vrijednosti, ne smije biti izvan granice od = 10 %. Ako ne postoje takvi ovjereni referentni
materijali, prihvatljivo je da se istinitost mjerenja ocijeni odredivanjem poznate koliine
elementa dodane u nepoznati uzorak koji se ispituje, uz izraun iskoriStenja. Skrece se



pozornost na Cinjenicu da, za razliku od analita, dodana koli¢ina elementa nije kemijski
vezana u ispitivanom matriksu te da stoga tako dobiveni rezultati imaju manju valjanost od
rezultata dobivenih uporabom ovjerenog referentnog materijala. Podaci o iskoriStenju
prihvatljivi su jedino ako je njihova vrijednost unutar + 10 % ciljne vrijednosti.

1.4.2.2. Preciznost kvantitativnih metoda

Medulaboratorijski koeficijent varijacije (CV) za opetovane analize referentnog ili
obogacenog materijala, u uvjetima obnovljivosti, ne smije biti ve¢i od sljedecih vrijednosti:

Tablica 8. CV ZA KVANTITATIVNE METODE KOD ODREDENIH RASPONA UDJELA
MASE ELEMENTA

Udio mase CV (%)
> 10 ug/kg do 100 pg/kg 20
> 100 pg/kg do 1000 pg/kg 15
> 1000 pg/kg 10

1.4.3. Specific¢ni zahtjevi za diferencijalnu pulsnu voltametriju (DPASYV)

Od najvece je vaznosti da organska tvar u uzorcima bude potpuno ras¢injena prije DPASV
odredivanja. Na voltamogramu se ne smije vidjeti niti jedan S$iroki signal nastao zbog
prisutnosti organske tvari. Anorganski sastojci matriksa mogu utjecati na visinu pikova pri
DPASV postupku. Stoga se kvantifikacija mora obaviti metodom standardnog dodavanja.
Primjerci tipi¢nih voltamograma otopine uzorka moraju biti dostavljeni uz metodu.

1.4.4. Specificni zahtjevi za atomsku apsorpcijsku spektrometriju (AAS)

Ova se tehnika u osnovi koristi za odredivanje jednog elementa i stoga zahtijeva da
eksperimentalni parametri budu optimalno podeseni za odredeni element koji se kvantificira.
Kad je god to moguce, rezultati se moraju provjeriti kvalitativno i1 kvantitativno uz pomo¢
alternativnih apsorpcijskih linija (idealno je da se odaberu dvije razli¢ite valne duljine).
otopine ispitivanog uzorka (npr. koncentracija kiselina ili sastav modifikatora). Kako bi se
vrijednosti slijepe probe svele na najmanju mogucu mjeru, svi reagensi moraju biti najveceg
moguceg stupnja Cisto¢e. Ovisno o nacinu uparavanja i/ili atomizacije uzorka, mogu se
razlikovati razliciti tipovi atomske apsorpcijske spektrometrije.

1.4.4.1. Specificni zahtjevi za plamenu atomsku apsorpcijsku spektrometriju

Uredaj mora biti optimalno podeSen za svaki element. Posebice se mora provjeriti sastav
plina 1 brzina protoka. Kako bi se izbjegle interferencije uzrokovane nespecificnom
apsorpcijom, mora se kao korektor koristiti izvor energije s kontinuiranim spektrom. U
slu¢aju nepoznatih matriksa, mora se provjeriti da li je potrebna korekcija nespecificne
apsorpcije (background korekcija).

1.4.4.2. Specificni zahtjevi za atomsku apsorpcijsku spektrometriju s grafitnom peci

Kontaminacija u laboratoriju Cesto utjeCe na tocnost pri radu sa grafitnom peéi na
razinama ultra tragova. Stoga se pri radu s uzorkom i standardom moraju upotrebljavati
reagensi visoke Cisto¢e, deionizirana voda i1 posude od inertne plastike. Instrument se mora
optimalno podesiti za svaki element. Moraju se posebice provjeriti uvjeti prethodne obrade
uzorka, atomizacije (temperatura, vrijeme) 1 modifikacija matriksa.

Rad pod izotermnim uvjetima atomizacije (npr. poprecna zagrijana grafitna cijev s



ugradenom Lzvovom platformom) smanjuje utjecaj matriksa pri atomizaciji analita.
Kombinacija modifikacije matriksa i Zeemanove korekcije nespecificne apsorpcije, dopusta
kvantifikaciju pomocu bazdarne krivulje koja se temelji na mjerenju vodene otopine
standarda.

1.4.5. Specifi¢ni zahtjevi za atomsku apsorpcijsku spektrometriju uz tvorbu hidrida

Organski spojevi koji sadrze elemente kao Sto su arsen, bizmut, germanij, olovo, antimon,
selen, kositar i telurij mogu biti vrlo stabilni i mogu zahtijevati oksidacijsku razgradnju, kako
bi se dobile to¢ne vrijednosti ukupnog sadrzaja elementa. Stoga se preporucuje mikrovalno
razaranje ili visokotla¢no spaljivanje uz ostre oksidacijske uvjete. Najveca se paznja mora
posvetiti potpunom i reproducibilnom prijetvoru elemenata u njihove hidride.

Tvorba arsenova hidrida u otopini solne kiseline s NaBH4 ovisi o oksidacijskom stupnju
arsena (As III: brza tvorba, As V: dugotrajniji prijelaz). Kako bi se izbjegao gubitak
osjetljivosti u odredivanju As V pomocu protocno-injekcijske tehnike, koji je posljedica
kratkog vremena reakcije u tom sustavu, As V se mora reducirati na As III nakon oksidacijske
razgradnje. U tu svrhu je prikladan kalijev jodid/askorbinska kiselina ili cistein. Na isti na¢in
se mora postupati sa slijepim probama, bazdarnim otopinama i otopinama uzorka. Rad sa
serijama uzoraka omogucuje, ne dovodeci u pitanje to¢nost, odredivanje obje vrste arsena.
Radi sporije reakcije AS V sa NaBHa4, bazdarenje se provodi integracijom povrsina ispod
pikova. Uredaj mora biti optimalno podeSen. Protok plina, kojim se hidrid prenosi u
atomizator, posebno je vazan i mora se kontrolirati.

1.4.6. Specificni zahtjevi za atomsku apsorpcijsku spektrometriju metodom hladnih para

Tehnika hladnih para se upotrebljava jedino u slucaju zive. Zbog gubitaka elementarne
zive uzrokovanih isparavanjem i adsorpcijom, potrebna je posebna pozornost tijekom cijelog
postupka. Mora se pozorno izbjegavati kontaminacija reagensom ili iz okoliSa.

Organski spojevi koji sadrZe Zivu zahtijevaju oksidacijsku razgradnju, kako bi se odredio
ukupni sadrzaj zive u uzorku. Za razgradnju se upotrebljavaju zatvoreni sustavi s mikrovalnim
razaranjem ili visokotlacnim spaljivanjem. Oprema koja je dosla u doticaj sa Zivom mora se
posebno pomno ocistiti.

Uporaba proto¢no-injekcijske tehnike pruza odredene prednosti. Za nize vrijednosti
grani¢ne koncentracije preporucuje se adsorpcija elementarne zive na adsorbens od
zlata/platine i potom toplinsko otpusStanje. Doticaj adsorbensa ili radnog dijela uredaja s
vlagom smeta mjerenju i mora se izbjegavati.

1.4.7. Specifi¢ni zahtjevi za atomsku emisijsku spektrometriju s induktivno spregnutom
plazmom (ICP-AES)

Atomska emisijska spektrometrija s induktivno spregnutom plazmom je metoda koja
omogucuje istodobno mjerenje vise razlicitih elemenata. Da bi se primijenila metoda ICP-
AES, u uzorcima se najprije mora razgraditi organska tvar. U tu se svrhu primjenjuju
zatvoreni sustavi mikrovalnog razaranja ili visokotlacnog spaljivanja. Da bi ICP-AES analiza
bila u¢inkovita, od klju¢ne su vaznosti bazdarenje uredaja 1 odabir elementa odnosno valne
duljine. U slucaju linearnih bazdarnih krivulja, obi¢no je dovoljno izmjeriti samo Cetiri
koncentracije bazdarne otopine, jer su bazdarne krivulje kod ICP-AES postupka uglavnom
linearne duz cetiri do Sest redova veli¢ina koncentracije. Bazdarenje ICP-AES sustava
uglavnom se obavlja standardom koji sadrzi viSe elemenata, a koji se priprema u otopini sa
istom koncentracijom kiseline kao i mjerna otopina. Radi linearnosti bazdarne krivulje treba
provjeriti koncentracije elemenata.

Odabir valnih duljina za mjerenje emisije analita mora biti sukladan koncentracijama
elemenata koji se odreduju. Ako je koncentracija analita izvan djelatnog raspona jedne
emisijske linije, mora se primijeniti druga emisijska linija. Najprije se bira najosjetljivija



emisijska linija (bez smetnji), potom manje osjetljiva linija. Kod analize na granici detekcije,
ili u blizini te granice, obi¢no je najbolje odabrati najosjetljiviju liniju za doti¢ni analit.
Spektralne 1 pozadinske interferencije predstavljaju najveée potesko¢e kod ICP-AES
postupka. Moguce interferencije su npr, jednostavni pozadinski pomak, kosi pozadinski
pomak, izravno spektralno preklapanje i sloZeni pozadinski pomak. Svaka ova smetnja ima
vlastiti uzrok 1 lijekove. Interferencije se ispravljaju, a radni parametri optimiziraju, ovisno o
matriksima. Neke se smetnje mogu izbje¢i razrjedivanjem ili prilagodbom matriksa. Sa
svakom serijom ispitivanih uzoraka, na isti na¢in kao i1 uzorci, mora se obraditi 1 referentni i
obogaceni materijal koji sadrzi poznate koli¢ine jednog ili viSe analita. Za provjeru
eventualnog pomaka, standard se mora ubacivati, primjerice, nakon 10 uzoraka. Svi reagensi i
plazma plin moraju biti najveée moguce €istoce.
1.4.8. Posebni zahtjevi za spektrometriju masa s induktivno spregnutom plazmom (ICP-
MS)

Odredivanje elemenata u tragovima prosjecne atomske mase, kao Sto su krom, bakar i
nikal moze biti podlozno jakim smetnjama od drugih izobarnih ili/i viSeatomskih iona. To se
moze sprijeciti jedino ako je snaga razlucivanja najmanje 7000-8000. Poteskoce vezane za
postupke spektrometrije masa ukljuuju instrumentalni pomak, utjecaj matriksa 1
interferencije molekulskih iona (m/z < 80). Da bi se ispravio instrumentalni pomak i ucinci
matriksa treba pripremiti visSe unutarnjih standarda koji pokrivaju isti maseni raspon kao i
elementi koji se ispituju.

Prije mjerenja postupkom ICP-MS, nuZna je potpuna razgradnja organske tvari u
uzorcima. Kao i1 kod atomske apsorpcijske spektrometrije (AAS), hlapljivi elementi, npr. jod,
moraju se nakon razaranja u zatvorenim posudama prevesti u stabilno oksidacijsko stanje.
Najjace smetnje uzrokovane su kombinacijama molekulskih iona s argonom (plazma plin),
vodikom, ugljikom, dusikom i kisikom (podrijetlom iz kiselina za otapanje, iz atmosfere, ili
kao necisto¢e plazmenog plina) s matriksom. Kako bi se izbjegle interferencije, nuzno je
potpuno rascinjivanje, korekcija osnovnog Suma te odgovaraju¢i odabir analitickih masa i
ponekad manja koli¢ina analita i posljedicno viSa granica detekcije te odabir kiselina za
otapanje, npr. dusi¢ne kiseline.

Da bi se odredili elementi, interferencije se moraju iskljuciti odgovaraju¢im odabirom
specificnih analitickih masa, ukljucujuéi provjeru omjera izotopa. Za svako mjerenje se mora,
upotrebom unutarnjih standarda, provjeriti odziv instrumenta na Fano faktore.

PRILOG IL

2. VREDNOVANJE METODE (VALIDACIJA)

Vrednovanjem se mora pokazati da analiticka metoda udovoljava kriterijima koji se
odnose na odgovarajuée znacajke u¢inkovitosti.

Razliciti ciljevi kontrole zahtijevaju razlicite kategorije metoda. Sljedeca tablica pokazuje
koje se znacajke izvedbe provjeravaju za svaku vrstu metode.

Tablica 9. KLASIFIKACIJA ANALITICKIH METODA PREMA ZNACAJKAMA
IZVEDBE KOJE SE MORAJU ODREDITI

Sposobqgs Grani¢na .IStlm.tVOSt/. Precizno | Selektivnost/specificn
t detekcije .. | iskoriStenj
CCp koncentracij . st ost
a (koli¢ina)

Primje

robus




analita CCa stabi
Kvalitativn | S + - - - + *
e metode C + + - - + B
Kvantitativ | S + - - + i !
ne metode | C + + + + + ]

S=Orijentacijska (engl.screening) metoda; C= potvrdna metoda; += odredivanje je obvezno

2.1. POSTUPCI VREDNOVANJA

U ovom poglavlju su navedeni primjeri i/ili upucivanja za postupke vrednovanja
analiti¢ckih metoda. Mogu se primijeniti i drugi postupci kako bi se pokazalo da analiticka
metoda udovoljava kriterijima ucinkovitosti, uz uvjet da pruzaju istu razinu i kvalitetu
informacija.

Vrednovanje se, takoder, moze obaviti provodenjem medulaboratorijskog ispitivanja
prema Codex-u Alimentarius-u, ISO-u ili IUPAC-u, ili prema alternativnim metodama kao
Sto su ispitivanja u jednom laboratoriju odnosno unutarnje vrednovanje. Ovaj se dio
usredotoCuje na studije unutar jednog laboratorija (unutarnje vrednovanje) uz modularni
postupak. Ovaj se postupak sastoji od:

1. skupa zajednickih znacajki ucinkovitosti koje su neovisne o primijenjenom modelu

vrednovanja i

2. specifi¢nijih postupaka ovisnih o modelu, kao $to je opisano u tablici 10.

Tablica 10. IZVEDBENI PARAMETRI NEOVISNOG MODELA I OVISNOG MODELA

Vrednovanje

Izvedbeni parametri neovisnog

modela Izvedbeni parametri ovisnog modela

Zajednicke znacajke Uobic¢ajen postupak (2.1.2.) Unutarnji postupak vrednovanja
ucinkovitosti (2.1.1.) vrednovanja (2.1.3)




Specifi¢nost Iskoristenje Iskoristenje

Istinitost Ponovljivost Ponovljivost

Robusnost: manje promjene Unutarlaboratorijska Unutarlaboratorijska

Stabilnost obnovljivost obnovljivost

Obnovljivost Obnovljivost
Granicna koncentracija Granicna koncentracija
(koli¢ina) analita (CCa) (koli¢ina) analita (CCa)
Sposobnost dokazivanja (CCB) | Sposobnost dokazivanja (CCP)
Bazdarna krivulja Bazdarna krivulja
Robusnost: veée promjene Robusnost

2.1.1. Znacajke ucinkovitosti neovisne o modelu
Bez obzira koji se postupak vrednovanja primjenjuje, moraju se odrediti sljedece znacajke
ucinkovitosti. Da bi se smanjio opseg posla, moze se primijeniti pazljivo osmisljeni i
statisticki utemeljeni postupak u kojemu ¢e se kombinirati ispitivanja obavljena u cilju
odredivanja razli¢itih parametara.
2.1.1.1. Specificnost

Za analiticke metode je vazna sposobnost razlu¢ivanja izmedu analita i njima srodnih tvari
(izomera, metabolita, produkata razgradnje, endogenih tvari, sastojaka matriksa, itd.). Nuzno
je provesti dva postupka kako bi se provjerile interferencije.

Stoga se odabiru tvari koje bi mogle izazvati interferencije i analiziraju se slijepi uzorci za
dokazivanje prisutnosti mogucih interferencija i procijenjuje se njihov ucinak:

— odabere se niz kemijski srodnih spojeva (metabolita, derivata, itd.) ili drugih tvari koje
bi mogle interferirati sa spojem koji se dokazuje u uzorku,

— analizira se odgovaraju¢i broj reprezentativnih slijepih uzoraka (n > 20) i provjere
interferencije (signali, pikovi, tragovi iona) u podru¢ju u kojemu ocekujemo otpusStanje
dokazivanog analita;

— osim toga, reprezentativni slijepi uzorci moraju se obogatiti do odgovarajuce
koncentracije tvarima koje bi mogle ometati identifikaciju i/ili kvantifikaciju analita.

Nakon analize, ispita se:
—je li prisutnost mogla dovesti do pogresne identifikacije,
—je li prisutnost jedne ili vise interferencija otezala identifikaciju dokazivanog analita, ili
— postoji i znacajni utjecaj na kvantifikaciju.
2.1.1.2. Istinitost

U ovome se stavku opisuje odredivanje istinitosti (jedne komponente to¢nosti). Istinitost
se moze utvrditi jedino pomocu potvrdenog referentnog materijala (CRM). Kad god je na
raspolaganju potvrdeni referentni materijal, isti se mora upotrijebiti. Postupak je podrobno
opisan u normi HRN ISO 5725-4. U nastavku navodimo primjer:

— analizira se Sest replika potvrdenog referentnog materijala, u skladu s uputama za
izvodenje ispitivanja koja vrijede za odredenu metodu,

— odredi se koncentracija analita koji je prisutan u svakom uzorku replika,

— izraCuna se srednja vrijednost, standardna devijacija 1 koeficijent varijacije (%) za te
koncentracije,



— izracuna se istinitost podjelom dokazane srednje vrijednosti s potvrdenom vrijednoséu
(mjerenom kao koncentracija) i mnozenjem sa 100, da bi se rezultat izrazio u postotku.

Istinitost (%) = srednja vrijednost dokazane koncentracije korigirana iskoristenjem x 100/
potvrdena vrijednost

Ako ne postoji potvrdeni referentni materijal, umjesto istinitosti moze se odrediti
iskoriStenje.

2.1.1.3. Primjenjivost/robusnost (manje promjene)

Ova provjera podrazumijeva namjerno uvodenje manjih razumnih varijacija od strane
laboratorija 1 promatranje njihovih posljedica.

Prije samog ispitivanja mora se izvrSiti odabir ¢imbenika koji sudjeluju u pripremnoj
obradi, prociS¢avanju i1 analizi uzoraka, a koji bi mogli utjecati na rezultate mjerenja. Ti
¢imbenici mogu ukljucivati analiti¢ara, izvor i starost reagensa, otapala, standarde i ekstrakte
uzoraka, brzinu zagrijavanja, temperaturu, pH vrijednost, kao i mnoge druge ¢imbenike koji
se mogu javiti u laboratoriju. Ove bi ¢imbenike trebalo modificirati po redu veli¢ine koji
odgovara odstupanjima do kojih obi¢no dolazi izmedu laboratorija.

— odrede se ¢imbenici koji bi mogli utjecati na rezultate,

— neznatno se promijeni svaki faktor,

— test robusnosti provodi se prema Youdenovom postupku. (U ovoj se fazi mogu
primijeniti i druge priznate metode. Medutim, Youdenov postupak svodi potrebno vrijeme i
napor na minimum). Youdenov postupak je frakcionirani faktorski model. Uzajamna
djelovanja medu razli¢itim faktorima ne mogu se dokazati,

— ako se otkrije da neki faktor znaCajno utjeCe na rezultate mjerenja, provode se daljnja
ispitivanja kako bi se odredile granice prihvatljivosti tog faktora,

— u protokolu izvodenja metode trebaju biti jasno navedeni faktori koji znacajno utjeu na
rezultate.

Osnovna ideja nije u tomu da se ispituje jedna po jedna promjena, ve¢ nekoliko promjena
odjednom. Kao primjer neka A, B, C, D, E, F, G oznacuju¢i nominalne vrijednosti za sedam
razli¢itih faktora koji bi, u slucaju da se njithove nominalne vrijednosti neznatno promijene,
mogli utjecati na rezultate. Oznacimo njihove alternativne vrijednosti odgovaraju¢im malim
slovima a, b, ¢, d, e, f, g. Time dobivamo 27 odnosno 128 mogu¢ih razli¢itih kombinacija.

Moguce je odabrati podskup od osam kombinacija kod kojih postoji ravnoteza izmedu
malih 1 velikih slova (Tablica 11). Mora se odabrati osam kombinacija koje ¢e sadrzavati
odabrane faktore (A-G). Rezultat odabranih kombinacija pokazan je u Tablici 11 kao S-Z.

Tablica 11. PLAN ISPITIVANJA ZA ISPITIVANJE ROBUSNOSTI (MANJE PROMJENE)

Vrijednost | Kombinacije

faktornF | 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 [ 71 |




Ala A A A A a a a a
B/b B B b b B B b b
Cle C C C c C c C C
D/D D D d d d d D D
E/e E e E e e E e E
F/f F f f F F f f F
Gl/g G g g G g G G g
Opazeni S T U \% W X Y z
rezultat R

Za izraCunavanje, vidi primjere ispitivanja robusnosti pod tockom 2.3.

2.1.1.4. Stabilnost

Zapazeno je da nedovoljna stabilnost analita ili sastojaka matriksa u uzorku tijekom
pohrane ili analize moze dovesti do znacajnih odstupanja u kona¢nom rezultatu analize. Osim
toga, trebalo bi provjeriti stabilnost bazdarnog standarda u otopini. Stabilnost analita u
razli¢itim uvjetima pohrane obi¢no je dobro poznata. Pra¢enje uvjeta pohrane sastavni je dio
uobiCajenog sustava ovla$¢ivanja laboratorija. Ako stabilnost nije poznata, moze se odrediti
prema primjerima navedenim u daljnjem tekstu.

Stabilnost analita u otopini:

— pripremiti svjeze temeljne otopine jednog ili viSe analita (stock) i razrijediti ith prema
uputama za ispitivanje, kako bi dobili dovoljno alikvota (npr. 40) svake odabrane
koncentracije (otprilike na razini najmanje zahtijevane granice ucinkovitosti izvedbe metode
za tvari za koje nije utvrdena dopustena koli¢ina, odnosno oko dopustene granice za ostale
tvari). Pripremiti otopinu analita koji je upotrijebljen za obogacivanje kao i onoga koji ¢e se
upotrijebiti u konacnoj otopini za analizu, te bilo koju drugu znafajnu otopinu (npr.
derivatizirani standardi),

— izmjeriti udio analita u svjeZe pripremljenoj otopini prema uputama za ispitivanje,

— rasporediti odgovaraju¢e volumene u prikladno laboratorijsko posude, oznaliti 1
pohraniti prema sljedec¢oj shemi:

Tablica 12.SHEMA ZA ODREDIVANIJE STABILNOSTI ANALITA U OTOPINI

-20°C +4°C +20°C
Tama 10 alikvota 10 alikvota 10 alikvota
Svjetlo 10 alikvota

— vrijeme pohrane moze iznositi jedan, dva, tri i Cetiri tjedna, ili po potrebi dulje, npr. dok
se ne primijete prve pojave degradacije tijekom identifikacije i/ili kvantifikacije. Mora se
zabiljeziti maksimalno vrijeme pohrane i optimalni uvjeti pohrane,



— koncentraciju analita u svakom alikvotu treba izraCunati uzimajuéi kao 100%-tnu
vrijednost otopinu koja je svjeze pripremljena u trenutku analize.
Cix 100
Preostali analit (%) =
Csvjeza

Ci = trenutacna koncentracija

Csvjeza = koncentracija svjeze otopine

Stabilnost analita u matriksu

— kad god je moguce, treba upotrijebiti prirodno kontaminirane uzorke. Ako prirodno
kontaminirani materijal nije na raspolaganju, treba upotrijebiti matriks obogacen s analitom,

— ako je na raspolaganju prirodno kontaminirani materijal, koncentraciju u materijalu treba
odrediti dok je materijal jo§ svjez. Ostali alikvoti materijala mogu se uzeti nakon 1, 2, 41 20
tjedana te treba izmjeriti koncentracije. Tkivo bi trebalo pohraniti na temperaturi od najmanje
minus 20°C ili, po potrebi, nizoj,

— ako prirodno kontaminirani materijal nije na raspolaganju, uzeti materijal koji ne sadrzi
analit i homogenizirati ga. Podijeliti materijal u pet alikvota. Obogatiti svaki alikvot s
analitom, koji bi trebao biti pripremljen u maloj koli¢ini vodene otopine. Odmah analizirati
jedan alikvot. Ostale alikvote pohraniti na temperaturi od najmanje minus 20°C ili, po potrebi,
nizoj, te ih analizirati nakon 1, 2, 4 1 20 tjedana.

2.1.1.5. Bazdarna krivulja

Kad se bazdarne krivulje primjenjuju u svrhu kvantifikacije:

— pri njihovoj izradi treba upotrijebiti najmanje pet razina (ukljucujuci nultu),

— treba opisati operativni raspon krivulje,

— treba opisati matemati¢ku formulu krivulje 1 primjerenost podataka krivulji,

— treba opisati raspone prihvatljivosti parametara krivulje.

Ako je potrebno serijsko bazdarenje na temelju standardne otopine, treba naznaciti
prihvatljive raspone parametara bazdarne krivulje, koji mogu varirati od serije do serije.

2.1.2. Uobicajeni postupak vrednovanja (validacije)

IzraCunavanje parametara u skladu s uobicajenim metodama zahtijeva izvodenje nekoliko
pojedinacnih ispitivanja. Mora se odrediti svaka znacajka ucinkovitosti za svaku vecu
promjenu (vidi »robusnost«). Metodama za ispitivanje viSe analita moguce je istodobno
analizirati nekoliko analita, uz uvjet da su prethodno iskljucene interferencije koje bi mogle
biti znaCajne. Na isti nacin se moze odrediti nekoliko znacajki ucinkovitosti. Dakle, da bi se
smanjila koli¢ina posla, preporucljivo je kombinirati ispitivanja u §to je mogucée vecoj mjeri
(npr. ponovljivost 1 unutarlaboratorijsku obnovljivost sa specificnosc¢u i analizom negativnog
slijepog uzorka kako bi se odredila CCa 1 provjerila specificnost.

2.1.2.1. Iskoristenje (engl. recovery)

Ako ne postoji potvrdni referentni materijal, iskoriStenje se mora odrediti ispitivanjem,
uporabom obogacenog matriksa, primjenjujuci sljedece postupke:

— odabrati 18 alikvota kontrolnog uzorka i podijeliti ih u tri skupine po Sest alikvota, pa
svakoj skupini dodati analita u koli¢ini koja je 1, 1,5 1 2 puta ve¢a od najmanje zahtijevane
granice ucinkovitosti izvedbe metode, odnosno koja je 0,5, 1 i1 1,5 puta veca od dopustene
kolic¢ine,

— analizirati uzorke i izracunati koncentraciju u svakom uzorku,

— uz pomo¢ donje jednadzbe izracunati iskoriStenje za svaki uzorak,

— izraCunati srednje iskoriStenje 1 CV iz Sest rezultata u svakoj skupini,



100 x izmjereni udio
— % iskoriStenja i =

razina obogacenja

Uobicajena metoda za odredivanje iskoriStenja inacica je metode standardnog dodavanja
koja je opisana pod tockom 2.5 ako:

— se uzorak smatra kontrolnim uzorkom, umjesto uzorkom za analizu,

— se smatra da su kona¢ni maseni udio ! i iskoristenje ? sli¢ni za oba poduzorka,

— uzorci za ispitivanje imaju iste mase, a ekstrakti poduzoraka za analizu iste volumene,

— koli¢ina bazdarnog standarda koja je dodana drugom (obogacenom) poduzorku za
analizu 1znosi xapp. (Xapp = pa'Va)

— X1 je izmjerena vrijednost za slijepi uzorak, a X» izmjerena vrijednost drugog
(obogacenog) poduzorka,

100 (x2 — x1)
— dakle, iskoriStenje % =

XADD
Ako bilo koji od gore navedenih uvjeta nije (ili se pretpostavlja da nije) ispunjen, onda se
mora primijeniti cijeli postupak odredivanja iskoriStenja pomocu standardnog dodavanja, kao
Sto je opisano pod tockom 2.5.

Konac¢ni maseni udio (yield): onaj maseni udio analita iz uzorka koji je prisutan u kona¢nom ekstraktu.

2 e . S . s y
IskoriStenje (ovdje): maseni udio analita dodan uzorku, a koji je prisutan u kona¢nom ekstraktu. U ostatku
ovog dokumenta pretpostavlja se da su kona¢ni maseni udio i iskoriStenje isti, pa se stoga upotrebljava jedino

izraz »iskoristenje«.

2.1.2.2. Ponovljivost

Pripremiti odredeni broj uzoraka identi¢nih matriksa, kojima je dodan analit tako da se
dobiju koncentracije koje iznose 1, 1,5 1 2 puta veée od najmanje zahtijevane granice
ucinkovitosti izvedbe metode odnosno 0,5, 11 1,5 puta vece od dopustene koli¢ine.

— za svaku razinu analita, analizu treba obaviti s najmanje Sest replika,
— analizirati uzorke,
— izracunati koncentraciju dokazanu u svakom uzorku,

— prona¢i srednju koncentraciju, standardnu devijaciju 1 koeficijent varijacije (%)
obogacenih uzoraka,

— ponoviti ove korake jo$ najmanje dva puta,
— izraCunati ukupne srednje koncentracije 1 koeficijente varijacije za obogacene uzorke.

2.1.2.3. Unutarlaboratorijska obnovljivost (reproducibilnost)

Pripremiti odredeni broj uzoraka za analizu (identi¢nih ili razli¢itih matriksa), kojima je
dodan analit ili viSe analita, tako da se dobiju koncentracije 1, 1,5 i 2 puta vece od grani¢ne
koncentracije ucinkovitosti metode odnosno 0,5, 1 1 1,5 puta vece od dopustene koli¢ine.

— za svaku razinu koncentracije, analizu treba obaviti s najmanje Sest ponavljanja,

— ponoviti ove korake jo$ najmanje dva puta, s razli¢itim analitiarima 1 u razli¢itim
uvjetima okoliSa, npr. s razliitim serijama reagensa, otapala, itd., pri razliitim sobnim
temperaturama, s razli¢itim instrumentima, itd., ako je moguce,

— analizirati uzorke,

— izraCunati koncentraciju u svakom uzorku,

— izracunati srednju koncentraciju, standardnu devijaciju i1 koeficijent varijacije (%)
obogacenih uzoraka.



2.1.2.4. Obnovljivost (reproducibilnost)

Ako se mora provjeriti obnovljivost (reproducibilnost), laboratoriji bi trebali sudjelovati u
medulaboratorijskim usporedbenim ispitivanjima prema normi HRN ISO 5725-2.

2.1.2.5. Granicna koncentracija (kolicina) analita (CCq)

U slucaju tvari za koje nije utvrdena dopustena koli¢ina, CCa utvrduje se:

— postupkom s bazdarnom krivuljom prema normi HRN ISO 11843 (ovdje nazvana kao
kriticna vrijednost net varijable stanja). U tom slucaju, koristi se slijepi uzorak koji se
obogacuje na razinu MRPL ili iznad nje, u jednakim razmacima. Analizirati uzorke. Nakon
identifikacije, graficki prikazati odnos signala i dodane koncentracije. CCa jednaka je
pripadajucoj koncentraciji u tocki sjecista s ordinatom y uvecana za 2,33 standardne devijacije
unutarlaboratorijske obnovljivosti. Ovo je primjenjivo jedino za kvantitativna ispitivanja (o =
1 %),

— ili analizom najmanje 20 slijepih uzoraka po matriksu, kako bi izraCunali omjer signal-
Sum u vremenskom intervalu u kojemu se ocekuje analit. Kao CCa moze se uzeti trostruka
vrijednost omjera signal-Sum. Ovo je primjenjivo i za kvantitativna i kvalitativna ispitivanja.

U slucaju tvari za koje je utvrdena dopustena koli¢ina, CCa utvrduje se:

— postupkom s bazdarnom krivuljom prema normi HRN ISO 11843 (ovdje nazvana
kriticna vrijednost net varijable stanja). U tom slucaju, koristi se slijepi uzorak koji se
obogacuje oko dopustene koli¢ine, u jednakim razmacima. Analizirati uzorke. Nakon
identifikacije, graficki prikazati odnos signala i dodane koncentracije. CCa jednaka je
koncentraciji na dopuStenoj granici wuvecanoj za 1,64 standardne devijacije
unutarlaboratorijske obnovljivosti (o =5 %).

— ili analizom najmanje 20 slijepih uzoraka po matriksu, obogacenih jednim ili viSe analita
na razinu dopustene granice. Granica odlucivanja jednaka je koncentraciji na dopustenoj
granici uveéanoj za 1,64 odgovarajuce standardne devijacije (o = 5 %).

2.1.2.6. Sposobnost dokazivanja (CCp3)

U slucaju tvari za koje nije propisana grani¢na koncentracija, CCB utvrduje se:

— postupkom s bazdarnom krivuljom prema normi HRN ISO 11843 (ovdje nazvana kao
najmanja odredena vrijednost net varijable stanja). U tom slucaju, koristi se reprezentativni
slijepi uzorak koji je obogacen na razinu ili ispod najmanje zahtijevane granice u¢inkovitosti
izvedbe metode u jednakim razmacima. Analizirati uzorke. Nakon identifikacije, graficki
prikazati odnos signala i dodane koli¢ine analita.

CCB jednaka je odgovaraju¢oj CCa uvecanoj za 1,64 standardne devijacije
unutarlaboratorijske obnovljivosti za razinu srednje vrijednosti CCa (B =5 %).

— analizom najmanje 20 slijepih uzoraka po matriksu, obogacenih s jednim ili viSe analita
na razinu grani¢ne koncentracije (koli¢ine) analita CCa. Analizirati uzorke i identificirati
analite. Sposobnost dokazivanja jednaka je vrijednosti CCa uvecane za 1,64 standardne
devijacije unutarlaboratorijske obnovljivosti za izmjereni udio (3 = 5 %),

— ako ne postoje kvantitativni rezultati, sposobnost dokazivanja se moze odrediti analizom
slijepog uzorka koji je obogacen na ili iznad CCa. U tom slucaju, sposobnost dokazivanja
metode jednaka je razini koncentracije kod koje ima samo 5 % ili manje lazno negativnih
rezultata. Stoga je potrebno obaviti najmanje 20 ispitivanja za najmanje jednu razinu
koncentracije, kako bi se osigurala pouzdana osnova za ovo odredivanje.

U slucaju tvari za koje je utvrdena dopustena koli¢ina, CCB utvrduje se:

— postupkom s bazdarnom krivuljom prema normi HRN ISO 11843 (ovdje nazvana kao
najmanja odredena vrijednost net varijable stanja). U tom slucaju, koristi se reprezentativni
slijepi uzorak koji se obogacuje analitom oko dopustene granice u jednakim razmacima.



Analizirati uzorke i identificirati analit ili analite. Izracunati standardnu devijaciju srednjeg
udjela izmjerenog na razini granicne koncentracije (koli¢ine) analita CCa. Granica
dokazivanja jednaka je odgovaraju¢oj grani¢noj koncentraciji uvecanoj za 1,64 standardne
devijacije unutarlaboratorijske obnovljivosti (B =5 %),

— ili analizom najmanje 20 slijepih uzoraka po matriksu, obogacenih jednim ili viSe analita
na razini grani¢ne koncentracije analita CCa. Sposobnost dokazivanja jednaka je vrijednosti
CCa uvecéanoj za 1,64 odgovarajuce standardne devijacije (B =5 %).

Vidi, toc¢ku 2.2.

2.1.2.7. Robusnost (znacajne promjene)

Analiticku metodu bi trebalo ispitati pod razli¢itim eksperimentalnim uvjetima koji
ukljucuju npr. razliCite vrste, razli¢ite matrikse ili razlicite uvjete uzorkovanja. Uvedene
promjene moraju biti znacajne. Znacaj tih promjena moze se procijeniti npr. Youdenovim
postupkom. Za sve vece promjene za koje se pokazalo da znacajno utjeCu na provedbu
ispitivanja trebalo bi odrediti svaku znacajku uc¢inkovitosti.

2.1.3. Vrednovanje prema alternativnim modelima
Ako se primjenjuju alternativni postupci vrednovanja, u protokolu izvodenja validacije
potrebno je utvrditi temeljni model 1 strategiju s odgovaraju¢im preduvjetima, pretpostavkama
1 formulama ili barem na njih uputiti. U daljnjem tekstu se navodi primjer alternativne
metode. Primjenjuje 1i se npr. model unutarnjeg vrednovanja, znacajke ucinkovitosti se
utvrduju na nacin koji omogucava vrednovanje znacajnih promjena unutar istog postupka
vrednovanja. To zahtijeva izradu plana ispitivanja u svrhu vrednovanja.

2.1.3.1. Plan ispitivanja

Plan ispitivanja mora biti napravljen tako da uzme u obzir broj razli¢itih zivotinjskih vrsta
1 razli¢itih ¢imbenika koji se ispituju. Stoga se kao prvi korak u cijelom postupku vrednovanja
razmatraju populacijski uzorci koji ¢e se u buduénosti analizirati u laboratoriju, kako bi se
odabrale najvaznije vrste 1 oni ¢imbenici koji bi mogli utjecati na rezultate mjerenja. Nakon
toga, odabire se raspon koncentracije koji je prilagoden svrsi u skladu s razinom znacajnosti.

Primjer:

— pomoc¢u metode koja se vrednuje moguce je istodobno ispitati nekoliko analita,

— utvrdene su dvije varijacije vode¢eg ¢imbenika (A i B). Vode¢i ¢imbenici su osnova na
kojoj se kombiniraju razine ¢imbenika. Ti vode¢i ¢imbenici mogu ukljucivati ¢imbenike kao
Sto su vrsta uzorka ili matriks. U ovom primjeru je vodeci ¢imbenik promijenjen na dvije
razine, tj. razmatrane su dvije razlicite vrste (A 1 B). Opc¢enito, moguée je promijeniti vodece
¢imbenike na vise od dvije razine, ¢ime se samo povecava broj analiza koje treba obaviti,

— odabrane ¢imbenike treba promijeniti na dvije razine (oznacene kao + ili —).

Tablica 13. PRIMJERI CIMBENIKA KOJI SE SMATRAJU ZNACAJNIMA ZA
POSTUPAK VREDNOVANIJA



Spol Zivotinje
Pasmina
Uvjeti transporta

Uvjeti ¢uvanja/skladiStenja

Svjezina uzorka
Uvjeti tova

Razli¢iti operatori s razli¢itim iskustvom

(¢imbenik 1)
(¢imbenik 2)
(¢imbenik 3)
(¢imbenik 4)
(¢imbenik 5)
(¢imbenik 6)
(¢imbenik 7)

Tablica 14. MOGUCI PLAN ISPITIVANJA ZA GORNIJI PRIMJER

Vrsta | Cimbenik 1 | Cimbenik | Cimbenik | Cimbenik | Cimbenik
Cimbenik 2 Cimbenik 5

3 4 6 7
A + + + + - + -
A + + - - + - -
A + - + - - - +
A + - - + + + +
A - + + - + + +
A - + - + - - +
A - - + + + - -
A - - - - - + -
B + + + + + - +
B + + - - - + +
B + - + - + + -
B + - - + - - -
B - + + - - - -
B - + - + + + -
B - - + + - + +
B - - - - + - +

S obzirom da se svaki uzorak (svaka kombinacija razine ¢imbenika) mora pomijesati s
Cetiri razli¢ite koncentracije oko razine znacajnosti, a za svaku razinu se mora analizirati
uzorak, za

jedan  slijepi
5 x 16 = 80 analiza.

cijeli

postupak

vrednovanja

mora

Na temelju ovih 80 rezultata mjerenja moguce je izracunati sljedece:

Iskoristenje

SC

obaviti




— ponovljivost po razini koncentracije (Si),

— unutarlaboratorijska obnovljivost po razini koncentracije (Sir),
— grani¢na koncentracija (koli¢ina) analita (CCa),

— sposobnost dokazivanja (CCB),

— krivulja djelotvornosti (postotak B-pogreSke u odnosu na koncentraciju (vidi tocku
2.1.3.2)),

— robusnost u odnosu na znac¢ajne promjene; robusnost u odnosu na manje promjene moze
se odrediti prema tocki 2.1.1.3.,

— 16 bazdarnih krivulja vezanih za uzorke,

— jedna ukupna bazdarna krivulja,

— interval ocCekivanja sveobuhvatne bazdarne krivulje,
— devijacije uzrokovane matriksom (Smat),

— devijacije uzrokovane procesom analize (Sun),

— utjecaj pojedinacnih ¢imbenika na rezultate mjerenja.

Ove znacajke ucinkovitosti omogucéuju iscrpnu ocjenu ucinkovitosti metode, s obzirom da
se ne ispituje utjecaj samo pojedinacnih ¢imbenika, nego 1 odgovaraju¢a kombinacija tih
¢imbenika. Uz pomo¢ ovakvog plana ispitivanja moguce je odrediti hoce li se neki od
odabranih ¢imbenika iskljuciti iz ukupne bazdarne krivulje zbog znacajnog odstupanja od
standardnih devijacija ostalih ¢imbenika.

2.1.3.2. Krivulja djelotvornosti

Krivulja djelotvornosti pruza informacije o sposobnosti dokazivanja metode unutar
odabranog raspona koncentracije. Upucuje na rizik od B-pogreske pri primjeni ispitivane
metode. Krivulja djelotvornosti omogucuje izracun sposobnosti dokazivanja za odgovarajuce
kategorije metoda (probiranje, potvrda) ili tipove metoda (kvalitativna ili kvantitativna) za
odredenu B-pogresku (npr. 5%).

Slika 1. KRIVULJA DJELOTVORNOSTI

Koncentracija



Slika 1. prikazuje primjer grafickog prikaza sposobnosti dokazivanja (CCB) analiticke
metode. Kod ovdje prikazane metode postoji stalni rizik od donoSenja pogresne odluke od 5%
kod koncentracije od 0,50 pg/kg. Kod koncentracije od 0,55 wkg rizik od lazno negativnog
rezultata opada na 1%.

2.1.3.3. Obnovljivost

Utvrdivanje obnovljivosti metode putem unutarlaboratorijskog ispitivanja (interna
validacija) zahtjeva opetovana sudjelovanja u ispitivanjima osposobljenosti u skladu s
uputama ISO/IEC 43-1143-2.

Laboratoriji mogu primjenjivati metode po vlastitom izboru, uz uvjet da se te metode
primjenjuju pod rutinskim uvjetima. Standardna devijacija laboratorija moZze se upotrijebiti za
ocjenu obnovljivosti metode.

S

Ss

o<

CCa
CC8B

2.2. GRAFICKI PRIKAZ RAZLICITIH
ANALITICKIH GRANICA

Slika 2. TVARI ZA KOJE NIJE UTVRPENA DOPUSTENA KOLICINA

Odgovor

srednja vrijednost rezultata kontaminiranog uzorka

standardna devijacija slijepog uzorka (utvrdena u uvjetima unutarlaboratorijske
obnovljivosti)

standardna  devijacija  kontaminiranog uzorka (utvrdena u  uvjetima
unutarlaboratorijske obnovljivosti)

>postotak lazno pozitivnih rezultata
postotak lazno negativnih rezultata
odgovor s odredenom a-pogreskom i B-pogreskom od 50%
odgovor s vrlo malom a-pogreskom i B-pogreskom

Slika 3. TVARI ZA KOJE JE UTVRDENA
DOPUSTENA KOLICINA



B
CCa
CCB

Koncentracija
srednja »koncentracija« slijepog uzorka
srednja koncentracija uzorka koji sadrzi analit na dopustenoj granici
srednja koncentracija kontaminiranog uzorka
standardna devijacija uzorka koji sadrzi analit na dopuStenoj granici (utvrdena u
uvjetima medulaboratorijske obnovljivosti)
standardna  devijacija  kontaminiranog uzorka (utvrdena u  uvjetima
medulaboratorijske obnovljivosti)
postotak lazno pozitivnih rezultata
postotak lazno negativnih rezultata
odgovor s odredenom a-pogreskom i B-pogreskom od 50%
odgovor s vrlo malom a-pogreSkom 1 odredenom B-pogreskom

2.3. PRIMJER IZRACUNA KOD ISPITIVANJA ROBUSNOSTI U ODNOSU NA MANJE

PROMIJENE PREMA YOUDENOVOJ METODI

Usporedba prosjeka (A)
Aa=Z(Ai)/4
Ap=X(Bi)/4
Ac=2(Ci)/4
Ap=z(Di)/4
Ag=X(Ei)/4
Ar=Z(Fi)/4
Ac=Z(Gi)/4
Aa=X(ai1)/4
Ab = X(bi)/4
Ac =2X(ci)/4



Ad = 3(di)/4

Ae =ZX(e1)/4
Af=2(f1)/4
Ag=2X(gi)/4

Usporedite prosjeke velikih slova (Aa do Ag) s prosjecima njima pripadajuc¢ih malih slova
(Aa do Ag). Ako ¢imbenik ima neki ucinak, razlika ¢e biti znacajno veca nego razlika kod
drugih ¢imbenika.

Razlike/varijacije koje skoro sigurno postoje izmedu laboratorija ne bi smjele utjecati na
robusnu metodu.

Ako nema znacajne razlike, sedam razlika su najrealnija mjera slucajne pogreske.

Razlike (Di) Kvadrati razlika (Di?)
D.=A—a=2(Ai) - 2(a) D,? = vrijednost a
Dy, =B - b =X(Bi) - Z(bi) Dy? = vrijednost b
Dc=C—-c=2Z(C) —Z(ci) D.?= vrijednost b
D4 =D —d = Z(Di) — Z(di) Dg4? = vrijednost b
D.=E—e=32(E) - 2(ei) D¢* = vrijednost b
De=F — f=3(F) - 2(f) D¢ = vrijednost b
Dy =G - g=2(Gi) — Z(g) D% = vrijednost b

Standardna devijacija razlika D; (Spi)

Spi = \2xZ(Di%/7)

Ako je vrijednost Sp; znacajno veca od standardne devijacije metode izvedene pod
unutarlaboratorijskim uvjetima obnovljivosti (vidi gore), neizbjezan je zakljucak da svi
¢imbenici zajedno utjecu na rezultat, ¢ak i ako svaki pojedini ¢imbenik ne pokazuje znacajni
utjecaj, te da metoda nije dovoljno robusna u odnosu na odabrane modifikacije.

2.4. PRIMJER IZRACUNA ZA UNUTARNII POSTUPAK VREDNOVANJA

Primjeri 1 izracuni za protokol unutarnjeg vrednovanja kako su opisani u poglavlju o
vrednovanju prema alternativnim modelima (2.1.3.).

2.5. PRIMJERI ZA METODU STANDARDNOG DODAVANJA

Uzorak za ispitivanje s T udjelom analita podijeli se na dva poduzorka 1 1 2, ¢ije su mase

m; odnosno my. Poduzorku 2 doda se Volumen V4 otopine koncentracije analita pa. postupcima

ekstrakeije 1 pro¢is¢avanja koji su propisani metodom, dobivena su dva ekstrakta poduzoraka, volumena V1 odnosno V2. Pretpostavlja se da

je iskoriStenje analita rc. Oba ekstrakta se ispituju metodom mjerenja osjetljivosti b i daju analiti¢ki odgovor x1 odnosno x2.
Ako se pretpostavi da su rc i b isti za analit u izvornom uzorku i u oboga¢enom uzorku, onda se udio T moZze izracunati kao:

x1x V1 x pA x VA

x2 V2 ml -x1 V1 *m2)
Ovom se metodom moze odrediti iskoristenje rc. Potom, osim gore opisanog ispitivanja, dijelu ekstrakta poduzorka 1 (volumena V3)
dodaje se poznata koli¢ina pB x VB analita te se testira. Analiticka reakcija je x1, a iskoriStenje je:
re =x2 x VI xV2 x pB xVB/[x3 xV1 x V3(T x m2.5pt"™>+Ax VA ) - x2.V2 x T x m1(V3-VB)]
Osim toga, moze se izraCunati osjetljivost b, kao:
b=x1.V1/rc.T.ml

Opisani su svi uvjeti primjene i detalji.

PRILOG III



Analiticke metode koje se primjenjuju za dokazivanje sljedecih tvari moraju zadovoljiti najmanje zahtijevane granice ucinkovitosti

izvedbe metode navedene u tablici 15:

Tablica 15. NAJMANIE ZAHTJEVANE GRANICE UCINKOVITOSTI IZVEDBE METODE

Tvar i/ili metaboliti Matriks MRPL
Kloramfenikol Meso
Jaja
ll\frlilfko 0,3 ng/ke
Proizvodi akvakulture
Med
Medroxyprogesteron acetat Svinjska bubrezna mast 1 ug/kg
Metaboliti nitrofurana:
— furazolidone )
— furaltadone Me?" pera di 1 pg/kg za sve
) ) Proizvodi akvakulture
— nitrofurantoin
— nitrofurazone
Malahitno zelenilo i Proizvodi akvakulture 2 ue/k
leukomalahitno zelenilo Hgke

PRILOG IV
KRATICE
AAS (engl. Atomic absorption spectrometry) atomska apsorpcijska spektrometrija
AES (engl. Atomic emission spectrometry) atomska emisijska spektrometrija
AOAC-1 (engl. Association of Official Analytical Chemists INTERNATIONAL) Medunarodno udruzenje sluzbenih analitickih
kemicara
B (engl. bound fraction (immunoassays)) vezana frakcija (imunotest)
CI (engl. chemical ionisation) kemijska ionizacija
CRM (engl. Certified reference material) potvrdni referentni materijal
cv (engl. coefficient of variation) koeficijent varijacije
2D TLC (engl. two dimensional thin layer chromatography) dvodimenzionalna tankoslojna kromatografija
DAD (engl. diode array detection) dokazivanje nizom dioda
DPASV (engl. diferential pulse anodic stripping voltametry) diferencijalna pulsna voltametrija s anodnim otapanjem
ECD (engl. electron capture detection) elektronapsorpcijska detekcija
EI (engl. electronic impact ionisation) elektronska ionizacija
GC (engl. gas chromatography) plinska kromatografija
HPLC (engl. high performance liquid chromatography) tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti
HPTLC (engl. high performance thin layer chromatography) tankoslojna kromatografija visoke djelotvornosti (u¢inkovitosti)
HRMS (engl. high resolution mass spectrometry) spektrometrija masa visoke razlucivosti
ICP-AES (engl. inductively coupled plasma-mass spectrometry) atomska emisijska spektrometrija s induktivno spregnutom plazmom
ICP-MS (engl. inductively coupled plasma-atomic emission spectrometry) spektrometrija masa s induktivno spregnutom plazmom
IR (engl. infrared) infracrveni
ISO International Standard Organisation, Medunarodna organizacija za norme

LC (engl. liquid chromatography) teku¢inska kromatografija



LR(MS) (engl. low resolution (mass spectrometry) (masena spektrometrija) niske razlucivosti

MRPL (engl. Minimum required performance limit) najmanja zahtjevana granica u¢inkovitosti izvedbe metode
MS (engl. mass spectrometry) spektrometrija masa

t eksponent — broj generacija iona izvedenih iz prekursora

m/z (engl. mass/charge ratio) omjer masa/naboj

Rf (engl. relative migration to the solvent front) relativna migracija prema fronti otapala (TLC)

RSDL (engl. relative standard deviation of the laboratory) relativna standardna devijacija laboratorija

SIM (engl. selected ion monitoring) pra¢enje odabranih iona

TLC (engl. thin layer chromatography) tankoslojna kromatografija

uv (engl. ultraviolet light) ultraljubicasto zracenje

VIS (engl. visible light) vidljivo zracenje
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